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El conocimiento de las interacciones que se producen entre el microbioma presente en el suelo, en la rizosfera
y la colonizacion de las raices de las vides puede resultar clave para determinar los procesos de infeccién por
hongos asociados a las enfermedades de la madera de lavid (EMV), principalmente la enfermedad del pie negro.
Por ello, en este estudio se evalug, en primer lugar, los cambios en la dindmica de las comunidades fungicas del
suelo, la rizosfera y la endorizosfera en cinco vifiedos jévenes de La Rioja mediante secuenciacién masiva de
amplicones de laregién ITSZ con el sistemma MiSeq de Illumina. Ademads, se cuantificaron los hongos asociados
al pie negro mediante la puesta a punto de un protocolo innovador de cuantificacién absoluta basado en la tec-
nologia de la droplet digital PCR (ddPCR), comparando su eficiencia y sensibilidad con el sistema de cuantifica-
cién relativa de PCR a tiempo real (qQPCR). Las comunidades fungicas del suelo, su diversidad y composicién se
vieron afectadas en gran medida por el compartimento suelo-planta, mientras que la variacion de las mismas
entre viiedos fue baja. Las raices de vides asintomaticas mostraron ser un nicho microbiano habitado por hon-
gos asociados a las EMV, lo que abre nuevas perspectivas en el estudio del papel endofitico de estos patégenos
en la vid. Los resultados de la cuantificacién de hongos asociados al pie negro mediante ambas técnicas mos-
traron una correlacion significativa, si bien la ddPCR fue la técnica mas sensible y precisa en la deteccién de
bajas concentraciones. Ambas técnicas mostraron que la abundancia de hongos asociados al pie negro no se vio
afectada por los distintos compartimentos suelo-planta.

Palabras clave: droplet digital PCR; microbioma; pie negro; secuenciacién masiva.
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Las interacciones que se producen
en la rizosfera, entre la vid y los pa-
tdgenos fungicos habitantes del sue-
lo son hasta la fecha desconocidas.
La rizosfera es el lugar de infeccion
donde los patégenos del suelo esta-
blecen una relacion parasitaria con la
planta. Para infectar el tejido de la
raiz, éstos tienen que competir con
otros microorganismos por los nu-
trientes y/o espacio disponible. Una
de las patologias de la vid, la enfer-
medad del pie negro, que contribuye
al sindrome del decaimiento en vifie-
dos jévenes (Gramaje y Armengol,
2011), esta asociada a especies fun-
gicas habitantes comunes del suelo.
Diversas especies pertenecientes a
los géneros Campylocarpon, Cylin-
drocladiella, Dactylonectria, Ilyonec-
tria, Neonectria, Pleiocarpon y The-
lonectria han sido asociadas con esta
enfermedad (Gramaje y col., 2018).
Estos hongos producen clamidospo-
ras que les permiten sobrevivir du-
rante largos periodos de tiempo en
el suelo (Agusti-Brisach y Armengol,
2013). La infeccion puede ocurrir a
través de pequefas heridas produci-
das en las raices durante el proceso
de plantacién, por la formacion in-
completa del callo o bien en heridas
producidas en el proceso de propa-
gacion, como el desyemado, desde
las que la infeccién avanza hacia la
base del portainjerto (Halleen y col.,
2006).

Tradicionalmente, la deteccion e
identificacion de hongos presentes
en el suelo se ha realizado mediante
evaluaciones morfolégicas depen-
dientes del cultivo en placa. Estas
técnicas, aunque son fiables para
una identificacion y clasificacion pre-
liminar, no son capaces de detectar
bajos niveles del patégeno, ni tam-
poco identifican a la gran mayoria de
los microorganismos presentes. Las
técnicas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS), y dentro de estas
fundamentalmente la secuenciacion
masiva de amplicones, han supues-
to un avance en el conocimiento de
las comunidades microbianas y sus
funciones en la interfaz suelo-raiz. El
tipo de suelo y el genotipo del hués-
ped han sido identificados como
factores principales que condicionan
el microbioma de la rizosfera (Berla-
nasy col., 2019a). La PCR a tiempo
real (QPCR) se ha convertido en una
técnica util para la cuantificacion

relativa de hongos patdgenos en
suelo, sin embargo, de la tecnologia
droplet digital PCR (ddPCR) ha emer-
gido como una técnica novedosa y
mas sensible que la qPCR, capaz de
cuantificar de forma absoluta el or-
ganismo diana de muestras ambien-
tales (Hindson y col., 2011).

En este contexto, comprender las va-
riaciones espaciales de las comunida-
des fungicas de los compartimentos
suelo-planta, y de manera particular
cuantificar los hongos asociados al
pie negro, proporcionaria informa-
cion til para mejorar o adecuar téc-
nicas de manejo de los cultivos enca-
minadas a una mayor sostenibilidad
de los vifiedos. La diversidad exis-
tente en los distintos compartimen-
tos suelo-vid podria condicionar la
viabilidad de las especies asociadas
al pie negro, por lo que el desarrollo
de técnicas que permitan manejar el
microbioma existente podrian con-
tribuir a eliminar o disminuir la inci-
dencia de estos patégenos.

Por tanto, este estudio ha tenido dos
objetivos bien diferenciados: (i) estu-
diar las variaciones espaciales de las
comunidades fungicas en el suelo,
rizosfera y raices mediante tecnolo-
gia NGS; y (ii) poner a punto un pro-
tocolo de cuantificacién absoluta de
hongos asociados al pie negro de la
vid basado en la tecnologia ddPCR, y
comparar su eficiencia y sensibilidad
con la gPCR.

Materiales y métodos

Toma de muestras

El estudio se realiz6 en La Rioja, en
cinco vifiedos jévenes cultivar ‘Tem-
pranillo’ injertado sobre el portain-
jerto 110 Richter, de caracteristicas
edaficas similares. En cada vifedo se
seleccionaron al azar cuatro puntos
y en cada punto se recogieron tres
muestras: suelo, rizosfera (suelo
gue rodea las raices) y raiz (endori-
zosfera). Las plantas no mostraron
sintomas externos de enfermedad o
deficiencia nutricional. Las raices no
presentaban necrosis en el sistema
vascular.

Extraccion de ADN

El ADN del suelo y de la rizosfera se
extrajo a partir de 0,5 g de muestra
con el kit DNeasy PowerSoil. En el
caso de las muestras de raiz, se rea-
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lizo6 previamente esterilizacion con
etanol al 70%, y la eliminacién de la
corteza. EI ADN se extrajo a partir de
0,5 g de muestra con el i-genomic
Plant DNA Extraction Mini Kit.

Cambios en la dindmica de las
comunidades fungicas. Secuen-
ciacién masiva

Para el estudio de las comunidades
fungicas en los distintos compar-
timentos suelo-planta se utilizo la
técnica de secuenciacion masiva de
amplicones. Para ello, se amplifico la
region fungica ITS2 de las muestras
utilizando los cebadores universales
ITS3/KYO2 y ITS4 (Toju y col., 2012).
La genoteca se prepard de acuerdo
con el protocolo de secuenciacion
metagendmica de Illumina, y las
muestras se secuenciaron con el sis-
tema MiSeq utilizando una quimica
de lecturas pareadas de 2 x 300 nu-
cleotidos.

Las estimaciones de diversidad o se
calcularon mediante el analisis de los
indices de Chao1, que estima el nu-
mero de especies en una comunidad
basado en el numero de especies
raras en la muestra, y de Shannon,
que contempla la riqueza y abun-
dancia de las especies. La relacién en
la composicion de OTUs (unidades
taxonomicas operativas) entre mues-
tras se establecid mediante el calculo
de métricas de Bray Curtis y se visua-
liz6 mediante un grafico de compo-
nentes principales (PCoA). El analisis
discriminante lineal (LEfSe) se utilizo
para identificar los taxones (nivel de
género o superior) que diferian en la
abundancia relativa entre los com-
partimentos suelo-planta.

Cuantificacion de patogenos
fangicos asociados al pie negro

El ensayo de ddPCR se realizd en un
sistema Bio-Rad QX200 utilizando
una sonda TagMan vy los cebadores
YT2F y Cyl-R (Dubrovsky y Fabritius,
2007; Tewoldemedhin y col., 2011),
los cuales amplifican las principales
especies fungicas asociadas con la
enfermedad del pie negro. La gene-
racion y lecturas de las microgotas se
realizd con el sisterna QX200TM (Bio-
Rad). El ensayo de PCR en tiempo
real (QPCR) se realizé en un sistema
Bio-Rad CFX384 utilizando los mis-
mos cebadores y la sonda TagMan
descritos  anteriormente.  Ambos
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cabo en BIODONOSTIA-Instituto de a b
Investigacion Sanitaria (San Sebas- n W
tian). ! 1 -
Se construyeron curvas estandar _! '_' & B E il .
para ambas técnicas a partir de dilu- - ! R 3. e
ciones seriadas de 10.000 a 1 fg pl?! E o e E g
con ADN del aislado BV-0596 de /I- . ]

yonectria liriodendri, perteneciente a
la coleccion del ICVV, con la finalidad
de determinar el limite de deteccién s 7
0 concentracion minima de ADN

q,ue _pUEde detectar Cad,a, una de las Figura 1. Diversidad o de las comunidades fungicas entre vifiedos, segun el estimador de riqueza de
técnicas. La concentracion de ADN Chao1 (a) y el de diversidad de Shannon (b).

de hongos asociados al pie negro se
determind mediante las dos técnicas
en las 60 muestras obtenidas de los
cinco vifiedos. A partir de estos da-
tos se determiné la correlaciéon entre
las dos técnicas, y la existencia de
diferencias significativas entre com-
partimentos mediante el programa R
version 3.5 (R Core Team 2017).

i

gL S VA A A

Resultados y Discusion Vifiedo 1: 2,9%
Vifiedo 2: 3,3%

. .. Vifiedo 3: 2,4%
Cambios en la dindmica de las Viiedo 4: 3,7%
Vifiedo 5: 5,9%

comunidades fungicas COMUN: 41.4%

La evaluacion de los cambios espa-
ciales del microbioma mostré que
tanto la diversidad como la riqueza
de las comunidades de hongos (di-
versidad a) no difiri¢ significativa-
mente entre vifedos (Figura 1). El
41,4% de las OTUs fueron comunes
a los cinco vifiedos (Figura 2), y los
filos Ascomycota y Basidiomycota
representaron el 70% del total de
hongos detectados. Estudios pre-
vios muestran estos filos como los
mas relevantes de los presentes en
el suelo de vifedos. Ello demuestra
la gran presion selectiva que estos
microorganismos desarrollan en las
comunidades fungicas del suelo y su
capacidad de evolucion en condicio-
nes ambientales diferentes. Por otra
parte, teniendo en cuenta que los
estudios se realizaron en vifiedos con
condiciones climaticas similares y va-
riables edaficas homogéneas, estos
resultados también sugieren que el
microbioma del vinedo de La Rioja se
conserva parcialmente en la region.

La interfaz suelo-planta constituyo la
principal fuente de heterogeneidad
de comunidades fungicas (Figura 3), Root

y la estructura de las comunidades

fue distinta entre compartimentos; la

riqueza y la diversidad de OTUs en la Figura 3. Diagrama de Venn mostrando las OTUs comunes y exclusivas entre compartimentos suelo-planta.
endorizosfera disminuyd aproxima-

Figura 2. Diagrama de Venn mostrando las OTUs comunes y exclusivas entre vifiedos.

Rhizosphere
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damente a la mitad en relacion a la
rizosfera (Figura 4), y la comunidad
de hongos en esta fue distinta a la
de los otros compartimentos (Figura
5). En el suelo y rizosfera predomi-
naron los filo Ascomycota, seguido
de Basidiomycota y Zygomicota; sin
embargo, en su transferencia hacia
la raiz se perdio riqueza en Zygomi-
cota y aumentd en Ascomycota y
Basidiomycota (Figura 6).

Se detectaron 25 clados de hongos
que permitieron discriminar las co-
munidades microbianas entre los
compartimentos suelo-planta (Figu-
ra 7). Ningun filo contribuyo a dife-
renciar las comunidades de hongos
entre suelo y rizosfera, si bien los
géneros Ramicandelaber, Clonos-
tachys e llyonectria contribuyeron
a su diferenciacién. Hongos de los
filos Zygomicota, Basidiomycota y
Chtridiomycota contribuyeron a la
diferenciacion de las comunidades
suelo y endorizosfera, siendo los
géneros Filobasidium, Pleospora y
Psathyrella los mas implicados en
esta diferenciaciéon. Los filos Zygo-
micota y Chytridiomycota, asi como
hongos no identificados del filo As-
comycota, contribuyeron a la dife-
renciacion de la interfaz rizosfera y
endorizosfera, siendo los géneros
Psathyrella, Malassezia y Filobasi-
dium los méas implicados en esta di-
ferenciacion.

Estos resultados indican que existe
una seleccion del microbioma del
suelo por parte de la planta, y en
la endorizosfera se encuentra final-
mente un microbioma mas especia-
lizado y taxondmicamente distinto,
que ha sido capaz de adaptarse y
desarrollar mecanismos que le per-
mitan la colonizacion de la raiz. Esta
seleccion puede estar relacionada
con la necesidad de determinados
nutrientes por los microorganismos,
que pueden ser proporcionados por
la raiz a través de exudados que con-
tienen aminoacidos, carbohidratos y
acidos organicos (Bais y col., 2003).
La seleccién también puede ser con-
secuencia de una competencia nutri-
cional existente entre la planta y los
microorganismos en la utilizacion de
determinadas sustancias minerales
y otros compuestos presentes en el
medio (Bais y col., 2006). Otro de los
factores determinantes en la selec-
cion de las raices por el microbioma
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Figura 4. Diversidad o de las comunidades fungicas entre fracciones suelo-planta, segtn el estimador de
riqueza de Chao1 (a) y el de diversidad de Shannon (b).

0254 amEEma

_ ¥ ‘ e "\
? . A
= il @ ® L P
Eogaod 44 - @ e
o t L
P N Fe e
L ; @
. ™ y
X ~ =) 2
.
e W,

284 g

0 )
g [

)] 4

-

4 f’

1

[ eo®

o [

] L

g e

:p.f
o

|

i

L}

1

1

L}

LS

i‘ i3

0,25

4 [15-.3
Axis1 [41.9%]

050

Zone

B Bk

0 Rnlzosphers
@ oot

Figura 5. Analisis de componentes principales de Bray Curtis para los compartimentos suelo-planta.

Root -

Rhizosphere -

Bulk=

025

Phylum .

ascomycota |1 zypomycora [ cy

0.50
Relative Abundance

Figura 6. Abundancia relativa de los filos fungicos en los compartimentos suelo-planta.

yeota ud €t

33 | PHYTOMA Espafia/N° 311/ Agosto-Septiembre 2019



Premios SEF

| vid |

viene impuesto por el genotipo. Re-
cientemente se ha demostrado que
diferentes portainjertos son capaces
de seleccionar de manera diferencial
comunidades bacterianas y fungicas
del suelo circundante (Berlanas vy
col., 2019a). Todo ello conlleva cam-
bios en la actividad biologica y la es-
tructura del suelo que condiciona la
supervivencia o no de determinados
microorganismos. Ademas, el teji-
do asintomatico de la endorizosfera
puede ser colonizado por hongos
asociados al pie negro de la vid (Ber-
lanas y col., 2019b), como por ejem-
plo diversas especies de los géneros
llyonectria 'y Dactylonectria, que
bajo condiciones especificas adquie-
ren caracter patogénico. En nuestro
estudio, la familia Nectriaceae, en
la que se incluyen los principales
hongos causantes de la enferme-
dad del pie negro, ha sido detectada
en los compartimentos de rizosfera
(10,1%) y endorizosfera (30,7%), y
concretamente el género Ilyonectria
representd un papel importante en
la discriminacion entre ambas, lo
que corrobora el papel selectivo de
la raiz y la presencia enddfita de es-
tos patdgenos en las raices de vides
asintomaticas.

Cuantificacion de patégenos
fangicos asociados a pie negro

La ddPCR es una tecnologia de ul-
tima generacion que esta siendo
utilizada en distintos campos cien-
tificos, incluida la patologia vege-
tal, para la cuantificacién de ADN,
mostrandose como una técnica mas
sensible que la gPCR, permitien-
do una cuantificacion absoluta del
ADN de organismos en muestras
ambientales.

En este trabajo se ha demostrado la
validez de esta técnica como una he-
rramienta para detectar y cuantificar
hongos patégenos asociados a la en-
fermedad del pie negro en muestras
de suelo y planta. A pesar de que se
utilizé exclusivamente el genoma de
Ilyonectria liriodendri BV-0596 para
el calculo del numero de copias de
cada muestra, lo que puede intro-
ducir un sesgo en las especies de
hongos asociados a la enfermedad
del pie negro, tanto la ddPCR como
la gPCR mostraron ser técnicas efi-
cientes para detectar y cuantificar
ADN de formas asexuales similares
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Figura 7. Andlisis discriminante lineal (LDA). (a) Cladograma mostrando los valores LDA. (b) Gréafico de
barras con los taxones discriminantes para cada compartimento suelo-planta con valor >2 LDA.
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Figura 8. Curvas estandar obtenidas a partir de diluciones de ADN del aislado BV-0596 de llyonectria lirio-
dendri que varfan de 10.000 a 1 fg pl'. El logaritmo de la concentracion de cada dilucion se representd
frente a: a) la concentracién de ADN objetivo (nimero de copias pl'), para la técnica de la ddPCR; b) el
ciclo de cuantificacion (Cq), para la técnica de la gPCR. Los puntos de datos representan resultados de
amplificacion de cinco repeticiones.
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a "Cylindrocarpon-like” asociadas a
la enfermedad del pie negro (Figura
8). Ambos métodos mostraron una
buena linealidad dentro del rango
de cuantificacion con un alto coefi-
ciente de correlacion de las curvas
estandar (R?=0,9917 y 0,9893), y efi-
ciencias de 0,83 y 0,97 para ddPCR
y gPCR, respectivamente. La ddPCR
resultd ser una técnica mas sensible
presentando un limite de deteccion
de 5 fg pl' frente a 10 fg pl' de-
tectados mediante gqPCR. Ademas,
los resultados de la cuantificacion
con ambas técnicas mostraron una
correlacion  significativa  (R?=0,95)
(Figura 9).

Este es el primer estudio de cuan-
tificacion absoluta de hongos aso-
ciados al pie negro, y constituye el
punto de partida para la utilizacion
de la ddPCR en la cuantificacion de
otros grupos de hongos asociados
a EMV. Estas nuevas metodologias
podran resultar muy Utiles en dife-
rentes aspectos relacionados con
estas enfermedades, incluyendo la
adecuada toma de decisiones para
Su manejo.

La ausencia de diferencias signifi-
cativas en las concentraciones de
hongos asociados al pie negro en-
tre suelo, rizosfera y endorizosfera,
obtenidas tanto por ddPCR como
por gPCR, indican que los compar-
timentos suelo-planta no afectan a
la abundancia de estos hongos en
vides asintomaticas (Figura 10). Esto
puede ser explicable por la existencia
de una alta presion de estos hongos
en el suelo. Estos hongos que pue-
den proceder de la incorporacién a
los suelos de restos de vides infec-
tadas o de vegetales de los que son
huéspedes habituales, como cerea-
les o brasicaceas que suelen ser uti-
lizados en la rotacion del cultivo en
viveros (Agusti-Brisach y col., 2011;
Langenhoven y col., 2018), tienen la
capacidad de formar clamidosporas,
formas de resistencia que perviven
en el suelo durante afios en ausen-
cia de huésped (Petit y col., 2011).
Por otra parte, la presencia de estos
hongos como enddfitos también
podrian explicar las elevadas con-
centraciones encontradas en plan-
tas asintomaticas, desencadenando
la enfermedad bajo condiciones de
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Figura 9. Correlacion entre ambas técnicas, ddPCR y gPCR, en la cuantificacion de hongos patégenos
asociados a la enfermedad del pie negro de la vid, en muestras de suelo y planta. La distribucién de la
concentracién de ADN de especies fungicas asociadas al pie negro se muestra en la parte superior izquier-
da (ddPCR) e inferior derecha (qPCR) y el diagrama de dispersion bivariable en la parte inferior izquierda.
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Figura 10. Concentracion de ADN de especies fungicas asociadas al pie negro de la vid, en los tres com-
partimentos suelo-planta (suelo, rizosfera y raiz) de los cinco vifiedos estudiados, mediante (a) ddPCR y
(b) gPCR. Las barras representan el error estandar de la media (n = 20).

estrés bidtico y/o abidtico (Gramaje
y col., 2018).

Conclusiones

Los estudios del andlisis de los
compartimentos suelo-planta en
cinco vifiedos de La Rioja indican
que la diversidad y composicion
de las comunidades fungicas varia
entre los distintos compartimen-
tos, mientras que es estable entre
vifedos. La endorizosfera ha sido
el compartimento que mas se ha
diferenciado, sugiriendo que los
tejidos radiculares suponen una
barrera para la colonizacion y se-
leccion de hongos.

Con respecto a la abundancia de
hongos asociados a la enfermedad

del pie negro, se observd una co-
rrelacion significativa en los resulta-
dos obtenidos con ambas técnicas
(ddPCR y gPCR), si bien la ddPCR
resultd ser la mas sensible. Ambas
técnicas mostraron que la abun-
dancia de hongos asociados al pie
negro no varfa significativamente
entre los distintos compartimentos
suelo-planta.

Los estudios futuros deben de ir
encaminados a investigar (i) los me-
canismos de colonizacion y estable-
cimiento en la raiz por parte de los
hongos asociados a la enfermedad
del pie negro, y (ii) qué desencadena
que estos hongos pasen de ser en-
doéfitos a patogenos, desarrollando
la enfermedad.
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