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Resumen
Los jarales de Cistus ladanifer L. albergan una extraordinaria produccién de hongos entre los que
destaca el apreciado Boletus edulis Bull. Su fructificacion es tipicamente variable debido a diversos
factores, desconociéndose en gran medida la evolucion del micelio en el suelo en funcién de esos
factores.

Bajo la hipétesis de que el manejo influye en el micelio de B. edulis en el suelo, se realizaron
diferentes tratamientos de reduccion de combustible (quema controlada, desbroce total, desbroce
50% y no desbroce) en jarales naturales de origen variado. Se tomaron muestras de suelo en tres
momentos del ano, cuantificando el ADN de B. edulis mediante PCR a tiempo real.

En general, se confirmé la presencia del hongo en el suelo, pero en cantidad variable. Fue mas
abundante en zonas no tratadas y en aquellas desbrozadas al 50%. En cuanto al origen de la masa,
parcelas que fueron quemadas ocho anos atras, albergaron una mayor cantidad de micelio.
Finalmente, el micelio de B. edulis en el suelo, a pesar de no haber diferencias significativas entre
tiempos, tendié a ser mas abundante en diciembre. Basandonos en los resultados obtenidos, se
propondran las practicas de manejo 6ptimas para promover una mayor produccion de B. edulis de
forma sostenible.
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1. Introduccion

El ecosistema de Cistus sp. se distribuye por el noroeste de la peninsula ibérica y norte de
Marruecos. Estos matorrales mediterraneos crecen en suelos poco desarrollados, deficientes en
nutrientes y acidos (ROSSINI-OLIVA et al. 2016). A pesar de ser considerados tradicionalmente como
suelos improductivos, albergan una elevada produccién de hongos altamente demandados por su
interés gastronémico (ORIA-DE-RUEDA et al. 2008). Las especies del género Boletus (Boletus edulis y
Boletus aereus, principalmente) son las que mayor valor econémico tienen en estos ecosistemas
(ORIA-DE-RUEDA et al. 2008).

Boletus edulis es uno de los hongos mas valorados en todo el mundo (BOA, 2004),
especialmente en los mercados de muchos paises donde su comercio se ha convertido en una
importante actividad econémica complementaria (CAl et al. 2011; MARTINEZ et al. 2011; VOCES et al.
2012). Sin embargo, la disponibilidad de este hongo, como la mayoria de hongos ectomicorricicos
depende de su fructificacion natural, ya que hasta el momento no se ha conseguido su produccion
controlada (MEDIAVILLA et al. 2016). De este modo, la recoleccion natural en bosques es la Unica
forma de obtener este recurso (DE LA VARGA et al. 2013).
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Ademas, se ha observado que su fructificacion es tipicamente variable debido a diversos
factores, y solo puede ser recolectado cuando las condiciones climaticas y de habitat sean adecuadas
para su fructificacion (LIU et al. 2016). En este sentido, se han llevado a cabo varios estudios para
testar la influencia de algunos factores como: a) factores climaticos (BONET et al. 2010; HERNANDEZ-
RODRIGUEZ et al. 2015); b) estructura de la masa (MARTINEZ-PENA et al. 2012); o ¢) edad (BONET et
al. 2004), pero se desconoce en gran medida la evolucion del micelio en el suelo en funcién de esos
factores. Por lo que, falta informacion importante sobre el ciclo de vida y dinamicas estacionales del
micelio de B. edulis en el suelo. Esta informacion podria ser relevante para establecer practicas de
manejo que permitan mantener e incrementar la produccion de carpéforos, conservando al mismo
tiempo la diversidad flngica (EGLI et al. 2010)

Hoy en dia, gracias al desarrollo de técnicas de alta sensibilidad y especificidad (SIMENG et al.
2015), como PCR a tiempo real, es posible monitorear y cuantificar la distribuciéon de micelio
extrarradical en el suelo (DE LA VARGA et al. 2013; PARLADE et al. 2013).

En consecuencia, en este estudio nos preguntamos qué efecto tienen diferentes practicas de
manejo selvicola (quema controlada, desbroce completo, desbroce al 50% y no desbroce) en la
presencia y cantidad de micelio de B. edulis en el suelo, si se podria incrementar la cantidad de
micelio a través de practicas selvicolas y por lo tanto, la produccién de hongos.

2. Objetivos

El objetivo de este estudio fue testar como afectan diferentes tratamientos de reduccion de la
vegetacion (quema controlada, desbroce total, desbroce 50% y no desbroce) a la presencia y cantidad
de micelio de B. edulis en el suelo.

3. Metodologia

La zona de estudio se localiz6 en la provincia de Zamora y esta dominada exclusivamente por
arbustos de C. ladanifer. Se caracteriza por tener clima mediterraneo, con una estacion seca durante
el verano y frios inviernos. La precipitacion media anual es 450-700 mm, y las temperaturas medias
oscilan entre 14,5 y 15,8°C. Los datos climaticos fueron proporcionados por la estacion
meteorologica mas cercana (Alcaiices, 0724617 Longitud-UTM, 4618218 Latitud-UTM, Huso 29T y
806 m sobre el nivel del mar, Agencia Meteoroldgica Espafnola). La zona de estudio estaba formada
por tres zonas con diferente edad y origen: a) una masa de 8 anos de edad cuyo origen fue un
incendio forestal; b) una masa de 8 anos de edad cuyo origen fue un desbroce de la masa; ¢) una
masa de 20 anos de edad cuyo origen fue un incendio forestal.

Los tratamientos se establecieron dependiendo de su aplicabilidad de acuerdo a la edad y
caracteristicas de la vegetacion. Para las masas de 8 afios de edad (a y b), los tratamientos llevados a
cabo consistieron en diferentes niveles de reduccion del combustible: 1) sin desbroce (control); 2)
desbroce del 50% y 3) desbroce total. En la masa de 20 anos de edad (c), los tratamientos de
reduccién de combustible fueron: 1) sin desbroce (control); 2) desbroce total y 3) quema controlada.

De este modo, se estudiaron tres zonas diferentes con tres tratamientos por zona, y tres
parcelas por tratamiento, resultando en un total de 27 parcelas muestreadas. Cada parcela de
muestreo consistié en un transecto de 2x50 m, establecidos de acuerdo a estudios previos (LUOMA et
al. 1991; SMITH et al. 2002).

Las muestras de suelo se recogieron en tres momentos diferentes: al final de la temporada de
fructificacion de los carpoéforos (diciembre), en abril y en julio. Para ello se utilizd un extractor (3,5 cm
de diametro y 26 cm de profundidad), y se tomaron 5 muestras de suelo en cada parcela, separadas
5 m entre si, y siguiendo la forma de la parcela (TAYLOR, 2002).

Q

7°CONCRESO FORESTAL
ESPANOL



3/7
Extraccion de ADN del suelo

Se prepard el suelo antes de llevar a cabo la extraccion de ADN. Para ello, fue secado a
temperatura ambiente y posteriormente tamizado con un tamiz de 1mm para eliminar piedras y
elementos gruesos.

Las extracciones de ADN se realizaron con el kit de extraccion “PowerSoil® DNA Isolation Kit”
(MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA), a partir de 0,25 g de suelo por muestra, de acuerdo a
las indicaciones del fabricante. Se procesaron un total de 81 muestras. El ADN extraido se almacené
a -20°C hasta su uso.

Cuantificacion de micelio del suelo mediante PCR a tiempo real

El ADN extraido de B. edulis se amplifico mediante PCR a tiempo real en un sistema de PCR a
tiempo real de Applied Biosystems® 7500 (Applied Biosystems, Mannheim, Germany), usando el kit
“gqPCR Boletus edulis-VK” provisto por Vacunek S.L., y de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
para un volumen de reaccion final de 25 pl. El kit proporciond los reactivos y enzimas necesarios,
mezclados en un Unico master mix. El kit utiliza una sonda Tagman marcada con FAM-BHQ1® y
también un control interno positivo (CIP) con cebadores y una sonda Tagman marcada con JOE-
BHQ1®, que permite detectar falsos negativos causados por la inhibicién. Se anadieron cinco
microlitros del ADN extraido de las muestras de suelo. También se anadid un control positivo en el
analisis, con una cantidad conocida de ADN.

Se incluyeron tres replicas por muestra, asi como un control negativo. Se generd una curva
estandar con 5 puntos y tres réplicas por punto, usando cantidades conocidas de micelio. Se
realizaron diluciones seriadas desde 11.400.000 a 1,140 ng de micelio/g de suelo. Las condiciones
de ciclo de PCR fueron: 10 minutos a 95°C, 45 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 60
segundos.

Analisis de datos

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante analisis de la varianza (ANOVA).
Los valores medios fueron comparados mediante test de Fisher (LSD) (P<0,05). Los datos se
transformaron cuando fue necesario para cumplir los requisitos de ANOVA. Todos los analisis se
realizaron con el software R, version 3.0.1. (2013).

4. Resultados

La curva estandar cumplié los requerimientos en términos de eficiencia R= 0,99. Los controles
negativos (muestras negativas), recogidas en un area cercana sin produccion de B. edulis, y con
caracteristicas de suelo similares, no mostraron amplificacion.

Nuestros resultados confirmaron la presencia extendida de micelio de B. edulis en el suelo. Asi,
la presencia de B. edulis se confirmd en 78 de las 81 muestras de suelo recolectadas. Las tres
muestras donde la amplificacién no se llevé a cabo pertenecian a las parcelas en las que se habia
realizado un desbroce total de la masa. En dichas parcelas, no habia habido fructificacién de B. edulis
el otono anterior.

La cantidad mas baja detectada de micelio de B. edulis fue 4,48 106 mg de micelio por gramo
de suelo, y fue recogida en las parcelas donde se habia realizado un desbroce total. El limite maximo
de deteccion fue registrado en las parcelas aclaradas al 50% con 0,084 mg de micelio por gramo de
suelo.
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Hubo amplificacion de ADN de B. edulis en todos los tratamientos. Las cantidades mas bajas de
micelio en el suelo se recogieron en las parcelas en las que se habia efectuado el desbroce total. Asi,
se apreciaron diferencias significativas con respecto a las parcelas donde se habia hecho un
desbroce al 50% (P=0,03) y las parcelas control (P=0,004). Sin embargo, en el caso de la quema
controlada (en la que también se elimind toda la vegetacion), no se apreciaron diferencias
significativas en la cantidad de micelio en suelo respecto a los controles (P=0,06). Tampoco se
apreciaron diferencias significativas entre las parcelas con desbroce al 50% y las parcelas control
(P=0,15).

De acuerdo al origen de la masa, las parcelas jovenes cuyo origen fue un fuego mostraron una
cantidad de micelio significativamente mas alta que aquellas cuyo origen fue un desbroce (P=0,018)
y también que las senescentes (P=0,011).

Teniendo en cuenta las dinamicas estacionales, a pesar de que no se evidencid ninguna
diferencia significativa en tiempos diferentes, la tendencia de datos sugiere que la cantidad estimada
de micelio en el suelo durante la estacion de fructificacion (diciembre) fue superior que en abril y en
julio.

5. Discusion

Se confirm6 una extendida presencia de B. edulis en el suelo, amplificando en todos los
tratamientos. Este hecho puede resultar impactante, ya que uno de los tratamientos realizados
consistié en la completa eliminacién de la especie hospedante (desbroce total y quema controlada), y
B. edulis es una especie micorricica, cuya supervivencia depende de un hospedante. Sin embargo, se
cree que esta alta resiliencia del hongo se pueda deber a la existencia de propragulos micorricicos en
el suelo. Después de perturbaciones, los bancos de esporas y los propagulos fungicos resistentes
desempenan un papel fundamental en la recuperacion flngica (BUSCARDO et al. 2010). Ademas, C.
ladanifer ha sido reconocida como especie hospedante puente (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al.
2013), proporcionando inéculo micorricico disponible para colonizar nuevos hospedantes.

Respecto a las cantidades de micelio en suelo, se obtuvo como limite de deteccién inferior 4,48
106 mg de micelio de B. edulis por gramo de suelo. Este resultado avala la alta precision del kit
empleado para la cuantificacion de micelio extrarradical de B. edulis en suelo. Al comparar las
cantidades de micelio recogidas en nuestras parcelas con las recogidas en otros estudios, fueron
similares a las reportadas por SUZ et al. (2008), e inferiores a DE LA VARGA et al. (2013). Sin
embargo para hacer comparables los resultados seria necesario estandarizar la metodologia,
especialmente las caracteristicas del material flngico empleado para realizar las curvas estandar
(PARLADE et al. 2013).

Los tratamientos donde la vegetacion fue totalmente eliminada (desbroce total y quema
controlada) mostraron un diferente comportamiento. En las parcelas donde se realiz6 desbroce total,
tres anos después de realizar el tratamiento, la cantidad de micelio en suelo no se habia recuperado.
PARLADE et al. (2017) también reportaron que la biomasa de B. edulis en el suelo no se habia
recuperado tres anos después de realizar cortas en una masa de Pinus sylvestris. Sin embargo, en el
caso de las parcelas donde se llevd a cabo la quema controlada, la cantidad de micelio se recuperd
tres anos después del incendio, ya que no hubo diferencias significativas en la cantidad de micelio de
B. edulis en el suelo entre estas parcelas y parcelas de control. Esto puede ser debido por el caracter
pir6fito de C. ladanifer (AGUEDA et al. 2008). Las altas temperaturas generadas por el fuego en las
capas superiores del suelo provocan la germinacion de las semillas (BASTIDA & TALAVERA, 2002), y
asi al reestablecerse las plantas, una mas rapida recuperacion de la masa.

Las parcelas jovenes cuyo origen fue un incendio mostraron una significativamente mayor
cantidad de micelio en el suelo que aquellas procedentes de un desbroce y que las parcelas
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senescentes. Otra vez el papel del choque térmico en la induccién de germinacion de las semillas
podria explicar esta mayor concentracion de micelio en el suelo. Una mayor germinacion de semillas,
podria propiciar un mayor nidmero de plantas, y en consecuencia, un sistema radical mas extenso que
sea capaz de albergar una mayor cantidad de micelio en sus raices. Por el contrario, los inferiores
valores de micelio en las parcelas senescentes, a pesar de ser originadas por incendio forestal,
podrian ser explicados por la baja actividad fotosintética de las plantas senescentes (HERNANDEZ-
RODRIGUEZ et al. 2013), ya que el desarrollo de los hongos ectomicorricicos depende del carbono
fijado fotosintéticamente por sus especies hospedantes (EGLI, 2011).

Atendiendo a las dinamicas estacionales del hongo, no se apreciaron diferencias significativas
en diferentes momentos, sin embargo en los suelos recogidos en diciembre la cantidad de micelio fue
superior que en los meses de abril y julio. DE LA VARGA et al. (2013) también reportaron una mayor
cantidad de micelio en suelo para B. edulis y L. deliciosus durante los meses mas frios. Esto podria
deberse a que el micelio necesitaria aumentar su superficie de absorcidon para contrarrestar la baja
actividad del hospedante durante los meses de frio (DE LA VARGA et al. 2013).

6. Conclusiones

Los resultados obtenidos confirmaron una presencia extendida de micelio de B. edulis en el
suelo, amplificando en todos los tratamientos. La mayor cantidad de micelio en suelo se encontré en
las parcelas control y las parcelas desbrozadas al 50%. De acuerdo al origen de la masa, se recogio
una mayor cantidad de micelio extrarradical de B. edulis en las masas jovenes y procedentes de un
incendio forestal. A pesar de no haber diferencias significativas estacionales, se evidencié una
cantidad de micelio superior en el mes de diciembre. En base a los resultados de este estudio, se
recomendaria efectuar tratamientos de reduccion del combustible al 50%, asi como promover un
rejuvenecimiento de la masa para fomentar mayores producciones de micelio de B. edulis en suelo.
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