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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue estudiar la microbiota fungica asociada a suelos de bosques nativos
y plantaciones forestales usando técnicas independientes de cultivo, para lo cual se recolectaron
10 muestras de suelo en diferentes localidades de la provincia de Chimborazo, las muestras fueron
enviadas al laboratorio para su procesamiento. La extraccion de ADN genémico fue tercerizada
por la empresa IDgen en Quito, la cual utilizé el kit de extraccion Herculase 1l Fusion DNA
Polymerase Nextera XT y el protocolo recomendado por la empresa. Para la preparacion de
librerias se utilizé el protocolo ITS Metagenomic Sequencing Library Preparation Part #
15044223 Rev. B. La plataforma utilizada para el secuenciamiento fue Illumina MiSeq, la
secuenciacion fue de 300 pares de bases (bp) pair end, y fue realizada en la empresa Macrogen
Korea. Se realizd un procesamiento adicional de la secuencia utilizando Mothur version 1.39.5.
Las secuencias se agruparon previamente para disminuir el error de secuenciacion y se realizaron
la deteccién y eliminacion de quimeras. Finalmente, las secuencias fungicas se clasificaron
utilizando la base de datos UNITE-ITS. Todas las secuencias se agruparon en 97% de unidades
taxondmicas operativas (OTU). Se utilizd6 una estadistica descriptiva y multivariada de tipo no
paramétrica para el anélisis de informacion. Todos los analisis fueron realizados en el programa
R versidon 4.0. La secuenciacién del microbioma fungico gener6 816 342 secuencias que
pertenecieron a suelos de bosques nativos, 412 796 secuencias de suelos de plantaciones forestales
y finalmente 135 658 secuencias del suelo alterado. Se concluye que los suelos de plantaciones
forestales presentaron menor diversidad flngica en relacién a los suelos de bosgues nativos que
presentaron mayor diversidad fungica. Se recomienda realizar estudios y aislamiento de hongos
en los suelos de bosques nativos de mayor diversidad presentados en este estudio, para evaluar el

potencial de estos en silvicultura.

Palabras clave: <MICROBIOTA>, <MICROBIOMA>, <TRANSICION>, <TECNICAS>,
<INDEPENDIENTES>, <TECNICAS DEPENDIENTES>, <METAGENOMICA>,
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ABSTRACT

The aim of this research was to study the fungal microbiota associated with soils of native and
plantations forest using independent cultivation techniques, for that reason, 10 soil samples were
collected in different localities of the province of Chimborazo, the samples were sent to the
processing laboratory. Genomic DNA extraction was outsourced to IDgen in Quito, which used
the Herculase Il Fusion DNA Polymerase Nextera XT extraction kit and the company
recommended protocol. For library preparation, the protocol ITS Metagenomic Sequencing
Library Preparation Part # 15044223 Rev. B was used. The platform used for sequencing was
Illumina MiSeq, the sequencing was 300 base pairs (bp) pair end, and was performed at Macrogen
Korea. Additional sequence processing was executed using Mothur version 1.39.5. The sequences
were pre-clustered to reduce sequencing error, chimera detection and elimination were performed.
Finally, fungal sequences were classified using the UNITE-ITS database. All sequences were
grouped into 97% operational taxonomic units (OTU). Descriptive and multivariate
nonparametric statistics were used for data analysis. All analyses were performed in R software
version 4.0. The sequencing of the fungal microbiome generated 816 342 sequences belonging to
native forest soils, 412 796 sequences from forest plantation soils and finally 135 658 sequences
from disturbed soil. It is concluded that the forest plantation soils presented lower fungal diversity
in relation with the native forest soils, which presented higher fungal diversity. It is recommended
to carry out studies and isolation of fungi in native forest soils of higher diversity presented in this

study, to evaluate their potential in silviculture.

Key words: <MYCROBIOT>, <MYCROBIOME>, <TRANSITION>, <TECHNICS>,
<INDEPENDENT>, <DEPENDENT TECHNIQUES>, <METAGENOMICS>.
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INTRODUCCION

Los microbios son componentes clave de los suelos que controlan el funcionamiento de los
ecosistemas agricolas y forestales, controlan las reservas de carbono organico de los suelos,
contribuyen a la estabilidad estructural de los agregados de los suelos, suprimen patdgenos de
suelo de plantas y consecuentemente, interfieren en la salud de las plantas y en su produccién
(Bonanomi et al. 2016, pp 327-336). Durante las Gltimas décadas, la alteracion antropogénica de los
suelos esta provocando cambios en la biodiversidad y, por tanto, una creciente preocupacion por
la sostenibilidad de los sistemas agricolas y forestales intensivos. La intensificacion en las
actividades agricolas y forestales tienen un impacto sustancial en la diversidad vegetal, animal y

microbiana (Lupatini et al. 2017, pp 2064).

Sin embargo, los efectos de la produccion agricola y forestal en los suelos, cultivos y la diversidad
microbiana todavia no estan bien entendida. Esta falta de conocimiento genera una preocupacion
porgue los microorganismos del suelo y de las plantas, especialmente hongos y bacterias,
representan la mayor parte de la biodiversidad en estos ecosistemas y estos microorganismos estan
involucrados en maltiples funciones incluyendo el ciclo de nutrientes y la sanidad forestal. Los
hongos constituyen fuentes potenciales de productos biotecnol6gicos como metabolitos, enzimas
y fitoreguladores, teniendo un papel fundamental en el crecimiento, desarrollo y sanidad de las
plantas, sin embargo, actualmente no se tiene informacion sobre la composicion y diversidad de
hongos de los suelos de especies forestales nativas y exdticas en el Ecuador y esta informacién es
de vital importancia para establecer estrategias de manejo silvicultural que permitan obtener un

aprovechamiento sostenible y sustentable de los bosques.

Una de las principales limitantes en los estudios sobre microbiota fungica y diversidad microbiana
es la poca cantidad de microorganismos gue se consiguen recuperar con técnicas dependientes de
cultivo. En la actualidad, gracias a técnicas de biologia molecular independientes de cultivo como
metagendmica, metabarcoding y secuenciamiento de nueva generacion (NGS), es posible conocer
profundamente la composicion, estructura y diversidad microbiana presentes en los diferentes
ecosistemas, aprovechando de mejor manera los microorganismos potencialmente candidatos a
ser usados en aplicaciones biotecnolégicas como biofertilizantes, bioestimulantes y

biocontroladores.



ANTECEDENTES

Ecuador ha sido considerado un pais megadiverso con diferentes tipos de bosques nativos.
Cuando las plantas crecen en condiciones alejadas de sus centros de origen y diversidad,
necesariamente ensamblan su microbiota asociada a partir de microbiomas ex situ, este
ensamblaje comunitario probablemente contrasta con los microbiomas in situ con los que sus
parientes silvestres coevolucionaron. El microbioma de los bosques nativos puede desempefiar
un papel importante, aunque en gran parte desconocido, en la salud forestal, proporcionando un

recurso para estudiar las comunidades microbianas beneficiosas.

El estudio de la microbiota asociada de los bosques nativos se ha descuidado en gran medida. Es
necesario llenar muchas lagunas relevantes, pero la investigaciéon de la composicion de la
comunidad que interactla con los parientes silvestres del bosque in situ utilizando un enfoque de
microbioma es una opcion poderosa para buscar y descubrir agentes de control bioldgico
efectivos. En Ultima instancia, estos agentes pueden ayudar a mejorar la tolerancia de los bosques
al estrés bidtico o abidtico. La informacion sobre la composicion y diversidad de la microbiota en
los bosques ecuatorianos es fundamental para el desarrollo de una estrategia de manejo forestal

sostenible mas focalizada.

PROBLEMA

Actualmente no se dispone de informacion sobre la microbiota fingica asociada a suelos de
bosques nativos y plantaciones forestales de la provincia de Chimborazo. El conocimiento de la
microbiota fangica presente en los suelos de los bosques es fundamental para establecer
estrategias de manejo silvicultural que permita obtener un aprovechamiento sostenible y

sustentable de los bosques.

JUSTIFICACION

Considerando la importancia de los hongos en los sistemas agricolas y forestales, este estudio
representa una gran alternativa para la obtencion de hongos con potenciales diferenciados para
investigaciones cientificas y utilizacion en la biotecnologia e industria forestal. Tomando en
cuenta, el papel fundamental de los hongos en los suelos de sistemas agricolas y forestales, la
gran diversidad de especies forestales nativas existentes en el Ecuador y de la ausencia de estudios

de diversidad microbiana de suelos de especies forestales en nuestro pais, este trabajo propone el



estudio de la microbiota flngica asociada a suelos de bosques nativos y plantaciones forestales

usando técnicas independientes de cultivo en la provincia de Chimborazo.

OBJETIVOS

GENERAL
¢ Estudiar la microbiota fungica asociada a suelos de bosques nativos y plantaciones forestales

usando técnicas independientes de cultivo en la provincia de Chimborazo.

ESPECIFICOS

o |dentificar los principales grupos de hongos asociados a suelos de ecosistemas de bosques
nativos y plantaciones forestales.

o Determinar la diversidad de la microbiota fingica en diferentes suelos de bosques.

e Examinar si existe una estructuracion de las comunidades fungicas basada en la naturaleza del

bosque.

HIPOTESIS

NULA
Suelos de bosques nativos y plantaciones forestales no divergen en la composicion, estructura y

diversidad microbiana.

ALTERNATIVA
Suelos de bosques nativos y plantaciones forestales divergen en la composicion, estructura y

diversidad microbiana.



CAPITULO I

MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Bosques nativos

Son ecosistemas arboreos caracterizados por la presencia de arboles y arbustos de mdltiples
especies que son originarias de ese habitat, regenerados por sucesion natural, con una asombrosa
biodiversidad de flora, fauna y microorganismos. Los bosques nativos se los puede clasificar
como: primarios y secundarios. El bosque nativo primario, es aquel gue mantiene su estructura
original, de manera inalterada o con diferentes grados de intervencién humana. El bosque nativo
secundario es aquel cuya estructura natural ha sido alterada o intervenida por la mano del hombre

(EcuadorForestal 2007, p. 140).

La superficie de bosque nativo en el Ecuador es de alrededor de 12°753.387 de hectareas, el 74%
se encuentra en la region amazonica, cerca del 16% en la Costa y el 10% restante en la Sierra
(Ministerio de Ambiente 2015, p. 20). Factores como la ubicacion geogréfica del pais, la presencia de la
Cordillera de los Andes y la influencia de corrientes marinas determinan que el Ecuador disponga
de gran variedad de climas y formaciones vegetales, situandose entre los 10 paises de mayor
biodiversidad del mundo. Parte de esta riqueza constituyen sus bosques, en los cuales crecen
alrededor de 5000 especies de arboreas. El bosque nativo provee cerca del 88 % del total de

madera en Ecuador (EcuadorForestal 2007, p. 140).

1.1.1. Importancia de los bosques en el Ecuador

En el Ecuador existen una gran variedad de bosques nativos en las distintas regiones, Costa, Sierra
y Amazonia. La mayoria de estos bosques nativos estan considerados como areas protegidas. Los
bosques nativos tienen un rol importante para el desarrollo de la vida, tanto para las personas
como para animales, ya que de ellos se han obtenido medicinas y frutos comestibles, asi como
sustancias para el desarrollo de industrias del caucho, madera, para curtir pieles, calzado y para
biotecnologia. Los bosques en Ecuador son de suma importancia ya gque estos son un recurso
econdémicamente renovable que ayuda a captar dioxido de carbono (CO3), producir oxigeno,

ayudando a retener agua en el suelo, deteniendo la erosion y adornando los paisajes. (Granda Mufioz
2015, p. 42).



1.2. Plantaciones forestales

Se denominan plantaciones forestales a bosques predominantemente compuestos de arboles
establecidos por plantacion y/o siembra deliberada, en el cual las especies forestales plantadas y/o
sembradas son introducidas, para uso industrial o0 comercial. Se estima que en el Ecuador existen
14.4 millones de hectareas de tierra de uso preferentemente forestal, es decir, mas del 50% del
territorio nacional; correspondiendo a plantaciones forestales, alrededor de 164.000 ha. que

representan el 1.14% de la superficie forestal del Ecuador (Saab 2019, pp. 27-40).

1.2.1. Importancia de las plantaciones forestales en el Ecuador

Los productos forestales madereros que se obtienen de las plantaciones forestales corresponden a
madera, principalmente para fines industriales. La produccion de los principales productos
forestales para la industria corresponde a madera aserrada, tableros, pasta de madera, astillas y

papel (Saab 2019, pp. 27-40).

Las plantaciones forestales ademas cumplen un importante papel en la preservacion del equilibrio
ecoldgico contribuyendo en la disminucién de los efectos del cambio climatico, en la captura del
carbono a fin de contrarrestar los efectos del CO- y principalmente disminuyendo la presion sobre
los bosgues nativos. En el Ecuador existen plantaciones forestales principalmente de Pinus spp.
y Eucalyptus spp. en la Region Sierra y de Teca-Tectona grandis en la Region Costa, que proveen

maderas de mayor valor comercial en el mercado mundial (Saab 2019, pp. 27-40).

Gran parte de la produccion de madera de bosques plantados en el Ecuador tiene la finalidad de
abastecer la industria maderera local que se ha desarrollado considerablemente, tanto en el corte
de troncos como en la madera procesada para construcciones, muebles, madera contrachapada y
aglomerada, asi como la industria de las manufacturas de madera. Asi mismo, la madera que se
destina a las exportaciones tiene como principales mercados, Japén (Eucalipto), India (Teca) y
Estados Unidos (otras maderas) (Saab 2019, pp. 27-40).

1.3. Microbiota
La microbiota es definida como el conjunto total de microorganismos (hongos filamentosos

bacterias, actinomicetos, protozoarios, virus, etc.) que habitan un hébitat determinado (raiz,

semillas, tallo, hojas, intestino de los animales, piel) que cumplen una funcién importante en



diferentes procesos esenciales para procesos fundamentales de desarrollo de organismos que

forman parte de ese habitat (Reyes y Valery 2007, pp. 117-126).

1.3.1. Microbiota del suelo

La microbiota de suelo estd conformada por microorganismos presentes en el suelo, que realizan
funciones de vital importancia en la fertilidad, reciclaje de nutrientes, estructura y conservacion
del suelo (Reyes y Valery 2007, pp 117-126). La microbiota del suelo estd compuesta por una gran
variedad de microorganismos como: millones de bacterias, actinomicetos, hongos, protozoarios,

etc. (Rodriguez 2011, pp. 14-24).

Los microorganismos de la microbiota del suelo estan relacionados a diversos procesos del suelo,
como: la descomposicion de la materia organica e inorganica, los ciclos naturales del nitrégeno,
carbono, fésforo, la solubilizarian de compuestos minerales, etc.; siendo beneficiosos para el

desarrollo de las plantas nativas como para las cultivadas (Bergy Smalla 2009, pp. 1-13).

1.3.2. Importancia

La microbiota del suelo es de gran importancia debido a los procesos gue se realizan en el suelo
como: descomposicion, mineralizacion de la materia organica, formacion y estabilizacion de los
agregados de suelo, ataques a rocas y minerales, ciclos biogeoguimicos, son altamente
dependientes de la microbiota del suelo. Debido a ello, la microbiota del suelo es considerada por
muchos autores como un agente importante en la fertilidad del suelo y en la nutricion de las

plantas (Montilla, Herrera y Monasterio 1992, pp. 59-70).

Entre las actividades de los microorganismos como hongos, bacterias y otros, estan el
mantenimiento de la fertilidad del suelo; siendo los responsables de la degradacion de la materia
organica muerta para transformarla en humus, retornando al suelo y a la atmdsfera las sustancias
transformadas por otros seres vivientes (Vega Gonzalez 2013, p. 2). La fraccidn bidtica de la materia
organica, formada por microorganismos vivos, desempefia un papel basico en los suelos, al ser la
responsable Gltima del estado de la materia organica, y en general, del desarrollo y funcionalidad

del ecosistema (Smith et al. 1992, pp. 65-94).

La microbiota del suelo influye ademas en el establecimiento de los ciclos biogeoquimicos como
en la formacion de la estructura de los suelos (Roldan, Garcia-Orenes y Lax 1994, pp. 1699-1707). por lo

gue resulta de gran interés en conocer los factores que regulan su tamarfio, actividad y estructura



(Zeller, Bardgett y Tappeiner 2001, pp. 639-649). La microbiota es responsable ademas entre el 80 y el
90% de procesos que tienen lugar en el suelo (Marando 2013, p. 6). La microbiota del suelo puede
ser muy numerosa, dicha poblacion puede alcanzar entre 108 y 10° células por gramo de peso
seco, valorado microscOpicamente. Hay que tener en cuenta que s6lo han sido cultivados
aproximadamente un 10% de los organismos microscopicamente observables de la biomasa del

suelo, (Morales et al. 2011, p. 17)

1.4. Hongos

Los hongos, segln (wild 1992) representan el 70% de la poblacién microbiana y constituyen el
segundo grupo de microorganismos del suelo. Todos son eucariotas heterétrofos y se incluyen
entre las especies que necesitan nitrégeno, ya sea en forma de sales minerales o de compuestos

organicos nitrogenados, pues estan desprovistos de capacidad fijadora (Julca-Otiniano et al. 2006, pp.
49-61).

Los hongos del suelo presentan una alta heterogeneidad y diversidad. Han sido estudiados
ampliamente por su importancia en la descomposicion de tejidos vegetales y animales, por sus
diferentes funciones a nivel de la rizésfera. Son organismos que por regla general aerobios
estrictos y ademas son capaces de degradar un alto nimero de sustratos, como la lignina, celulosa,

quitina, o la queratina, entre otros (Morales et al. 2011, pp. 17-18).

Los hongos, tienen una gran capacidad metabédlica para producir una amplia variedad de
moléculas bioactivas y actualmente se utilizan para producir numerosos productos comerciales
en un mercado que se estima en miles de millones de ddlares. La comercializacion de productos
terapéuticos microbianos comenzo con el descubrimiento de la penicilina hace 70 afios (Ferrara

2006, p. 73).

Inicialmente utilizados solamente como agentes antibacterianos, estos productos han
evolucionado para los usos mas diversos, que incluyen la inhibicion de la biosintesis de colesterol
y terapias tan sofisticadas como la inmunosupresion en pacientes trasplantados (Cragg y Newman
2001, pp. 52-60). A pesar de la variedad de agentes terapéuticos derivados de hongos, esta es un area
con enorme potencial y en auge, ya que las estimaciones indican la existencia de 1,5 millones de
especies de hongos, de los cuales solamente el 5% se ha descrito y estudiado en la literatura

(Hawksworth 2001, pp. 1422-1432).



1.5. Técnicas dependientes de cultivo

Los estudios realizados en el pasado para determinar poblaciones microbianas fueron basadas en
métodos dependientes de cultivo (Doctoral 2011, p. 27). Las técnicas de microbiologia clasica eran
basadas en el aislamiento de microorganismos en medios de cultivo sintéticos (Técnicas

dependientes de cultivo) (Doctoral 2011, p. 45).

1.6. Técnicas independientes de cultivo

Entre estas técnicas moleculares se encuentra la amplificacion y posterior secuenciacion de
regiones conservadas del DNA, tales como la region ITS de hongos, que permite la
identificacion de los integrantes de la microbiota fungica (Doctoral 2011, p. 52). Estas técnicas
independientes de cultivo, se han convertido en una herramienta muy Util para estudiar la
estructura de la comunidad microbiana presente en muestras ambientales (técnicas conocidas
también como técnicas de metagendmica) prescindiendo del cultivo previo de los

microorganismos (Schabereiter-Gurtner et al. 2001, pp. 77-87).

1.7. Técnicas de Metagendmica

La metagendmica es una ciencia que surge como una rama de las ciencias gendémicas, la cual se
refiere al estudio del metagenoma (genomas e informacion genética de la totalidad de organismos
presentes en un habitat) de un nicho en particular (Riesenfeld, Goodman y Handelsman 2004, pp. 981-989).
Se han investigado metagenomas de diversos ambientes, incluyendo ecosistemas acuaticos,
minas, suelos agricolas y forestales. Al estudiar el metagenoma de un ambiente en particular, se

utilizan técnicas de biologia molecular que analizan el DNA de toda la microbiota en conjunto
(Herndndez-Leon et al. 2010, pp. 133-139).

1.7.1. Metagendmica de suelos

El suelo es probablemente uno de los ambientes méas complejos por su diversidad y complejidad
microbioldgica, (Mocali y Benedetti 2010, pp. 497-505). Entender la ecologia de los microorganismos
es otro desafio para la biologia, debido a la gran cantidad de interacciones con factores bidticos y
abidticos. Es también una excelente oportunidad para lograr un mayor entendimiento de los

aspectos evolutivos y bioldgicos de los microorganismos, asi como de sus aspectos ecoldgicos.



1.7.2. Técnicas independientes de cultivo para el estudio de la metagenémica

Hernandez, Ledn, Velazquez & Sepulveda (2010, p. 134), afirma: “Los métodos que han sido
utilizados, para medir la diversidad microbiana en suelo estan categorizados dentro de dos grupos:
las técnicas basadas en bioguimica y técnicas basadas en biologia molecular”.Dentro de las
técnicas moleculares para estudiar la diversidad se incluye la re-asociacién de ADN, hibridacion
ADN-ADN y ARNm-ADN, clonacion ADN, secuenciacion de alto rendimiento (high-troughput)
y otros métodos basados en PCR como electroforesis de gradiente denaturante (DGGE) Una de
las técnicas de hibridacién que ha estado adquiriendo mucha fuerza, dentro de los estudios de
diversidad, es el microarreglo de ADN, que se basa en la hibridacion del ADN-ADN o ADNc-

ADN para detectar e identificar especies bacterianas o para evaluar la diversidad microbiana.

Este microarreglo puede contener genes blancos especificos para proveer informacion de la
diversidad funcional o puede contener una muestra de ambientes —estandar (fragmentos con
menos del 70% de hibridacion) representando diferentes especies encontradas en la muestra

ambiental (Hernandez, Ledn, Velazquez & Sepulveda 2010, p. 134).

1.7.3. Secuenciacion de proxima generacion del ADN genémico

Las tecnologias de secuenciacion masiva incluyen una serie de pasos universales que se agrupan
en términos generales en la preparacion de bibliotecas y templado, reaccion de secuenciacion, y
analisis de datos. La combinacion Unica de protocolos especificos distingue a cada una de las
tecnologias y determina el tipo y cantidad de datos producidos de una plataforma a otra. Las
diferencias entre plataformas son notables al comparar los datos obtenidos en calidad, cantidad y

costo de la secuenciacion (Metzker 2010, pp. 31-46).

Aunque las puntuaciones de calidad y precision de las estimaciones son proporcionadas por cada
fabricante, no hay consenso establecido para determinar una “calidad minima” de las secuencias,
es decir, no se puede hacer una equivalencia entre una plataforma y otra, debido a diversas
métricas de secuenciacién utilizadas por las diferentes tecnologias. Los distintos sistemas de
secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés: Next-Generation Sequencing)
tienen en comun la alta produccion de datos, a partir de la secuenciacion masiva en paralelo en el
orden de las “Gigabases” o “Terabases”. A menudo, los instrumentos de NGS se clasifican como

tecnologias de secuenciacion de segunda y tercera generacidn (Mantilla, Torres 2019, pp. 2-4).



1.7.4. Metagendmica dirigida ITS

Para evaluar la biodiversidad de los hongos es necesario hacer primero su identificacion. En los
altimos afios el desarrollo de las herramientas moleculares ha permitido conocer la estructura,
dinamica y variabilidad genética de la poblacion de hongos. La mas util para el estudio de las
comunidades fungicas ha sido la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en

inglés) que permite identificar los microorganismos (Bruns y Gardes 1993, pp. 233-242).

Los procedimientos basados en PCR, ya sean reacciones simples o complejas (anidadas), abarcan
un vasto namero de protocolos; entre los mas empleados estan: Las regiones hipervariables del

rDNA (ITS o espacio transcrito interno) (Tovar, Casarez y Valdés 2004, pp. 267-278).

1.7.5. Caracteristicas de la region ITS

Las regiones mas divergentes de los genes ribosomales son los espacios intergénicos ITS. La
ecologia microbiana en estudios de comunidades fungicas le ha dado un uso muy frecuente a la
amplificacion de los genes ribosomales, casi exclusivamente para identificar los componentes de
la misma comunidad, a diferencia de lo que se hace en las comunidades de procariontes en las

que se utiliza tanto para identificar como para cuantificar (Tovar, Casarez y Valdés 2004, pp. 267-278).

La variabilidad en la secuenciacion observada en las 2 regiones ITS de los genes ribosomales que
separan la subunidad ribosomal pequefia 5.8 de la subunidad ribosomal grande 25S, ha sido
determinante para distinguir un hongo de otro. La mayoria de los estudios de ecologia molecular
de los hongos se ha hecho con restriccion de estas regiones que estan separadas por el gen
ribosomal 5.8S. En los hongos es de un tamafio de 650 a 900 pb e incluye al gene 5.8S. La
variabilidad interespecie del ITS1 y del ITS2, ha sido especialmente estudiada para establecer

marcadores para algunas especies de hongos (Tovar, Casarez y Valdés 2004, pp. 267-278).

1.8. Usos biotecnolégicos potenciales de microorganismos de suelos en la produccion

silvicultural y biocontrol.

Desde el punto de vista de la biotecnologia, el suelo es visto como una gran reserva de enzimas,
antibidticos y otros productos naturales por descubrir (Riesenfeld, Goodman y Handelsman 2004, pp. 981-
989). De hecho, una gran parte de drogas contra el cancer han sido descubiertas a partir de
microorganismos del suelo (Pettit 2004, pp. 1-6): por ejemplo, la bleomicina y actinomicina D, que

fueron aisladas de Streptomyces spp. y Actinomyces spp., respectivamente (Hernandez-Ledn et al.

2010, pp. 133-139).
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Desde el descubrimiento de la penicilina, el siglo XX acompafié la descubierta, el aislamiento y
la caracterizacién quimica de una amplia variedad de productos naturales a partir de hongos,

incluyendo alcaloides, terpenoides, flavonoides, &cidos fendlicos, quinonas, esteroides y otros
(Hoffmeister y Keller 2007; Tan y Zou 2001, pp. 393-416).

En relacién a biocontrol, este puede ser definido como un producto conteniendo organismos
vivos, sus metabolitos activos y/o subproductos con actividad directa en la fisiologia de la planta
y/o control de enfermedades de plantas y el suelo es una fuente de muchos hongos con capacidad

antagonista de otros fitopatdgenos (Wilson 1997, pp. 188-191).
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CAPITULO II
MARCO METODOLOGICO
2.1. Materiales y métodos
2.1.1. Caracterizacion del lugar
2.1.1.1. Localizacion
Las muestras de suelo utilizadas en la presente investigacion se recolectaron entre octubre y
diciembre del 2019, en localidades pertenecientes a la Provincia de Chimborazo (Figura 1-2). Se
obtuvieron 10 muestras de las cuales 6 correspondieron a muestras de suelos de bosques nativos,
3 a muestras de suelos de plantaciones forestales y 1 muestra de suelo alterado o en transicion,
mayores detalles de cada una de las localidades donde fueron obtenidas las muestras se encuentran

en la (Tabla 1-2). Posteriormente la extraccidn del ADN se realizé en el laboratorio ID Gen en la

ciudad de Quito y finalmente la secuenciacion se realiz6 en la empresa MACROGEN-Korea.
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2.1.1.2. Ubicacion Geografica y caracteristicas climaticas de las zonas de estudio.
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Tabla 1-2: Caracteristicas de los lugares de muestreo en la Provincia de Chimborazo

Numero de la | Codigo de ) ) ) Temperatura Humedad
muestra la muestra Lugar Latitud Altitud Longitud media (°C) relativa (%0)
1 MST 001 Chambo 9809682 | 3386 msnm 772090 28,00 80,23
2 MST 002 Machay-Guano 0831844 | 3617 msnm 768158 11,58 83,68
3 MST 003 Santa fe de Galan 0835998 | 3412 msnm 772592 19,83 82,39
4 MST 004 Puela 9788006 | 2720 msnm 733600 28,00 80,23
5 MST 005 Puela 9832627 | 2492 msnm 782262 28,00 80,26
6 MST 006 | Bosqgue de Polylepis 9830219 | 4236 msnm 735780 28,00 80,23
7 MST 007 San Juan 9827819 | 3528 msnm 744126 28,00 80,23
8 MST 008 La curia 9828232 | 3151 msnm 755042 29,00 80,23
9 MST 009 Sibambe 9763659 | 2866 msnm 739196 28,20 75,60
10 MST 010 Palmira 9774952 | 3265 msnm 752584 28,00 80,36

Fuente: https://power.larc.nasa.gov

Realizado por: Quintero Garcia, Bexy, 2021.
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2.1.2. Materiales y equipos

2.1.2.1. Materiales de campo

e Libreta de apuntes, camara fotografica, GPS, lapiz, papel adhesivo, pala, barreno, cooler,

fundas ziploc, alcohol (70%), agua destilada, balde de 5 litros, azadas, guantes.

2.1.2.2. Materiales de laboratorio

¢ Refrigeradora, congelador, kit, la secuenciacion fue de 300 bp pair end. Se us6 el kit Herculase
I1 Fusion DNA Polymerase Nextera XT Index Kit V2.

2.1.2.3. Materiales y equipos de oficina e informéticos

e Computador, Impresora, Carpetas, Hojas de Registro, Papel de impresion.

2.2. Metodologia

2.2.1. Especificaciones de muestreo

e Se realiz6 las mediciones correspondientes de altitud longitud, de cada una de las localidades

que fueron seleccionadas para el muestreo.

e El esquema de muestreo utilizado por localidad es el que est4 en la Figura 2-2.

Figura 2-2. Esquema de toma de sub muestra en diagonal
Realizado por: Quintero, B. 2021.

e Con la pala metélica previamente desinfestada con hipoclorito de sodio al 5% y agua estéril,

se retird la superficie del suelo del lugar a ser muestreado y se hizo una hendidura en forma de
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V de una profundidad aproximada de 20 cm en la superficie del suelo, posteriormente a esta
profundidad se procedio a hacer la recoleccion de la muestra.

e Enun balde previamente esterilizado se mezclaron un numero de 5 a 10 submuestras de suelo
por localidad de muestreo, y de esta mezcla se seleccioné aproximadamente 0,5 kg de suelo,
el cual fue depositado en fundas ziploc estériles de 40cm x 48cm y etiquetadas.

e Finalmente, las muestras obtenidas fueron colocadas en un cooler a una temperatura
aproximada de 8 °C, y de ahi las muestras fueron transportadas al laboratorio hasta su

procesamiento.
2.2.2. Extraccion del ADN genomico de las muestras de suelo
La extraccion de ADN gendmico fue tercerizada por la empresa IDgen Quito, la cual utilizé el kit
de extraccién Herculase Il Fusion DNA Polymerase Nextera XT y el protocolo recomendado por
la empresa detallado en el ANEXO C.

2.2.3. Preparacion de librerias y secuenciamiento

Para la preparacion de librerias se utilizé el protocolo ITS Metagenomic Sequencing Library

Preparation Part # 15044223 Rev. B. los primers utilizados para la obtencién de los amplicones

fueron los: ITS 3F-4R (3F GCATCGATGAAGAACGCAGC; 4R
TCCTCCGCTTATTGATATGC) con extremos cohesivos P5-P7 (P5
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG; P7

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG) para la adicion de primers y codigos
de barras de Nextera. La plataforma utilizada para el secuenciamiento fue lllumina MiSeq, la
secuenciacion fue de 300 pares de bases (bp) pair end, y fue realizada en la empresa Macrogen

Korea.

2.2.4. Procesamiento de secuencias brutas y analisis

Todas las secuencias fueron demultiplexadas utilizando el software CASAVA (Consensus
Assessment of Sequence and Variation) version 1.8.2. Se realiz6 un procesamiento adicional de
la secuencia utilizando Mothur versién 1.39.5. Brevemente, las secuencias de extremos
emparejados se combinaron en contigs y se eliminaron las secuencias de mala calidad. Las
secuencias de hongos no se alinearon con una base de datos debido a la frecuencia de inserciones
y deleciones en ITS, y en su lugar se realiz6 una alineacion de novo dentro del conjunto de datos.

Las secuencias se agruparon previamente para disminuir el error de secuenciacion y se realizaron
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la deteccidn y eliminacién de quimeras. Finalmente, las secuencias flngicas se clasificaron
utilizando la base de datos UNITE-ITS. Todas las secuencias se agruparon en 97% de unidades
taxondmicas operativas (OTU) mediante distancias por pares sin corregir y agrupacion de vecinos
mas lejanos. La cobertura fue evaluada por la cobertura de Good calculada en Mothur. Todos los
analisis estadisticos se realizaron en R v4.1.0 (R Development Core Team, 2017) utilizando
paquetes vegan v2.4-1 (Noetzli et al., 2007), phyloseq v1.19.1 (McMurdie & Holmes, 2013),
ggplot2 v2. 2.1 (Bodenhofer et al., 2011) e INEXT v2.0.12 (Hsieh et al., 2016). Los nimeros de
Hills (q = 0, riqueza de especies, q = 1, diversidad de Shanon yq = 2, diversidad de Simpson) se
utilizaron para estimar la diversidad de especies y construir las curvas de rarefaccion de
extrapolacién / interpolacion. La riqueza de especies, la diversidad de Shannon y la diversidad de
Simpson se utilizaron para evaluar la diversidad de hongos en las muestras recolectadas. La
diversidad a se resumio por tipo de bosque y/o lugar. Con el fin de estudiar la estructura de la
comunidad, se calcul6 la métrica de distancia de Bray-Curtis para determinar la diversidad B y las
matrices de disimilitud resultantes se utilizaron para evaluar la agrupacién de las comunidades
por tipo de bosque, utilizando el analisis de ordenacion como analisis de coordenadas principales
(PCoA).

2.2.5. Tratamientos

Tabla 2-2: Tratamiento de estudio.

TRATAMIENTO | TIPO DE BOSQUE | CODIGO LUGAR
1 Bosque nativo MST 001 CHAMBO- LA MATRIZ- LLUCUD
2 Bosque nativo MST 002 MACHAY- GUANO
3 Bosque nativo MST 003 SANTA FE DE GALAN
4 Bosque nativo MST 004 PENIPE - PUEBLA
5 Suelo alterado MST 005 PENIPE - PUEBLA
6 Bosque nativo MST 006 VIA GUARANDA
7 Plantacion forestal MST 007 SAN JUAN
8 Plantacion forestal MST 008 LA CURIA
9 Bosque nativo MST 009 SIBAMBE - ALAUSI
10 Plantacién forestal MST 010 GUAMOTE - PALMIRA

Realizado por: Quintero Garcia, Bexy, 2021.
2.2.5.1. Factores de estudio

Los factores en estudio se constituyeron los tipos de bosque y los lugares de muestreo.

2.2.6. Tipos de analisis estadisticos utilizados en este estudio

Se utilizé una estadistica descriptiva y multivariada de tipo no paramétrica para el analisis de

informacion. Todos los analisis fueron realizados en el programa R version 4.0.

17



CAPITULO 11l

RESULADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados de la secuenciacion

La secuenciacion del microbioma fungico de los suelos de bosques nativos y plantaciones
forestales utilizando la porcion ITS1 de la region del espaciador transcrito interno (ITS) del
cistron de ARNr generd 136 479,6 secuencias, con un promedio de 136 479,6 secuencias por
muestra, de las cuales 816 342 secuencias pertenecieron a bosques nativos, con un promedio de
136 057 por muestra de suelo de bosque nativo. Por otro lado, de los suelos de plantaciones
forestales se obtuvieron 412 796 secuencias con un promedio de 137 598,667 numeros de
secuencias de suelos de plantaciones forestales. Finalmente, del suelo alterado fueron obtenidas

135 658 secuencias.

El procesamiento de secuencias flngicas en el programa Mothur gener6 15.537 secuencias
abundantes y 1.432 secuencias raras. La longitud de la mayoria de las secuencias vari6 de 300 a
602 pares de bases y el parametro de cobertura de Good para la mayoria de ellas fue 1.0. La
clasificacion de las secuencias brutas obtenidas se logré utilizando la base de datos de referencia
de la comunidad Unite y asumiendo un porcentaje de identidad del 97% agrupando a la secuencia

de alta calidad en 6378 unidades taxonémicas operativas (OTUS).

3.1.1. Principales grupos de hongos asociados a suelos de ecosistemas de bosques nativos y

plantaciones forestales

3.1.1.1. Abundancia relativa a nivel de filo, clase, orden, familia y género en relacion al tipo de

suelo de bosques nativos y plantaciones forestales.

La composicién microbiana a nivel de filo que se observa en el Gréfico 1-3 de abundancia relativa,
nos mostré que existen diferentes perfiles de composicién fangica en suelos de bosques nativos,
plantaciones forestales y suelo en transicion.

En el caso de los suelos de plantaciones exéticas se encontraron tres diferentes filos: Ascomycota
con un 63%, Basidiomycota con un 31%, Mortierellomycota con un 2% y un porcentaje de 4%

de hongos descponocidos.

En el caso de los suelos de bosques nativos se encontraron cinco diferentes filos: Ascomycota

38%, Mortierellomycota 25%, Basidiomycota 22%, Glomeromycota 1%, Rosellomycota 1% vy
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dos pequefias partes que no se consiguieron clasificar a nivel de filo (Fungi_unclassified 10%,
Unclassified_Fungi 3%).

En el caso de los suelos de transicion se encontraron tres diferentes filos: Ascomycota con un
79.5%, Mortierellomycota con un 9.5%, Basidiomycota con un 6%, y un 5 % de hongos

desconocidos que no se consiguid clasificar a nivel de filo.
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Gréfico 1-3. Abundancia relativa a nivel de filo de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la Provincia de Chimborazo
Realizado por: Bexy Q. 2021
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La composicion microbiana a nivel de clase que se observa en el Grafico 2-3 de abundancia
relativa, nos mostrd que existen diferentes perfiles de composicion fungica en suelos de bosques

nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En el caso de los suelos de plantaciones exoticas se encontraron seis diferentes clases:
Agaricomycetes con un 32%, Leotiomycetes con un 28%, Eurotiomycetes con un 23%,
Sordariomycetes con un 7%, Dothideomycetes con un 3%, Mortierellomycetes con un 2% y dos
perfiles que no se consiguidé clasificar a nivel de clase (Fungi_unclassified 3%,

Ascomycota_unclassified 2%).

En el caso de los suelos de bosque nativo se encontraron siete diferentes clases: Agaricomycetes
con un 20%, Mortierellomycetes con un 29%, Sordariomycetes con un 8%, Leotiomycetes con
un 6%, Eurotiomycetes con un 5%, Geoglossomycetes con un 5%, Dothideomycetes con un 4%
y cuatro perfiles que no se consiguieron clasificar a nivel de clase (Fungi_unclassified 10%,

Ascomycota_unclassified 8%, Basidiomycota_unclassified 3%, unclasified_fungi 2%).
En el caso de los suelos de transicion se encontraron cinco diferentes clases Dothideomycetes con

un 38%, Eurotiomycetes con un 8%, Leotiomycetes con un 8%, Mortierellomycetes con un 11%

y Sordariomycetes con un 35%.
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Gréfico 2-3. Abundancia relativa a nivel de clase de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la Provincia de Chimborazo.
Realizado por: Bexy Q. 2021
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La composicién microbiana a nivel de orden que se observa en el Grafico 3-3 de abundancia
relativa, nos mostrd que existen diferentes perfiles de composicion fungica en suelos de bosques

nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En el caso de los suelos de plantaciones exdticas se encontraron ocho diferentes ordenes de
hongos: Helotiales con un 22.5%, Eurotiales con un 22%, Boletales con un 14%, Agaricales con
un 11%, Hypocreales con un 5%, Hysterangiales con un 5%, Mortierellales con un 2.5%,
Chaetothyriales con un 2.5% y tres partes que no se consiguieron clasificar (Leotiomycetes no
clasificados 6%, Hongos no clasificasdos 4% y hongos del filo Ascomycota no clasificados
2.5%).

En los suelos de bosque nativo se encontraron nueve diferentes drdenes: Mortierellales con un
34%, Agaricales con un 17%, Chaetothyriales con un 2.5%, Eurotiales con un 2.5%, Helotiales
conun 6%, Geoglossales con un 5%, Hypocreales con un 5%, Pleosporales con un 2.5% y cuatro
pequefias partes que no se consiguieron clasificar (hongos no clasificados a nivel de reino 11%, ,
hongos no clasificados a nivel de clase 2.5 %, hongos del filo Ascomycota no clasificados 9%,

hongos del filo Basidiomycota no clasificados 3%).
En los suelos de transicion se encontraron cuatro diferentes 6rdenes: Pleosporales con u n 42 %,

Hypocreales con un 22 %, Mortierellales 16 %, Helotiales con un 10%, y un grupo gue no se

consiguio clasificar a nivel de orden (hongos de la clase Sordariomycetes con un 10 %).
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Gréfico 3-3. Abundancia relativa a nivel de orden de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales de la Provincia de Chimborazo
Realizado por: Bexy Q. 2021
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La composicion microbiana a nivel de familia que se observa en el Grafico 4-3 de abundancia
relativa, nos mostrd que existen diferentes perfiles de composicion fungica en suelos de bosques

nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En los suelos de plantaciones exdticas se encontraron ocho diferentes familias: Aspergillacea con
un 21%, Myxotrichaceae con un 20 %, Hymenogastraceae con un 13 %, Suillaceae con un 9 %,
Rhizopogonaceae con un 5 %, Trichocomaceae con un 4 %, Helotiales_fam_Incertae_sedis con
un 4.5 %, Mortierellaceae con un 3.5 % y cuatro pequefias partes que no se consiguio clasificar
(Leotiomycetes_unclassified con un 7 9%, Fungi_unclassified con un 4.5 %,

Hysterangiales_unclassified con un 5.5 %, Ascomycota_unclassified con un 3 %).

En los suelos de bosque nativo se encontraron siete diferentes familias: Mortierellaceae con un
42 %, Clavariaceae con un 7 %, Geoglossaceae con un 7 %, Agaricaceae con un 3%,
Aspergillacea con un 2.5 %, Hygrophoraceae con un 2 %, Herpotrichiellaceae con un 1.5 %, y
cinco partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified con un 15 %,
Ascomycota_unclassified con un 11.5 %, Basidiomycota_unclassified con un 4.5 %,

unclassified_Fungi con un2.5 %, Pleosporales_unclassified con un 1.5 %).
En los suelos de transicion se encontraron tres diferentes familias: Didymellaceae con un 50%,

Mortierellaceae con un 19.5 %, Nectriaceae con un 17.5 % y una pequefia parte que no se

consiguio clasificar (Sordariomycetes_unclassified con un 13 %).
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Gréfico 4-3. Abundancia relativa a nivel de familia de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la provincia de Chimborazo.
Realizado por: Bexy Q. 2021
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La composicién microbiana a nivel de género que se observa en el Gréfico 5-3 de abundancia
relativa, nos mostrd que existen diferentes perfiles de composicion fungica en suelos de bosques

nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En los suelos de plantaciones exoticas se encontraron ocho diferentes géneros: Penicillium con
un 21 %, Oidiodendron con un 20 %, Hebeloma con un 13 %, Suillus con un 10 %, Rhizopogon
con un 5 %, Chalara con un 4 %, Sagenomella con un 3 %, Mortierella con un 3 % Yy cuatro
pequefias partes que no se consiguid clasificar (Leotiomycetes unclassified con un 7 %,
Fungi_unclassified con un 5 %, Hysteriangiales_unclassified con un 6 %,

Ascomycota_unclassified con un 3 %).

En los suelos de bosque nativo se encontraron siete diferentes géneros: Mortierella con un 44 %,
Clavulinopsis con un 5 %, Glutinoglossum con un 4 %, Leucoagaricus con un 2 %, Geoglossum
con un2 %, Rhizopogon con un 2 %, Agaricus con un 1.5 % y seis pequefias partes que no se
consiguieron (Fungi unclassified con un 15 %, Ascomycota_unclassified con un 13 %,
Basidiomycota_unclassified con un 5%, unclassified Fungi con un 3 %,

Pleosporales_unclassified con un 2 %, Clavariaceae_unclassifies con un 1.5 %).
En los suelos de transicion se encontrd un género: Mortierella con un 24 % y dos que no se

consiguieron clasificar (Didymellaceae_unclassified con un 60 %, Sordariomycetes_unclassified

con un 16 %).
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Gréfico 5-3. Abundancia relativa a nivel de género de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la Provincia de Chimborazo.
Realizado por: Bexy Q. 2021
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3.1.1.2. Abundancia relativa a nivel de filo, clase, orden, familia y género en relacién a los

lugares de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales.

La composicién microbiana a nivel de filo que se observa en el Gréfico 6-3 de abundancia relativa,
nos mostrd que existen diferentes perfiles de composicion fungica en los lugares de suelos de

bosques nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En el caso de la Reserva de Produccién Faunistica de Chimborazo se encontraron tres diferentes
filos (Basidiomycota 39 %, Ascomycota 33 %, Mortierellomycota 15 %) y dos partes que no se

consiguieron clasificar (Unclassified_Fungi 10 %, Fungi_unclassified 3 %).

En el caso del Bosque Leonan de Llucud ubicado en el canton Chambo se encontraron tres
diferentes filos (Mortierellomycota 50 %, Basidiomycota 28,5 % y Ascomycota 18 %) y una
pequefia parte que no se consiguié clasificar con un porcentaje de 3,5 % (Fungi_unclassified).

En el caso del bosque de Polylepis de Machay ubicado en el cantén Guano se encontraron cuatro
diferentes filos (Mortierellomycota 31 %, Ascomycota 29 %, Basidiomycota 16 % vy
Glomeromycota 4 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 16,5 %
y Unclassified_Fungi 3,5 %).

En el caso de la Plantacion forestal de pino ubicada en Palmira se encontraron dos diferentes filos

(Basidiomycota 50 % y Ascomycota 50 %).

En el caso del Bosque nativo de la Hacienda Tocche, ubicado en Puela cantdn Penipe, se
encontraron tres diferentes filos (Ascomycota 44 %, Basidiomycota 21 %, Mortierellomycota
15,5 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 16,5 % vy
Unclassified_Fungi 3 %).

En el caso del suelo en transicion ubicado en Puela cantdn Penipe se encontraron tres diferentes
filos (Ascomycota 79 %, Mortierellomycota 9,5 % y Basidiomycota 6,5 %) y una parte que no se

consiguio clasificar con un porcentaje de 5 % (Fungi unclassified).
En el caso de la plantacion forestal de pino ubicada en San Juan se encontraron tres diferentes

filos (Ascomycota 66 %, Basidiomycota 23 % y Mortierellomycota 6 %) y una parte que no se

consiguio clasificar con un porcentaje de 5 % (Fungi unclassified).
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En el caso de la plantacion forestal de eucalipto de La Curia ubicada en San Andrés se encontraron
dos diferentes filos (Ascomycota 71 % y Basidiomycota 21 %) y una pequefia parte que no se

consiguid clasificar con un porcentaje de 8 % (Fungi_unclassified).

En el caso del bosque nativo ubicado en Sibambe canton Alausi se encontraron tres diferentes
filos (Ascomycota 72 %, Basidiomycota 13 % y Mortierellomycota 8 %) y una parte que no se

consiguio clasificar (Fungi unclassified 7 %).
En el caso del Bosque nativo de Santa fe de Galan se encontraron cuatro diferentes filos

ortierellomycota 34,5 %, Ascomycota 0, Basidiomycota 0 y Rozellomycota 5,5 %) y
(Mortierell 34,5 %, A 32 %, Basidi 15 % y Rozell 5,5 %)

una pequefia parte que no se consiguié clasificar (Fungi unclassified 13 %).
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Grafico 6-3. Abundancia relativa a nivel de filo de los lugares de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la Provincia de Chimborazo.
Realizado por: Bexy Q. 2021
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La composicion microbiana a nivel de clase que se observa en el Grafico 7-3 de abundancia
relativa, nos mostré que existen diferentes perfiles de composicién flngica en los lugares de

suelos de bosques nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En el caso de la Reserva de Producciéon Faunistica de Chimborazo se encontraron cuatro
diferentes clases (Agaricomycetes 39,5 %, Mortierellomycetes 17 %, Leotiomycetes 11 % y
Eurotiomycetes 8 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Ascomycota_unclassified
13,5 % y unclassified_Fungi 11 %).

En el caso del Bosque Leonan de Llucud Chambo se encontraron dos diferentes clases
(Mortierellomycetes 59,5 % y Agaricomycetes 22 %) y dos partes que no se consiguieron

clasificar (Basidiomycota_unclassified 11 % y Ascomycota_unclassified 7,5 %).

En el caso del bosque de Polylepis Machay Guano se encontraron cuatro diferentes clases
(Mortierellomycetes 36,5 %, Sordariomycetes 12 %, Leotiomycetes 8,5 % y Agaricomycetes 7,5
%) y tres partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 20 %,

Ascomycota_unclassified 8 % y Basidiomycota_unclassified 7,5 %).

En el caso de la Plantacion forestal de pino ubicada en Palmira se encontraron tres diferentes

clases (Agaricomycetes 56 %, Eurotiomycetes 22 % y Leotiomycetes 22 %).

En el caso del Bosque nativo de la Hacienda Tocche, ubicado en Puela cantdn Penipe, se
encontraron cinco diferentes clases (Agaricomycetes 21,5 %, Mortierellomycetes 18 %,
Sordariomycetes 15,5 %, Dothideomycetes 12 % y Eurotiomycetes 6,5 %) y dos partes que no se

consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 19 % y Ascomycota_unclassified 7,5 %).

En el caso del suelo en transicion ubicado en Puela canton Penipe se encontraron cinco diferentes
phylos (Dothideomycetes 7,5 %, Sordariomycetes 34 %, Mortierellomycetes 11 %,

Eurotiomycetes 9 % y Leotiomycetes 8,5 %).

En el caso de la plantacion forestal de pino ubicada en San Juan se encontraron seis diferentes
clases (Leotiomycetes 33 %, Eurotiomycetes 24 %, Agaricomycetes 21 %, Sordariomycetes 8,5
%, Mortierellomycetes 7 % y Dothideomycetes 6,5 %).

En el caso de la plantacion forestal de eucalipto de La Curia ubicada en San Andrés se encontraron

cuatro diferentes clases (Leotiomycetes 29 %, Eurotiomycetes 23 %, Agaricomycetes 20 % y

32



Sordariomycetes 13 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 9 % y

Ascomycota_unclassified 6 %).

En el caso del bosque nativo ubicado en Sibambe canton Alausi se encontraron siete diferentes
phylos (Geoglossomycetes 16 %, Eurotiomycetes 16 %, Sordariomycetes 14,5 %,
Agaricomycetes 11 %, Leotiomycetes 9 %, Mortierellomycetes 8 % y Dothideomycetes 7,5 %) y
dos porcentajes que no se consiguieron clasificar (Ascomycota unclassified 11 % vy

Fungi_unclassified 7 %).

En el caso del Bosque nativo de Santa fe de Galan se encontraron cinco diferentes phylos
(Mortierellomycetes 40 %, Agaricomycetes 16 %, Geoglossomycetes 11 %, Sordariomycetes
105 % y Leotiomycetes 6,5 %) y una pequefia parte que no se consiguio clasificar

(Fungi_unclassified 16 %).
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Gréfico 7-3. Abundancia relativa a nivel de clase de los lugares de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la Provincia de Chimborazo.
Realizado por: Bexy Q. 2021
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La composicién microbiana a nivel de orden que se observa en el Grafico 8-3 de abundancia
relativa, nos mostré que existen diferentes perfiles de composicién flngica en los lugares de

suelos de bosques nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En el caso de la Reserva de Produccion Faunistica de Chimborazo se encontraron cuatro
diferentes érdenes (Agaricales 38 %, Mortierellales 18 %, Helotiales 10 % y Chaetothyriales 7
%) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Ascomycota_unclassified 14,5 % y

unclassified_Fungi 12,5 %).

En el caso del Bosque Leonan de Llucud ubicado en el cantdon Chambo se encontraron dos
diferentes érdenes (Mortierellales 64 % y Agaricales 8 %) y dos partes que no se consiguieron

clasificar (Basidiomycota_unclassified 11,5 % y Ascomycota_unclassified 8,5 %).

En el caso del bosque de Polylepis de Machay ubicado en el canton Guano se encontraron dos
ordenes (Mortierellales 46 % y Helotiales 9 %) y tres partes que no se consiguieron clasificar
(Fungi_unclassified 25 %, Ascomycota_unclassified 10,5 % y Basidiomycota_unclassified
9,5%).

En el caso de la plantacion forestal de pino ubicada en Palmira se encontraron cuatro diferentes
Ordenes (Agaricales 31 %, Eurotiales 23 %, Boletales 24,5 % y Helotiales 8 %) y una parte que

no se consiguio clasificar (Leotiomycetes_unclassified 16 %).

En el caso del Bosque nativo de la Hacienda Tocche, ubicado en Puela cantdon Penipe, se
encontraron cuatro diferentes érdenes (Mortierellales 23 % y Agaricales 20 %, Pleosporales 12
% e Hypocreales 11,5 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified

24,5%, Ascomycota_unclassified 9 %).

En el caso del suelo en transicion ubicado en Puela canton Penipe se encontraron cuatro diferentes
ordenes (Pleosporales 43 %, Hypocreales 22 %, Motierellales 15 % y Helotiales 10 %) y una parte

gue no se consiguid clasificar (Sordariomycetes_unclassified 10 %).
En el caso de la plantacion forestal de pino ubicada en San Juan se encontraron cinco diferentes

ordenes (Helotiales 37,5 %, Eurotiales 22 %, Boletales 16 %, Hypocreales 8 % y Chaetothyriales

7,5 %) y una parte que no se consiguio clasificar (Ascomycota_unclassified 9 %).
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En el caso de la plantacion forestal de eucalipto de La Curia ubicada en San Andrés se encontraron
cuatro diferentes érdenes (Helotiales 35 %, Eurotiales 21 %, Hysterangiales 15,5 % y Hypocreales
8,5 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 12 % vy

Ascomycota_unclassified 8 %).

En el caso del bosque nativo ubicado en Sibambe canton Alausi se encontraron siete diferentes
ordenes (Geoglossales 20 %, Eurotiales 12 %, Helotiales 11 %, Hypocreales 10 %, Mortierellales
10 %, Chaetothyriales 8 % y Agaricales 7 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar

(Ascomycota_unclassified 14 % y Fungi_unclassified 8 %).
En el caso del Bosgue nativo de Santa fe de Galan se encontraron cuatro diferentes érdenes

(Agaricales 14%, Geoglossales 12 %, Hypocreales 9 % y Helotiales 6,5 %) y dos partes que no
se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 42 % y Fungi_unclassified 16,5 %).
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Gréfico 8-3. Abundancia relativa a nivel de orden de los lugares de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la Provincia de Chimborazo.
Realizado por: Bexy Q. 2021
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La composicion microbiana a nivel de familia que se observa en el Grafico 9-3 de abundancia
relativa, nos mostrd que existen diferentes perfiles de composicién fungica en los lugares de

suelos de bosques nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En el caso de la Reserva de Produccion Faunistica de Chimborazo se encontraron tres diferentes
familias (Clavariaceae 30 %, Mortierellaceae 24,5 % e Higrophoraceae 11 %) y dos partes que

no se consiguieron clasificar (Ascomycota_unclassified 19 % y unclassified_Fungi 15,5 %).

En el caso del Bosque Leonan de Llucud ubicado en el canton Chambo se encontraron dos
diferentes familias (Mortierellaceae 70 % y Agaricaceae 8 %) y dos partes que no se consiguieron
clasificar con un porcentaje de (Basidiomycota_unclassified 13 % y Ascomycota_unclassified
9%).

En el caso del bosque de Polylepis de Machay ubicado en el cantén Guano se encontré una familia
(Mortierellaceae 51 %) y tres partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 27 %,

Basidiomycota_unclassified 11 % y Ascomycota_unclassified 11 %).

En el caso de la plantacion forestal de pino ubicada en Palmira se encontraron tres diferentes
familias (Hymenogastraceae 33,5 %, Suillaceae 24,5 % y Aspergillaceae 24,5 %) y una parte que

no se consiguio clasificar (Leotiomycetes_unclassified 17,5 %).

En el caso del Bosque nativo de la Hacienda Tocche, ubicado en Puela cantdn Penipe, se
encontraron dos diferentes familias (Mortierellaceae 31 % y Agaricaceae 11 %) y tres partes que
no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 33 %, Ascomycota_unclassified 13 % y

Pleosporales_unclassified 12 %).

En el caso del suelo en transicion ubicado en Puela canton Penipe se encontraron tres diferentes
familias (Didymellaceae 50 %, Mortierellaceae 20 % y Nectriaceae 17 %) y una parte que no se

consiguio clasificar (Sordariomycetes_unclassified 13 %).

En el caso de la plantacion forestal de pino ubicada en San Juan se encontraron cinco diferentes
familias (Aspergillaceae 29 %, Myxotrichaceae 26 %, Rhizopogonaceae 17 %,

Helotiales_fam_Incertae_sedis 16 % y Mortierellaceae 12 %).

En el caso de la plantacion forestal de eucalipto de La Curia ubicada en San Andrés se encontraron

tres diferentes familias (Myxotrichaceae 38 %, Trichocomaceae 13 % y Aspergillaceae 10 %) y
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tres partes que no se consiguieron clasificar (Hysterangiales_unclassified 16 %,

Fungi_unclassified 14 % y Ascomycota_unclassified 9 %).

En el caso del bosque nativo ubicado en Sibambe cantdn Alausi se encontraron cuatro diferentes
familias (Geoglossaceae 28 %, Aspergillaceae 17 %, Mortierellaceae 14 % y Herpotrichlellaceae
10 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Ascomycota_unclassified 19 % y
Fungi_unclassified 12 %).

En el caso del Bosque nativo de Santa fe de Galan se encontraron tres diferentes familias

(Mortierellaceae 54 %, Geoglossaceae 15 % y Clavariaceae 10 %) y una parte que no se consiguio

clasificar (Fungi_unclassified 21 %).
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Gréfico 9-3. Abundancia relativa a nivel de familia de los lugares de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la Provincia de Chimborazo
Realizado por: Bexy Q. 2021
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La composicion microbiana a nivel de género que se observa en el Grafico 10-3 de abundancia
relativa, nos mostré que existen diferentes perfiles de composicién flngica en los lugares de

suelos de bosques nativos, plantaciones forestales y suelo en transicion.

En el caso de la Reserva de Produccién Faunistica de Chimborazo se encontraron dos diferentes
géneros (Clavulinopsis 29,5 % y Mortierella 29 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar

(Ascomycota_unclassified 22,5 % y unclassified_ Fungi 19 %).

En el caso del Bosque Leonan de Llucud Chambo se encontraron dos diferentes géneros
(Mortierella 70 % y Leucoagaricus 8 %) y dos partes que no se consiguid clasificar con un

porcentaje de (Basidiomycota_unclassified 13 % y Ascomycota_unclassified 9 %).

En el caso del bosque de Polylepis de Machay ubicado en el cantén Guano se encontr6 un género
(Mortierella 50,5 %) y tres partes que no se consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 27,5 %,

Basidiomycota_unclassified 11,5 % y Ascomycota_unclassified 10,5 %).

En el caso de la plantacion forestal de pino ubicada en Palmira se encontraron tres diferentes
géneros (Hebeloma 33,5 %, Penicillium 24,5 % y Suilus 24,5 %) y una parte que no se consiguioé

clasificar (Leotiomycetes_unclassified 17,5 %).

En el caso del Bosque nativo de la Hacienda Tocche, ubicado en Puela canton Penipe, se
encontraron dos diferentes géneros (Mortierella 31% y Agaricus 11 %) y tres partes que no se
consiguieron clasificar (Fungi_unclassified 33 %, Ascomycota_unclassified 13 % vy

Pleosporales_unclassified 12 %).

En el caso del suelo en transicién ubicado en Puela canton Penipe se encontré un género
(Mortierella 24 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar (Didymellaceae_unclassified

60% y Sordariomycetes_unclassified 16 %).
En el caso de la plantacion forestal de pino ubicada en San Juan se encontraron cinco géneros
(Penicillium 30 %, Oidiodendron 26,5 %, Rhizopogon 17 %, Chalara 14,5 % y Mortierella 12

%).

En el caso de la plantacion forestal de eucalipto de La Curia ubicada en San Andrés se encontraron

tres diferentes géneros (Oidiodendron 38 %, Sagenomella 11 % y Penicillium 10 %) y tres partes
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gue no se consiguieron clasificar (Hysterangiales_unclassified 17 %, Fungi_unclassified 14 %y

Ascomycota_unclassified 10 %).

En el caso del bosque nativo ubicado en Sibambe cantdn Alausi se encontraron tres diferentes
géneros (Glutinoglossum 27,5 %, Penicillium 19 %, Mortierella 16,5 %) y dos partes que no se

consiguieron clasificar (Ascomycota_unclassified 23 % y Fungi_unclassified 14 %).
En el caso del Bosque nativo de Santa fe de Galan se encontraron dos diferentes géneros

(Mortierella 56 % y Geoglossum 13 %) y dos partes que no se consiguieron clasificar

(Fungi_unclassified 22 % y Clavariaceae_unclassified 9 %).
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Grafico 10-3. Abundancia relativa a nivel de género de los lugares de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la Provincia de Chimborazo.

Realizado por: Bexy Q. 2021
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3.1.2. Diversidad de la microbiota fangica en diferentes suelos de bosques nativos y
plantaciones forestales.

El suelo que presentd mayor indice de riqueza fue el suelo de Santa Fe de Galan, que correspondio
a varias especies de bosque nativo, con un indice de riqueza de 3120,01. Por otro lado el suelo
que presentd el menor indice de riqueza fue el suelo de Penipe Puela 2 con un valor de 1104,18,
este suelo correspondia a un suelo de transicion (Tabla 1-3). Cabe recalcar que, en la mayor parte
de suelos de bosques nativos, Machay Guano, Chambo La_Matriz y Penipe Puela 1 se evidencid
mayor riqueza fangica con indices de riqueza 2604,16, 2209, 2104,82 en comparacion a todos los
suelos colectados de las plantaciones forestales (La curia, San Juan y Guamote Palmira, con
indices de riqueza 1518.27, 1292,11, 1251,07) (Grafico 11-3).

Tabla 1-3: indice de riqueza de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la provincia

de Chimborazo.

. Intervalo de | Intervalo de
Indice de
LUGAR TIPO . confianza confianza
riqueza o .
inferior superior
SANTA_DE_GALAN NATIVO 3120,01 2099,51 4888,91
MACHAY_GUANO NATIVO 2604,16 2027,16 3504,64
CHAMBO_LA_MATRIZ NATIVO 2209,12 1902,98 2631,82
PENIPE_PUELA 1 NATIVO 2104,82 1998,84 2250,38
SIBAMBE_ALAUSI NATIVO 1590,59 1302,80 2073,36
LA_CURIA PLANTACION FORESTAL | 1518,27 1157,56 2156,09
RESERVA_FAUNISTICA NATIVO 1504,90 1245,29 1909,36
SAN_JUAN PLANTACION FORESTAL | 1292,11 1202,28 1419,78
GUAMOTE_PALMIRA PLANTACION FORESTAL | 1251,07 1081,59 1489,66
PENIPE_PUELA 2 TRANSICION 1104,18 923,34 1406,44

Realizado por: Quintero Garcia, Bexy, 2021.
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Gréfico 11-3. indice de riqueza de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la provincia de Chimborazo.

Realizado por: Bexy Q. 2021
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El suelo que presentd mayor indice de Shannon fue el suelo de Machay Guano, que corresponde
a varias especies de bosque nativo, con un indice de Shannon de 199,62. Por otro lado el suelo
que presento el menor indice fue el suelo de Guamote Palmira con un valor de 17,93, este suelo
correspondia a un suelo de plantacion forestal con especies de Pino (Tabla 2-3). Cabe recalcar
que, en la mayor parte de suelos de bosques nativos, Penipe Puela 1, Sibambe Alausi y Santa fe
de Galan se evidenci6 mayor riqueza flngica con indices de 155,20, 116,79, 81,52 en
comparacién a todos los suelos colectados de plantaciones forestales, San Juan y La curia, con
indices de 62,27 y 40,14 (Grafico 12-3).

Tabla 2-3: Diversidad de Shannon de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la

provincia de Chimborazo.

Indice
Intervalo Intervalo
LUGAR TIPO de . ) .
inferior superior
Shannon

MACHAY_GUANO NATIVO 199,62 197,66 201,58
PENIPE_PUELA 1 NATIVO 155,20 153,56 157,27
SIBAMBE_ALAUSI NATIVO 116,79 116,15 118,04
SANTA DE_GALAN NATIVO 81,52 80,69 82,48
PENIPE_PUELA 2 TRANSICION 68,08 67,77 68,92
CHAMBO_LA MATRIZ NATIVO 64,78 64,09 65,69
SAN_JUAN PLANTACION FORESTAL 62,27 61,91 62,91
RESERVA_FAUNISTICA NATIVO 55,59 55,22 56,19
LA _CURIA PLANTACION FORESTAL 40,14 39,93 40,62
GUAMOTE_PALMIRA PLANTACION FORESTAL 17,93 17,81 18,13

Realizado por: Quintero Garcia, Bexy, 2021.

46



200- —

LUGAR

CHAMBO_LA_MATRIZ

GUAMOTE_PALMIRA,
& L4_CURIA
MACHAY_GUANOD
PENIPE_PUELA_1
PENIPE_PUELA_Z
RESERVA_FAUNISTICA
SAN_JUAN
1007 SANTA_DE_GALAN

SIBAMBE_ALAUSI

140-

*ee

Estimator

—i— TIPC

—— ® nATIVO
A PLANTACION FORESTAL
B TRaMSICION

50-

Gréfico 12-3. indice de Shannon de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales de la Provincia de Chimborazo

Realizado por: Bexy Q. 2021.
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El suelo que presentd mayor indice de Simpson fue el suelo de Machay Guano, que corresponde
a varias especies de bosque nativo, con un indice de Simpson de 80,26. Por otro lado el suelo que
presentd el menor indice fue el suelo de Guamote Palmira con un valor de 8,48, este suelo
correspondia a un suelo de plantacion forestal con especies de Pino (Tabla 3-3). Cabe recalcar
que, en la mayor parte de suelos de bosques nativos, Penipe_Puela_1, Sibambe Alausi y Santa fe
de Galan se evidencié mayor riqueza fungica con indices de 37,55; 35,89; 28,00 en comparacion
a los suelos colectados de plantaciones forestales, San Juan y La curia, con indices de 26,80 y
13,34 y a suelos de transicion Penipe_Puela_2 con indice de 15,40 (Gréfico 13-3).

Tabla 3-3: Diversidad de Simpson de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales de la

provincia de Chimborazo.

Indice
Intervalo Intervalo
LUGAR TIPO De o .
. inferior superior
Simpson
MACHAY_GUANO NATIVO 80,26 80,19 81,54
PENIPE_PUELA_1 NATIVO 37,55 37,53 38,18
SIBAMBE_ALAUSI NATIVO 35,89 35,88 36,47
SANTA_DE_GALAN NATIVO 28,00 27,99 28,39
SAN_JUAN PLANTACION FORESTAL 26,80 26,79 27,03
RESERVA_FAUNISTICA NATIVO 19,76 19,76 20,03
CHAMBO_LA_MATRIZ NATIVO 19,75 19,75 19,99
PENIPE_PUELA 2 TRANSICION 15,40 15,40 15,67
LA_CURIA PLANTACION FORESTAL 13,34 13,34 13,51
GUAMOTE_PALMIRA PLANTACION FORESTAL 8,48 8,48 8,56

Realizado por: Quintero Garcia, Bexy, 2021
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Gréfico 13-3. indice de Simpson de suelos de bosques nativos y plantaciones forestales en la provincia de Chimborazo.
Realizado por: Bexy Q. 2021
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3.1.3. Estructuracidn de las comunidades flingicas basado en la naturaleza del bosque

En el Grafico 14-3 se puede observar 3 principales grupos, el primero que se conforma de tres
bosques nativos (Santa Fe de Galan, Machay Guano, y Chambo), otro que estd agrupado de
plantaciones forestales (San Juan, San Andres y Palmira), y otro en la cual se encuentran suelos

en transicién y 2 bosques nativos (Puela 2, Puela 1 y Sibambe).
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Gréfico 14-3. Estructuracion de las comunidades fungicas de suelos basado en la naturaleza del bosque.
Realizado por: Bexy Q. 2021
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3.2. Discusién

Este es uno de los primeros estudios que utilizan el enfoque de secuenciamento de proxima
generacion (NGS-Next Generation Sequencing) o técnicas independientes de cultivo, que se
realiz para investigar las comunidades microbianas de hongos en los ecosistemas de suelo de

bosques y plantaciones forestales de la provincia de Chimborazo, en Ecuador.

Los hongos tienen un papel primordial en el microbioma de las plantas y son un determinante
clave de la salud de las plantas (Shoresh et al., 2010; Pieterse et al., 2014). Desentrafiar sus
funciones biol6gicas podria conducir a nuevos enfoques para el manejo de enfermedades de las
plantas. Por ejemplo, los hongos producen una diversidad de compuestos estructuralmente
distintivos con propiedades antimicrobianas (Porras-Alfaro y Bayman, 2011; Aldrich et al.,
2015). Considerando las limitadas opciones de fungicidas con nuevos modos de accién que
cumplan con los requisitos de seguridad y eficacia, la prospeccion de moléculas de origen
bioldgico puede ser una alternativa interesante para incrementar el portafolio de fungicidas para
ser utilizados en la proteccién de cultivos y para incrementar los productos bioestimulantes y

fertilizantes basados en microorganismos en la silvicultura.

Ascomycota fue el filo mas abundante asociado al suelo de bosques nativos, plantaciones
forestales y suelos de transicion. De manera similar a nuestros hallazgos, varios estudios
informaron que Ascomycota fue el filo fungico mas relativamente abundante en diferentes suelos
(Kazeeroni & Al-Sadi, 2016).

Algunos suelos principalmente de bosques nativos tuvieron mayor diversidad de hongos en
comparacién con las plantaciones forestales. Los diferentes genotipos de plantas de la misma
especie pueden diferir en la composicion del microbioma del suelo (Pérez-Jaramillo et al., 2016).
Por ejemplo, la porcién de OTUs observada en tres cultivares de papa diferentes fue especifica
de cultivar (Weinert et al., 2011). Se observaron efectos similares dependientes de cultivares para
las comunidades de rizobacterias en la rizdsfera de las plantas de papa (Inceoglu et al., 2011).
Peiffer y colaboradores (2013) observaron en un estudio con 27 lineas de maiz modernas,
cultivadas en ambientes de campo, que la riqueza de OTU estaba influenciada por genotipos de
maiz. Esta gran diversidad encontrada puede estar asociada a un aumento global de la biomasa
microbiana del suelo y es una mayor oportunidad para estudiar como desarrollar y establecer
ambientes competitivos que pueden ser perjudiciales para los patdgenos vegetales (Lareen et al.,
2016). Por lo tanto, los suelos de bosques nativos con mayor diversidad fungica son
potencialmente fuentes para ser explorados para la obtencidn de nuevos microorganismos que

puedan ser utilizados como biocontroladores de patdgenos. El valor de la diversidad puede
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mostrar nuevos microorganismos y multiples mecanismos distintos que se pueden utilizar para
controlar diferentes enfermedades de las plantas. Presumiblemente, la diversidad esta bien
establecida y esto permite la estabilidad funcional en una amplia gama de comunidades

ecoldgicas.

De la misma manera la microbiota flngica se estructuré y la mayoria de bosgues nativos y
plantaciones forestales formaron grupos claramente diferentes, lo cual puede ser explicado por la
naturaleza del bosque, con respecto a este, algunos autores como Pérez-Jaramillo y colaboradores
(2016) manifiestan que especies de plantas nativas tienen capacidad diferente de reclutar y atraer

microorganismos diferentes en relacion a plantas exdticas o introducidas.

La descripcion de las comunidades microbianas en los suelos de bosques es un primer paso
fundamental hacia la comprensién del potencial de la microbiota para proteger los cultivos contra
los patégenos de las plantas. La diversidad de los suelos de bosques ha sido reconocida como
fundamental para mejorar la explotacién silvicultural y este estudio en los bosques nativos y
plantaciones forestales de la provincia de Chimborazo proporciona informacion adicional para
considerar la conservacion de las especies nativas de bosques y fomentar la biodiversidad

invisible que esconden.
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CONCLUSIONES

e La composicion microbiana fue diferente en los diferentes suelos de bosques colectados,
pero de manera general la composicién microbiana flngica asociada a suelos de bosques
nativos fue similar entre los bosques nativos, y diferente a los suelos de plantaciones
forestales.

e Lossuelos de plantaciones forestales presentaron menor diversidad flngica en relacion a los
suelos de bosques nativos que presentaron mayor diversidad fungica.

e  Existid una estructuracion o agrupamiento de las comunidades microbianas fungicas de
suelos de plantaciones forestales, y existié una agrupacion o estructuracién de microbiota

fangica en la mayoria de suelos de bosques nativos.
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RECOMENDACIONES

¢ Investigar la funcionalidad de los principales grupos fungicos de bosques nativos.

o Realizar estudios y aislamiento de hongos en los suelos de bosques nativos de mayor
diversidad presentados en este estudio, para evaluar el potencial de estos en silvicultura.

e Promover la explotacién de microorganismos flngicos asociados a suelos de bosques nativos
como potenciales fuentes de nuevos productos para utilizacion en la industria agricola y

forestal.
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GLOSARIO

Bosque nativo: Son ecosistemas arboreos caracterizados por la presencia de arboles y arbustos
de mdltiples especies que son originarias de ese habitat, regenerados por sucesion natural, con

una asombrosa biodiversidad de flora, fauna y microorganismos (EcuadorForestal 2007).

Diversidad Fungica: Lariqueza o variedad de especies de hongos de un ecosistema (Calonge 2004).

Microbioma: EIl microbioma es el conjunto de microbios (bacterias, arqueas, virus, hongos y
protistas) incluyendo sus genes y metabolitos, asi como las condiciones ambientales que les

rodean (L6pez-Gofii 2020).

Microbiota: Es el conjunto de microorganismos que colonizan establemente la superficie

epidérmica y los conductos y cavidades del organismo que tienen comunicacion con el exterior
(Sanchez Rodriguez 2018).

Plantacion Forestal: Se denominan plantaciones forestales a bosques predominantemente
compuestos de arboles establecidos por plantacion y/o siembra deliberada, en el cual las especies

forestales plantadas y/o sembradas son introducidas, para uso industrial o comercial (Saab 2019).

Secuenciamiento de proxima generacion: Es un grupo de tecnologias disefiadas para secuenciar

gran cantidad de segmentos de ADN de forma masivay en paralelo, en menor cantidad de tiempo
(Rubio et al. 2020).

Suelo de transicion o alterado: Proceso de deforestacion de los bosques y su posterior

transformacidn en areas agropecuarias (Valdivieso-Pérez et al. 2012).
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ANEXOS
ANEXO A: LABORES REALIZADAS EN LA FASE DE CAMPO.

REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA FASE DE CAMPO

Reconocimiento del lugar de muestreo Reconocimiento del lugar de muestreo

Chambo (Bosque nativo) Machay (Bosque nativo)

Reconocimiento del lugar de muestreo Puela Reconocimiento del lugar de muestreo

(Bosque nativo) Guamote (Plantacion forestal “Pino”)




REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA FASE DE CAMPO

Desinfeccion de materiales para la

recoleccion




ANEXO B: LABORES REALIZADAS EN FASE DE LABORATORIO

REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA FASE DE LABORATORIO

Etiquetado de las muestras Congelador

Wy




ANEXO C: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN

PROTOCOLO

Kit FastDNA ™ SPIN para flujo de trabajo tipico del suelo

o

/ﬂ 1

Preparar
la muestra @
e Hasta 500 mg de 978 nuL de tampon de fosfato de sodio
muestra de suelo Tampon MT de 122 pL
& Cargue el tubo en el instrumento FastPrep.
Homogeneizar a5 40 segundos L 1 Proceso: 40 sa un ajuste de velocidad de 6,0 m/ s
con FastPrep l
instrumento P
(e istimento sindar) @& 5- 10 minutos > Centrifugar para sedimentar los desechos
= 14.000¢g
Transfiera el sobrenadante a un recipiente limpio de
S a—, 2 mltubo de microcentrifuga. Agregue 250 pL de
Pr e“,plta' ] PPS y mezclar 10 veces.
proteinas .
° @& 5 minutos i
= 14.00¢g -
Centrifugar para sedimentar el precipitado
Ajustar p—  Transfiera el sobrenadante a un tubo de 15 mL.
Condiciones Agregue 1 ml de soluciéon de matriz de unién.
e Vvinculantes Invierta 2 minutos y coloque el tubo en una rejilla
Tubo de 15 ml durante 3 min. Deseche 500 ul de sobrenadante
Transfiera un maximo de 600 pL de soluciéon de
A<=~ ADN aun Tubo de filtro SPIN ™. Tubo de recogida
Enlazar vacio. Repita el paso 5 siel volumen de la mezcla es
e EIADN ¢y 1 minuto superior a 600 L.
= 14.000¢g )
Anada 500 pL de solucion SEWS-M preparada.
#=— Tubo de recogida vacio.
Lavar
. el filtro SPIN ™ g 1 minuto
= 14.000g e,
Seque al aire el filtro SPIN ™ durante 5 minutos a
temperatura ambiente.
Seco
e elfiltro SPIN™ .
@ 2 minutos O
= 14.000¢g
Utilice un nuevo 50-100 pL de solucion de elucion DES.
8 Eluir tubo de captura #— EIl ADN del tubo de captura esta listo para usar
el ADN

=

1 minuto
14.000 g v
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