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RESUMEN

El manglar es un ecosistema intermareal ubicado en las costas tropicales y subtropicales, y tiene una gran importancia
a nivel mundial debido a los servicios ecosistémicos que ofrece. El papel que desempefia en el ciclo del carbono es
considerado la funcién mas importante, proceso en el que los hongos cumplen un papel fundamental al realizar
procesos de degradacion de compuestos lignocelulésicos. A pesar de su importancia, en los Gltimos afios se han
presentado niveles alarmantes de destruccion de este ecosistema, siendo las perturbaciones antropogénicas las
principales causantes de esta pérdida. Con el propésito de conocer la diversidad, composicion y funcion de las
comunidades fangicas de dos manglares del pacifico colombiano que difieren en el uso del suelo, se realizé un analisis
bioinformatico de datos resultantes de la secuenciacién de la regién ITS2 del ADN ribosémico, provenientes de seis
muestras de sedimento superficial de los manglares de Islalba y Punta Soldado. Los resultados mostraron que en ambos
manglares el phylum mas abundante fue Ascomycota seguido de Basidiomycota. El andlisis funcional mostré que los
hongos estan llevando a cabo la degradacion de compuestos lignoceluldsicos en ambos manglares, corroborando su
importante rol ecolégico en la degradacion de estos. En las categorias tréficas los saprétrofos fueron el gremio con
mayor abundancia, lo que sugiere un papel relevante de los hongos en el ciclo de la materia orgénica, adicionalmente,
se encontr6 la presencia de patotrofos Gnicamente en Islalba, lo que podria indicar la influencia de actividades
antropicas.

Palabras clave: carbono, categorias tréficas, intervencién antropogénica, lignocelulosa, rutas metabdlicas,
metagenomica.



ABSTRACT

Mangroves are intertidal ecosystems located in tropical and subtropical coasts. Due to their ecosystem services they
have world importance. Mangroves play a key role in the carbon cycle, in which, fungi have a mayor function in the
degradation processes of lignocellulosic compounds. Despite its importance, in the last few years, high levels of
destruction of this ecosystem have been observe; Being anthropogenic perturbations the main cause. The purpose of
this study was to determine the diversity, composition and function, of fungi communities in two mangroves of the
Colombian pacific coast, that have different use of soil. A bioinformatic analysis was made, using metagenomic data
of six results of ribosomal DNA sequencing region 1TS2, from samples of superficial sediments of the mangrove of
Islalba and Punta Soldado. Results showed that in both mangroves, the most abundant phylum was Ascomycota follow
by Basidiomycota. The functional analysis prove that the fungi are making the degradation of lignocellulosic
compounds in both mangroves, confirming their important ecological role in the degradation process. In the trophic
categories the saprotrophs guild was the most abundant, suggesting a significant role of fungi in the cycle of organic
matter. Additionally, presence of pathotrophs were only found in Islalba, possibly indicating the influence of anthropic
activities.

Key words: anthropogenic intervention, carbon, lignocellulose, metabolic routes, metagenomics, trophic categories.

INTRODUCCION

El manglar es un ecosistema intermareal que cubre el 0,5% del area costera global y entre el 60-
70% de las costas tropicales y subtropicales (Donato et al., 2011; Andreote et al., 2012; Alongi,
2014); esta conformado por plantas que viven entre ecosistemas terrestres y marinos, bacterias,
hongos y otros organismos con la capacidad de vivir en este entorno con alta salinidad, vientos y
mareas fuertes (Kathiresan, 2001). Colombia ocupa el décimo lugar del mundo por la extension de

sus manglares, con un 30% del area total en el atlantico y un 70% en el pacifico (Cantera, 1997).

Este ecosistema ofrece diversos servicios ecosistémicos y cumple con funciones importantes a
nivel mundial, por ejemplo, protege la costa durante eventos climaticos extremos y mejora la
calidad del agua (Kathiresan, 2012; Hochard et al., 2019; Liao et al., 2019). Otra funcién
considerada de las mas importantes, es el papel que desempefian en el ciclo del carbono. Los
manglares almacenan grandes cantidades de carbono, alrededor del 75-90% lo almacenan como
grandes reservas subterrdneas en raices muertas y suelo (Jerath et al., 2016; Alongi, 2018);

conteniendo en promedio 1,023 mg de carbono por hectarea, lo que lo ubica entre los bosques méas



ricos en carbono de los tropicos (Donato et al., 2011). Siendo los manglares de la Bahia de
Buenaventura los reservorios de carbono por hectarea méas importantes a nivel mundial (Ortega,

2019).

Aunque este ecosistema es de mucha importancia, en los ultimos afios se ha reportado una pérdida
acelerada, que segun algunas estimaciones es de un millon de hectareas/afio (Kathiresan et al.,
2001); en el ultimo medio siglo se ha calculado una disminucion del 30%-50% del bosque de
manglar, por lo que se estima que puedan desaparecer funcionalmente en los proximos cien afios
generando consecuencias ambientales y econdmicas catastroficas para el planeta (Polidoro et al.,

2010; Donato et al., 2011).

Las principales causas de esta pérdida a nivel mundial son las perturbaciones antropogeénicas, entre
ellas: la expansion de las comunidades, el vertimiento de aguas residuales y los derrames de
petréleo (Halpern et al., 2019; Hochard et al., 2019; Liao et al., 2019). En el pacifico colombiano
las principales causas de esta pérdida son el cambio en el uso del suelo para ganaderia, mineria y
agricultura; la extraccion de recursos madereros de los manglares (Cabrera et al., 2011) y la
presencia de residuos solidos (Riascos et al., 2019). Adicionalmente, el municipio de Buenaventura
no posee Planta de tratamiento de aguas residuales, por lo cual las aguas servidas son vertidas

directamente al mar (Superservicios, 2016).

Esta intervencion antropogénica podria impactar las funciones y servicios ecosistémicos que ofrece
el manglar, al influir sobre los organismos que viven en él, incluida la comunidad de
microorganismos que constituye el 91% de la biomasa total de este ecosistema. Los
microorganismos del suelo desempefian funciones cruciales en el mantenimiento del equilibrio en

los ciclos biogeoquimicos, como en el ciclo del carbono, debido a que mediante procesos de



biodegradacion influyen en la cantidad de carbono que se integra efectivamente en la red

alimentaria de los manglares (Kathiresan et al., 2001; Alongi, 2009).

Los procesos de biodegradacion son realizados principalmente por bacterias y hongos, pero, para
el proposito de este trabajo se hace especial énfasis en los hongos, grupo bioldgico que en el
manglar cumple diversas funciones, como solubilizacion de fosfatos (Thatoi et al., 2013) y
conversion de sustratos lignoceluldsicos en nutrientes de baja complejidad iniciando el proceso de
descomposicion y permitiendo la colonizacion secundaria de bacterias (Krauss et al., 2011;
Thompson et al., 2013). La actividad fungica del manglar es de gran importancia en el ciclaje de
nutrientes y en la regulacion del ecosistema (Sosa et al., 2009). Por ejemplo, los suelos dominados
por plantas asociadas a hongos ectomicorricicos contienen 70% mas de carbono por unidad de
nitrégeno respecto a suelos dominados por plantas asociadas a hongos arbusculares micorricicos,
lo que vincula el tipo de micorriza con el contenido de carbono almacenado en suelo (Averill et

al., 2014).

Si bien el manglar ofrece una variedad de servicios ecosistémicos importantes, como lo es el
almacenamiento del carbono (Alongi, 2014; Jerath et al., 2016), el rol de los hongos sigue siendo
un aspecto poco estudiado, por lo que es necesario conocer la biodiversidad fangica en los
sedimentos de este ecosistema, mejorando asi la percepcién del rol ecoldgico de los hongos en el

manglar.

Los estudios de la comunidad fangica anteriormente se enfocaban en la identificacion de hongos
cultivables y en la caracterizacién de enzimas extracelulares con importancia biotecnolégica
(Holguin et al., 2001; Bugni et al., 2004), sin embargo, solo una pequefia fraccion de los
microorganismos en la naturaleza pueden ser cultivados mediante el uso de técnicas

microbioldgicas convencionales (Amann et al., 1995). Actualmente hay pocos reportes de analisis
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de diversidad fungica de los manglares usando enfoques metagendmicos, estos permiten estudiar
las comunidades microbianas directamente de sus entornos naturales, brindando informacién tanto

de los hongos cultivables como de los no cultivables (Huson et al.,2007).

En el caso de los hongos, se emplea una regién de RNA ribosomal (rRNA) conocida como ITS
(Internal transcribed spacer), la cual corresponde al cistron de rRNA y consta de los espacios
intergénicos ITS1 e ITS2 y el gen 5.8S rRNA, tiene una longitud de aproximadamente 500 pb,
posee regiones conservadas y regiones variables, lo que lo convierte en un marcador genético
adecuado para discriminar determinados taxones (Schoch et al.,, 2012; Garzon, 2013);
generalmente se utiliza la regidn ITS2, la cual es méas variable y permite una mayor discriminacion

a niveles taxondmicos mas bajos (Vanegas et al., 2019).

De tal manera que, esta investigacion tiene como objetivo describir la diversidad, composicién y
funcién de las comunidades fungicas del sedimento superficial de dos manglares del pacifico

colombiano que difieren en el uso del suelo.

METODOS
Origen de la base de datos para los analisis de ITS2.

En este estudio se realizd el andlisis bioinformatico de datos metagendmicos de seis resultados de
la secuenciacién de la region 1TS2 del DNA ribosémico, provenientes de muestras de sedimento
superficial de dos bosques de manglar, usando los primers ITS3 (5-
GCATCGATGAAGAACGCAGC-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Dichas
muestras fueron previamente obtenidas por investigadores del proyecto “Assessing the role of

benthic and microbial links on carbon dynamics of mangrove forests submitted to distinct levels of



anthropogenic stress”, financiado por la convocatoria interna 2017-2019, de la Universidad del

Valle.

Los dos manglares muestreados se encuentran en la costa del Pacifico Colombiano, en la bahia de
Buenaventura. El més cercano a la urbe de Buenaventura corresponde a Islaba (1A) ubicado a 1,77
km (3°53'15.4"N, 77°05'37.9"W), con actividad portuaria, residencial y comercial y el mas lejano
corresponde a Punta Soldado (PS), ubicado a 17,5 km (3°48'39.9"N, 77°1029.9"W), hace parte de
la Reserva Forestal Protectora Nacional Rio Anchicaya (Fig. 1). Segin Ortega (2019) el indice de
Perturbacion Antropica (IPA) fue menor para Punta Soldado (2) y mayor para Islalba (7). Este
indice valora el grado de perturbacion de acuerdo a cuatro variables categoricas, 1) presencia de
huellas humanas y de animales con uso agricola, 2) evidencia de tala selectiva, 3) presencia de
desechos soélidos en el suelo, y 4) evidencia de modificaciones humanas en la hidrologia y

topografia de los manglares.
Anélisis bioinformatico.

Las secuencias crudas se procesaron utilizando el software Qiime2 (Quantitative Insights Into
Microbial 2). Se realiz6 el ensamblaje de las lecturas pareadas, obteniendo contigs por cada par de
secuencias. Con DADAZ2 se realiz6 un filtro de las secuencias ruidosas, teniendo en cuenta la
calidad de las bases de nucle6tidos y sus longitudes se decidié truncar las secuencias reverse en
200 nucledtidos (nt) y dejar las secuencias forward con su tamafio original (301 nt). Se obtuvieron
dos artefactos: la Feature-Table y la Feature-Data; los cuales ofrecen informacion de la cantidad
de secuencias asociadas con cada muestra y con cada caracteristica OTU (operational taxonomic

unit), y proporcionan enlaces de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para cada secuencia.



En Qiime2 se realizd el alineamiento de las secuencias con la base de datos UNITE (UNITE
Community, 2019). Las secuencias se agruparon en OTUs (Operational taxonomic unit) con 97%
de similitud, y se realizo la clasificacion taxondémica. Se obtuvieron dos tablas: una de conteo de
OTUs para cada punto de muestreo y otra tabla de clasificacion taxonémica para cada OTU, dichas

tablas se utilizaron para realizar los posteriores anélisis.

Andlisis de diversidad

Utilizando el programa R version 3.6.3 se realizd la curva de rarefaccion, los graficos de
composicion taxonomica, los indices de diversidad alfa (Chaol, Shannon y Simpson) que permiten
observar la riqueza de las especies y estimar la diversidad fangica dentro de cada muestra, y el
indice de diversidad beta (anélisis de coordenadas principales basado en Bray Curtis) que permite
evaluar las diferencias en las comunidades fingicas en las muestras y encuentra los grupos

homogéneos (Washington, 1984; Kim et al., 2017).

Inferencia funcional

Los andlisis de inferencia funcional de la comunidad fungica se realizaron a través de las secuencias
de la region ITS2 por medio del software PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities
by Reconstruction of Unobserved States) (Douglas et al.,2019). PICRUSt2 requirio los artefactos

de Qiime de los tipos Feature-Table y Feature-Data.

Con el objetivo de obtener el &rbol de referencia de PICRUSt2, se introdujeron las secuencias del
estudio en la filogenia de referencia de UNITE, especificando que se estaba trabajando con la
region ITS de hongos. Se ejecuto la prediccion de estado oculto (hps, por sus siglas en inglés) para
obtener los numeros EC (Enzyme Commission), los cuales se usaron para calcular las abundancias

y coberturas de la ruta MetaCyc. Posteriormente se determinaron las familias de genes y las tablas



de abundancia de las vias metabdlicas predichas por muestra, y se agregaron las descripciones

funcionales a los datos obtenidos.

La visualizacion de estos datos se realizd con el software STAMP (Statistical Analysis of
Taxonomic and Functional Profiles) version 2.1.3. Se realizd un andlisis de componentes
principales (PCA) para evaluar la similitud o dispersion de los genes generados por PICRUSt2; y
se generaron dos mapas de calor, uno con las rutas metabolicas mas abundantes y significativas, y
otro con las rutas metabdlicas relacionadas con la degradacion de celulosa, hemicelulosa y pectina,
principales fuentes de carbono derivadas de la biomasa vegetal. Las diferencias significativas

fueron establecidas con un alfa de 0,05.

Relacién con categorias troficas

Con la version online de la herramienta FUNGuild (Nguyen et al., 2015) se relacionaron los OTUs
con tres categorias troficas: patétrofo (recibe los nutrientes a expensas de las células huésped y
causa enfermedad), saprotrofo (recibe nutrientes al descomponer las células huésped muertas) y
simbiotrofo (recibe nutrientes mediante el intercambio de recursos con la célula huésped)
(Tedersoo et al., 2014). FUNGuild requirié una tabla que relaciona los OTUs presentes en las
muestras con su clasificacion taxonémica, la cual se obtuvo a partir de los datos generados en

Qiime.

RESULTADOS

Diversidad fangica



La diversidad de las muestras se estudié utilizando los OTUs clasificados en el reino Fungi. La
curva de rarefaccion (Fig. 2) indico que la profundidad de secuenciacion fue suficiente para tener

un estimativo confiable de la riqueza de OTUs en ambos sitios de muestreo.

Segun el indice de diversidad Chaol, la muestra PS02 presentd la mayor riqueza y la muestra PS01
la menor riqueza (Fig. 3). Los indices de diversidad de Shannon y Simpson indicaron una alta
biodiversidad en las muestras y una mayor biodiversidad especifica en la muestra IA01; mientras

que la muestra PS03 presento la menor biodiversidad (Fig. 3).

La estimacion de la diversidad beta (Fig. 4) reflejé una agrupacion en las muestras PS02 y PS03;
mientras que la muestra PSO1 se agrupo6 con las muestras de Islalba 1A0L1 e 1A03; y la muestra

IA02 quedd aislada de las demas.

Composicion fangica

Un total de 1.327.720 lecturas pareadas de la region ITS2 fueron obtenidas, a partir de las cuales
resultaron 561.285 reads que correspondieron a 702 OTUs. El 98,72% de los reads se logré
identificar hasta el nivel de reino, de las cuales el 85,58% correspondieron al reino Fungi, mientras

que el 12,89%, 0,18% y 0,06% a Viridiplantae, Alveolata y Metazoa, respectivamente.

Dentro del reino Fungi, se logré identificar hasta el nivel de phylum el 18,77% de los reads.
Respecto a los phyla pertenecientes al reino Fungi, tanto en Islalba como en Punta Soldado se
observé una mayor abundancia (68,30%-88,87%) en un phylum no identificado (Fig. 5a), al realizar
un BLAST en el NCBI se observo que la secuencia de dicho phylum corresponde a Uncultured
fungus. El segundo phylum maéas abundante fue Ascomycota (28,66%-9,84%), seguido de

Basidiomycota (2,28%-1,29%), Mucoromycota (0,42%-0%) y Glomeromycota (0,33%-0%).



Hasta el nivel de clase se logro identificar el 18,74% de los reads. Dentro del phylum Ascomycota,
en ambos sitios de muestreo, la clase con mayor abundancia fue Eurotiomycetes (24%-4,21%),
seguido de Sordariomycetes (3,58%-2,90%), Saccharomycetes (0,65%-2,72%) y Dothideomycetes
(0,44%-0%); el phylum Basidiomycota estuvo representado por Agaricomycetes (1,60%-1,29%) y
Tremellomycetes (0,62%-0%); el phylum Mucoromycota por Mucoromycetes (0,42%-0%); y

Glomeromycota por la clase Glomeromycetes (0,33%-0%) (Fig. 5b).

Se logro identificar el 18,74%, 17,91%, 10,27% y 4,89% de los reads hasta el nivel de orden,
familia, género y especie, respectivamente. En la tabla 1 se encuentran los grupos mas abundantes

y su porcentaje de abundancia en cada sitio de muestreo.

Inferencia funcional fungica

Un total de 79 rutas metabolicas fueron inferidas utilizando el software PICRUSt2. Al realizar el
analisis PCA de los genes inferidos se pudo apreciar que los grupos formados de acuerdo a la
abundancia de genes en cada muestra no mostraron una clara relacién con los dos bosques de
manglar muestreados (Fig. 6); las muestras pertenecientes a lIslalba y la muestra PS02
(perteneciente a Punta Soldado) presentaron mayor cercania en su distribucion, mientras que las
otras dos muestras pertenecientes a Punta Soldado (PSO1 y PS03) se encontraron dispersas,

indicando una mayor variabilidad.

En el mapa de calor comparativo entre rutas metabolicas (Fig. 7) hay patrones de agrupamiento de
las muestras pertenecientes a Punta Soldado y a Islalba, a excepcion de la muestra PS01 que se
agrupd con un cluster diferente (parte superior de la Fig. 7). Ademas, se apreciaron tres patrones
de agrupamiento de las rutas metabdlicas: A (alto), B (medio) y C (bajo), de acuerdo a la

abundancia a lo largo de los niveles de intervencion (parte izquierda de la Fig. 7). Las rutas
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metabolicas con mayor abundancia estan asociadas a la biosintesis de aminoacidos proteinogénicos
y a la degradacion de acidos grasos. La ruta PWY-7111, que ha sido descrita en organismos
genéticamente modificados para producir isobutanol, se encontré mas abundante en el manglar con
mayor IPA. Las rutas metabdlicas con abundancia media, presentaron relacion con la biosintesis
de nucledtidos de guanosina y con rutas alternativas para la oxidacion de la glucosa. Las rutas
metabolicas con menor abundancia estan relacionadas con la biosintesis de cofactores y moléculas
reguladoras, y una de las rutas (PWY-7385) ha sido descrito en organismos genéticamente
modificados para la biosintesis de 1,3-propanodiol. Las rutas metabdlicas presentaron diferencias

significativas con un p<0,05 y un intervalo de confianza del 95%.

El mapa de calor de la abundancia de las rutas metabdlicas relacionadas con la degradacion de la
celulosa, la hemicelulosa y la pectina (Fig. 8) no hay una agrupacién de las muestras pertenecientes
a cada bosque de manglar, indicando que en ambos sitios los hongos estan llevando a cabo las
mismas rutas para la degradacion de la lignocelulosa. Ninguna de estas rutas presentd diferencias

significativas entre los grupos.
Categorias troficas fungicas

Se logré relacionar con una categoria trofica al 18,54% de las secuencias pertenecientes al reino
Fungi. Se observaron claras diferencias entre ambos sitios de muestreo (Fig. 9). Tanto en Islalba
como en Punta Soldado los saprétrofos (86,9%-94,55%) fueron el gremio méas abundante,
representado principalmente por los 6rdenes Eurotiales y Saccharomycetales. La segunda
categoria trofica mas abundante fue patotrofos-saprotrofos-simbidtrofos (5,66%-5,45%), la cual
incluye los organismos que han sido reportados por desempefiar estos tres roles en la naturaleza,
alli se encontraron individuos de los géneros Fusarium y Cytospora, de la familia Entolomataceae
y del orden Tremellales. Unicamente en Islalba, manglar con un IPA mayor, se observd la presencia
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de patétrofos (5,41%) y simbidtrofos (2,04%). Entre los patétrofos se encontraron los géneros
Clonostachys, Curvularia, Purpureocillium y Metarhizium; entre los simbiotrofos individuos

pertenecientes al género Tomentella y a la familia Glomeraceae.

DISCUSION

Diversidad y composicion fungica

En este estudio se logro identificar un 98,72% de los reads hasta el nivel Reino y a nivel phylum el
18,77% de los reads pertenecientes al reino Fungi. Resultados interesantes si se comparan con los
obtenidos por Li et al. (2016) en un estudio en los manglares de China, donde el 61,65% de las
secuencias no se asignaron a ningun reino conocido, el 37,76% de las secuencias pertenecian al
reino Fungi y de estas identificaron el 22,06% hasta el nivel phylum; dichos valores los atribuyeron
a la cantidad de secuencias de referencia disponibles en las bases de datos utilizadas, y sugirieron
que hay una poblacion de hongos pertenecientes al manglar que no se han descrito. Igualmente,
Vanegas et al. (2019) reportaron que al realizar los analisis metagenémicos con las regiones I1TS1
e ITS2 en los manglares de la costa atlantica colombiana la mayoria de reads fueron asignados a

’

“non-cultivable fungi”.

Los resultados de diversidad y composicion fungica de este estudio (Fig. 5) se correlacionan bien
con hallazgos previos sobre sedimentos de manglar en lugares como Port St Johns Sudéafrica (Marie
et al., 2019), Colombia (Vanegas et al., 2019), India (Sanka et al., 2017), Nueva Caledonia (Arfi
etal., 2012; Luis etal., 2019), Arabia Saudita (Simdes et al., 2015), Taiwan (Purahong et al., 2019)

y China (Li et al., 2016), donde el phylum mas representativo fue Ascomycota seguido de
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Basidiomycota. Contrario a esto, en un estudio realizado en los manglares de India, Haldar et al.

(2019) reportaron una mayor frecuencia de Basidiomycota, seguido de Ascomycota.

Los cambios presentados en la abundancia de Ascomycota y Basidiomycota en los diferentes tipos
de suelo se han atribuido a variaciones en la relacion Carbono/Nitrégeno (C/N) y los niveles de
fosforo (P). De este modo, los suelos ricos en P contienen mas Ascomycota que Basidiomycota,
mientras que los suelos con una relacion C/N maés alta presentan una mayor prevalencia de
Basidiomycota (Lauber et al., 2008). La dominancia de Ascomycota, ademas de ser explicada por
la composicidn del sedimento y la disponibilidad de diferentes fuentes de carbono, también puede
ser consecuencia del drenaje fungico del agua marina a las aguas costeras y a los sedimentos, puesto

que Ascomycota representa el 72% de las especies fungicas marinas (Jones et al., 2015).

Los hongos, en especial algunos Ascomycota y Basidiomycota, pueden mantener un crecimiento
anaerobico al utilizar la reduccion desasimilatoria de nitrato (Takaya, 2002); siendo muy
importantes en la desnitrificacién anaerdbica en sedimentos intermareales con baja disponibilidad

de oxigeno (Arfi et al., 2012).

Los phyla Glomeromycota y Mucoromycota fueron encontrados Unicamente en Islalba (Fig. 5),
con una abundancia baja. En estudios de composicién fangica en sedimentos de manglar los
Glomeromycota también han sido reportados con abundancias similares por Simdes et al. (2015)
en Arabia Saudita, Li et al. (2016) en China, Luis et al. (2019) en Nueva Caledonia y Vanegas et
al. (2019) en Colombia. Los Glomeromycota tienen relaciones simbioticas con mas del 80% de las
plantas vasculares, incluidos los manglares (French, 2017), formando micorrizas arbusculares
(AM); se calcula que hasta el 20% de los productos de fotosintesis de las plantas terrestres son

consumidos por hongos AM, por lo que esta simbiosis contribuye significativamente al ciclo global
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del fosfato y carbono (Bago et al., 2000). Ademas, han sido reportados como micorrizas

relacionadas con la tolerancia al estrés hidrico (Zarik et al., 2016).

En las clases mas abundantes del phylum Ascomycota se encontraron Eurotiomycetes,
Sordariomycetes y Saccharomycetes (Tabla 1), las cuales difirieron en su abundancia entre las
diferentes muestras. Luis et al. (2019) reportaron que Eurotiomycetes y Sordariomycetes se
detectan en los sedimentos del manglar Unicamente en la temporada himeda, cuando la salinidad
es la més baja; mientras que Saccharomycetes presenta una mayor abundancia durante la estacion

seca, cuando la salinidad es mayor.

Dentro del phylum Basidiomycota, Agaricomycetes fue la clase identificada con mayor abundancia,
y dentro de esta, Agaricales fue el orden méas abundante (Tabla 1), los miembros de este orden son
descomponedores de madera tipicamente terrestres (Hiscox et al., 2015), su presencia en
sedimentos de manglar (Gareth et al., 2006; Simdes et al., 2015; Haldar et al., 2019) sugiere una

funcion potencial como descomponedores de la madera muerta y la hojarasca en este ecosistema.

En ambos sitios de muestreo se encontraron individuos pertenecientes a los géneros Penicillium y
Fusarium (Tabla 1), estos han sido reportados por ser solubilizadores de fosfatos en el manglar
(Thatoi et al., 2013) y productores de celulasas (Alsheikh et al., 2014); ademas, Fusarium también
ha sido reportado como un microorganismo potencialmente productor de xilanasa (Torres et al.,
2013), enzima importante en la descomposicion de la hemicelulosa (Collins et al., 2005).
Adicionalmente, se encontrdé Trichoderma, que al igual que Penicillium, han sido asociados con la
produccion de sustancias antimicrobiales, lo cual les permite ser competitivos para colonizar el

sedimento del manglar y suprimir los hongos fitopatogenos (Haryani et al., 2019).

Inferencia funcional fungica
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Se observaron rutas metabolicas con diferencias significativas que variaban en su abundancia a
través de las muestras de suelo analizadas (Fig. 7). Entre estas rutas metabolicas se encontrd la
VALSYN-PWY, ruta para la biosintesis de la valina, que comparte sus pasos con una ruta paralela
de la biosintesis de la isoleucina, formando parte de la sUper ruta de la biosintesis de aminoécidos
de cadena ramificada, generando isoleucina, valina y leucina (Orasch et al., 2019). La PWY-6837,
via para la degradacion alternativa de &cidos grasos con enlaces dobles cis en carbonos de nimeros
impares (Schulz, 2002). La PWY-7228, ruta para la biosintesis de novo de nucledtidos de
guanosina (National Center fot Biotechnology Information, 2020). La NONOXIPENT-PWY, via
de la pentosa fosfato, implicada en la generacion de NADPH y una variedad de moléculas
requeridas para la biosintesis de acidos nucleicos y aminoacidos (Miosga et al., 1996). La PWY-
5189 implicada en la biosintesis de tetrapirrol, los cuales funcionan como cofactores en una

variedad de procesos bioldgicos esenciales (Schubert et al., 2002).

La PWY-5920, via para la biosintesis de hemo b, un grupo prostético que contiene hierro y se
encuentra en muchas proteinas esenciales, participa en el metabolismo oxidativo y, ademas, es una
molécula reguladora en la transcripcion, traduccién, focalizacion y estabilidad de proteinas, y
diferenciacion celular (Franken et al., 2011). También se encontraron rutas llevadas a cabo por
organismos genéticamente modificados, por ejemplo, la PWY-7111, relacionada con la
fermentacion del piruvato al isobutanol, donde se induce la sobreexpresion de determinadas
enzimas para generar un aumento en la produccion de isobutanol (Lee et al., 2012), y la PWY-
7385 implicada en la biosintesis de 1,3-propanodiol, producto quimico altamente utilizado en la
produccion de polimeros, a partir de cepas recombinantes (Rao et al., 2008). Estas rutas no ocurren
naturalmente en ningln organismo conocido y no se encontraron reportes de su presencia en

hongos del manglar. Generalmente, los microorganismos modificados genéticamente se
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encuentran en la naturaleza debido a su liberacion intencionada o a un escape de estos organismos

(Jansson, 1995).

En el mapa de calor de las rutas relacionadas con la degradacion de la celulosa, hemicelulosa y
pectina (Fig. 8), los principales componentes de la lignocelulosa, no se encontraron diferencias
relacionadas con la abundancia en los diferentes sitios de muestreo, indicando que sin importar las
diferencias en el IPA los hongos estan llevando a cabo las mismas rutas, lo que corrobora el
importante rol de estos microorganismos en el proceso de degradacion de la lignocelulosa en los
sedimentos del manglar (Krauss et al., 2011; Thompson et al., 2013). Se observaron 4 rutas
relacionadas con la degradacion de los componentes de la lignocelulosa, rutas que ademas son
esenciales para el crecimiento celular de los organismos quimioheterétrofos, como es el caso de
los hongos. La GLUCOSE1PMETAB-PWY implicada en la degradacién de la glucosa-1-fosfato
hasta D-gluconato (Csutora et al., 2005). La ruta Leloir, cataliza la conversion de la D-galactosa a
la D-glucopiranosa 6-fosfato mas versatil metabdlicamente, esta via es necesaria ya que la
galactosa en si no puede usarse directamente para la glacolisis (Boles et al., 1994). La

ANAGLYCOLYSIS-PWY, via de la glicolisis 111, a partir de la glucosa (Bloxham et al., 1973).

Categorias troficas fungicas

Se logro realizar una asignacion tréfica al 18.54% de los reads, lo que corresponde al 98.93% de
los reads clasificados taxondmicamente hasta el nivel de clase; resultado interesante si se compara
con el estudio realizado por Vanegas et al. (2019) en los manglares del atlantico colombiano, donde
reportaron que la mayoria de reads clasificados taxonémicamente no tuvieron un claro rol
funcional, estos valores los atribuyeron al poco conocimiento que se tiene hasta el momento sobre

el rol de los hongos en los manglares.
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Tanto en Islalba como en Punta Soldado, se encontré una abundancia mayor de saprotrofos (Fig.
9), gremio fundamental en los sedimentos del manglar al encargarse de la descomposicion de la
materia organica lignocelulésica (Saravanakumar et al., 2016), cumpliendo un importante papel
ecologico al dar continuidad a la red trofica detritivora (Sousa et al., 2012). Estos resultados se
correlacionan bien con hallazgos previos sobre sedimentos de manglar realizados en Nueva
Caledonia (Luis et al., 2019), Taiwan (Purahong et al., 2019) y Colombia (Vanegas et al., 2019),

quienes encontraron mayor abundancia en este modo tréfico.

Igualmente, en ambos manglares se encontrd la presencia del gremio patétrofo-saprétrofo-
simbiotrofo, representado por Fusarium y Cytospora, que no solamente se destacan por ser
descomponedores de materia organica, sino que han sido reportados por ser patdgenos en plantas
y hongos (Srinivas et al., 2019; Zhu et al., 2020), adicionalmente, Fusarium es un reconocido

patdgeno en humanos (Dignani et al., 2004).

A diferencia de Punta Soldado, en Islalba se encontraron pat6trofos y simbi6trofos, entre los
patétrofos se hallaron individuos de los géneros Clonostachys, Curvularia, Purpureocillium y
Metarhizium, cuyos organismos se han descrito como entomopat6genos, patégenos de plantas y de
hongos (Aw et al., 2017; Nygren et al., 2018), con especial importancia los relacionados con
Curvulria y Purpureocillium que ademéas han sido reportados como patdégenos en humanos

(Luangsa-Ard et al., 2011; Krizsan et al., 2015).

Las diferencias en la diversidad de las categorias tréficas encontradas en el manglar de Islalba y en
el de Punta Soldado pueden ser atribuidas a varios factores. El primero es la diversidad de especies
de mangle presente en los bosques evaluados, Urbanova et al. (2015) reportaron que el efecto de
las especies arbdreas explica hasta el 47% de la variacion observada en la composicion de las
comunidades fungicas del suelo, debido a que los exudados de las raices del mangle pueden servir
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como fuente de carbono para los microorganismos, y adicionalmente, tienen perfiles de exudacion
diferentes que podrian contribuir a una seleccion diferencial de las comunidades microbianas (G-

Holguin et al., 2001).

En relacion a esto, se ha reportado que Islalba tiene un bosque mas diverso y con mayor riqueza
especifica a comparacion de Punta Soldado, la estructura del bosque del manglar de Islalba esta
conformada por Mora oleifera, Rhizophora mangle y Pelliciera rhizophorae, siendo esta ultima la
especie con mayor importancia biologica en dicho manglar. Mientras que la estructura del bosque
de manglar de Punta Soldado est4 conformada por P. rhizophorae y R. mangle, presentando una

clara dominancia de R. mangle (Ortega, 2019).

Otro factor es la salinidad, se ha reportado que Islalba tiene una salinidad de aproximadamente 12
PSU, mientras que la de Punta Soldado es mayor con 20 PSU (Ortega, 2019). Diferentes estudios
han evidenciado un aumento en la biodiversidad cuando la salinidad es menor, lo que se asocia con
sitios mas humedos que favorecen la colonizacion fangica (Jones, 2000; Molnar et al., 2014;

Saravanakumar et al., 2016; Luis et al., 2019; Vanegas et al., 2019).

Otro factor que puede estar influyendo en la diversidad tréfica, es la cercania a un centro poblado.
Islalba al encontrarse méas cerca de Buenaventura (1.77 km) posee una mayor perturbacion
antropica en comparacion con Punta Soldado (17.5 km). Ortega (2019) evalu6 el IPA en ambos
manglares, de acuerdo a este, Islalba con un IPA=7 tiene mas signos de intervencidn antropica que
Punta Soldado, que mostré un IPA=2. Siendo evidente, en Islalba, la afectacion por las basuras y
por la tala selectiva de arboles, mientras que en Punta Soldado se encontré poca afectacion por
dichas variables (Riascos et al., 2019). Ademas, al presentarse una mayor tala de arboles en Islalba,
se evidencia una mayor cantidad de madera en el suelo (Ortega, 2019), todo esto hace que el
manglar de Islalba ofrezca una mayor variedad de microhabitats respecto a los que ofrece Punta
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Soldado, lo que se ha relacionado con un aumento en la diversidad fangica (Hyde, 1989; Hyde et

al, 1995; Thatoi et al, 2013).

Este estudio permite concluir que, teniendo en cuenta la totalidad de los reads pertenecientes al
reino Fungi, no hay una clara diferencia entre los dos bosques de manglar en cuanto a los niveles
taxondmicos evaluados, siendo los phyla Ascomycota y Basidiomycota los méas abundantes. En las
rutas metabdlicas implicadas en la degradacion de los compuestos lignocelulésicos no se
encontraron diferencias entre los bosques de manglar, lo que indica que los hongos estan llevando
a cabo las mismas rutas, corroborando su importante rol en la degradacion de la lignocelulosa. En
las categorias troficas se encontrd una clara diferenciacién entre ambos manglares, siendo los
saprotrofos el gremio con mayor abundancia, lo que sugiere un papel relevante de los hongos en el
ciclo de la materia organica, adicionalmente, la presencia de patétrofos Unicamente en Islalba
podria indicar la influencia de actividades antropicas. Sin embargo, se requieren mas estudios para
comprender mejor la biodiversidad y el papel de los hongos en el manglar, ya que la mayoria de
los OTUs se asignaron a hongos no cultivados y algunos con clasificacion taxonémica no tienen

un papel funcional claro.
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Fig. 1. Ubicacion de los sitios de donde provienen las muestras de manglar a las que se les realizé
el analisis bioinformatico.
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Tabla 1. Grupos taxonémicos méas abundantes en cada bosque de manglar.

Nivel Mis abundantes Abundancia*
taxonémico Islalba Punta Soldado
Ascomycota 90.44% 88.45%
Basidiomycota 7.21% 11.55%
Phylum Mucoromycota 1.33% 0%
Glomeromycota 1.03% 0%
Eurotiomycetes 78.86% 37.87%
Sordariomycetes 11.33% 26.1%
Clase Saccharomycetes 2.04% 24.47%
Agaricomycetes 5.07% 11.55%
Tremellomycetes 1.96% 0%
Eurotiales 75.86% 37.87%
Hypocreales 9.61% 23.04%
Orden Saccharomycetales 2.04% 24.47%
Agaricales 2.64% 9.58%
Atheliales 1.46% 1.52%
Aspergilliaceae 58.72% 13.02%
Thermoascaceae 17.91% 27.95%
Familia Hypocreaceae 3.44% 22.35%
Debaryomycetaceae 0.79% 12.60%
Psathyrellaceae 1.36% 10.37%
Trichoderma 5.1% 23.41%
Meyeozyma 1.99% 14.17%
Género Coprinellus 3.43% 11.67%
Penicillium 5.39% 3.86%
Fusarium 5.93% 2.91%
T. harzianum 0% 44.18%
M. caribbica 4.88% 26.75%
Especie F. oxysporum 14.55% 5.5%
Candida tropicalis 2.87% 11.99%
Fibulomyces fusoideus  9.31% 3.49%

*Porcentajes de abundancia excluidas las secuencias no identificadas
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