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Resumen

La realizacion de claras forestales conlleva cambios en la biomasa miceliar y en la producciéon de
setas, aunque apenas se conoce si el efecto de las claras es similar en ambas fases del ciclo
fangico. En este estudio, analizamos los cambios en la biomasa fungica del micelio y de los
esporocarpos de Lactarius vinosus tras las claras realizadas con distintas intensidades de corta
en un pinar mediterraneo de Pinus pinaster. Durante 5 anos y en 26 parcelas experimentales,
estimamos la biomasa miceliar del hongo mediante gPCR, mientras que la produccion de setas la
cuantificamos mediante muestreo semanal desde septiembre a diciembre. EI muestreo de
biomasa miceliar se realiz6 también mensualmente durante un afno. La intensidad de clara tuvo
un efecto positivo intra-anualmente en la biomasa del micelio, alcanzando su maximo en marzo y
octubre, mientras que no hubo efecto inter-anual. No se observé ninguna correlacién entre la
produccién de setas y la biomasa miceliar, asi como tampoco hubo correlaciéon entre la
intensidad de clara y la ratio entre la produccion de setas y la biomasa miceliar. Este estudio
sugiere que el micelio de este hongo micorricico, de gran valor socio-econémico, no se ve
afectado negativamente por diferentes intensidades de clara.

Palabras clave
Hongo micorricico, productos forestales no madereros, qPCR, Pinus pinaster, dinamica de
hongos.

1. Introduccion

Los hongos desempenan mdultiples roles esenciales para el funcionamiento de los
ecosistemas forestales. En concreto, los hongos ectomicorricicos (ECM) proporcionan a los
arboles huéspedes nutrientes y una mayor accesibilidad a agua (ALLEN, 2007), mientras que las
plantas proporcionan a los hongos carbono procedente de la fotosintesis (HOGBERG et al., 2001;
SMITH & READ, 2008). De hecho, la mitad del suministro de carbono proveniente de la fotosintesis
en ecosistemas forestales se deriva a las raices y hongos ECM (GILL & FiNzI, 2016). Por lo tanto,
es esperable que el flujo de carbono pueda verse alterado por cambios en la estructura vegetal
como consecuencia, por ejemplo, de la gestion forestal, provocando cambios en la comunidad
fdngica (JONES et al., 2003; KoHoUT et al., 2018). Las claras pueden, ademas de modificar el
funcionamiento del ecosistema, alterar el importante valor socio-econémico que algunos hongos
ECM confieren a los ecosistemas forestales mediterraneos (MARTINEZ DE ARAGON et al., 2011;
GORRIZ-MIFSUD et al., 2017). Algunos cuerpos fructiferos de los hongos, también conocidos como
esporocarpos o setas, son importantes tanto por su comercializacion como por su valor
recreativo, hasta el punto que pueden llegar a ser mas rentables que la madera que se extrae de
los bosques mediterraneos (PALAHI et al., 2009). Por ejemplo, las especies pertenecientes a
Lactarius grupo deliciosus (p.ej., L. deliciosus y L. vinosus) son comercializadas en Europa, Asia y
norte de Africa (BoA, 2004), habiéndose estimado su impacto econémico en Espafia entre el
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2002y el 2008 en 5,3 M € anol y con una venta anual media de L. deliciosus de 500 t (VOCES et
al., 2012). Por lo tanto, y siendo tan importantes ciertos hongos ECM por su valor ecolégico y
socio-econdmico, es necesario comprender codmo la gestion forestal modifica dicha comunidad
fangica para optimizar el uso de las técnicas micoselvicolas.

Tanto la biomasa de micelio como la de esporocarpos han mostrado ser susceptibles no
solo a las condiciones climaticas y de la propia estacion forestal (MARTINEZ DE ARAGON et al., 2007;
TAYE et al., 2016; CASTANO et al., 2018b; KARAVANI et al., 2018), sino también a cambios en la
estructura de la masa forestal (JONES et al., 2003; ToMAO et al., 2017). La modificacién de dicha
estructura mediante practicas selvicolas puede alterar la produccion de esporocarpos, ya sea
indirectamente por cambios en las condiciones microclimaticas (PiLz & MoLINA, 2002) o
directamente por interferir en el flujo de carbono (HOGBERG et al., 2001). Asi por ejemplo, en
experimentos de claras muy intensas o cortas a hecho, se han observado reducciones drasticas
en la produccion de esporocarpos como consecuencia de la eliminacion de los arboles huésped
(SALERNI & PERINI, 2004; DURALL et al., 2006) y del incremento de la evaporacion del suelo (PiLz &
MoLINA, 2002). Por el contrario, otros estudios observaron también que las intensidades bajas o
moderadas de claras podian tener un efecto positivo en la produccion de esporocarpos (p.ej.,
KROPP & ALBEE, 1996; AYER et al., 2006; BONET et al., 2012). Sin embargo, mientras que el efecto
de la gestion forestal sobre la biomasa de los esporocarpos esta suficientemente estudiado, su
efecto sobre la biomasa miceliar es ain bastante desconocido. A nivel miceliar, se ha observado
hasta ahora que practicas selvicolas mas intensas (p.ej., cortas a hecho) causan alteraciones
severas en la comunidad fungica (HARTMANN et al., 2012; VARENIUS et al., 2016; KoHOUT et al.,
2018; PARLADE et al., 2019), mientras que claras mas moderadas muestran un efecto leve o nulo
sobre el hongo (HENDRICKS et al., 2016; CASTANO et al., 2018a; PARLADE et al., 2019). En este
sentido, parece que la biomasa miceliar no cambia mientras que exista un minimo de arboles
huésped en pie tras las operaciones selvicolas, permitiendo asi la supervivencia de la comunidad
flngica (MEDIAVILLA et al., 2017; STERKENBURG et al., 2019). Por otro lado, el tipo de exploracion
miceliar también condiciona la respuesta de los hongos a las perturbaciones forestales,
habiendo especies como las pertenecientes al género Lactarius capaces de regenerar facilmente
su reducido sistema miceliar tras la perturbacion (TEDERSOO & SMITH, 2013; GUIGNABERT et al.,
2018).

Si el efecto de la gestion forestal sobre la biomasa miceliar ha sido poco estudiado, aun lo
ha sido menos dicho efecto sobre la biomasa total del hongo, tanto de los esporocarpos como del
micelio del suelo. Los escasos estudios que han indagado en las relaciones entre la biomasa
miceliar y la de esporocarpos para un hongo especifico han encontrado resultados
contradictorios: ausencia de correlacion (DE LA VARGA et al.,, 2013; PARLADE et al., 2017),
correlacion positiva (Suz et al., 2008; MEDIAVILLA et al., 2017) y correlacién negativa (COLLADO et
al., 2020). De hecho, los resultados de este Ultimo estudio sugieren que, inmediatamente tras la
clara, la corta puede inducir en hongos ECM cambios en la distribucion del carbono, movilizando
recursos desde el micelio a los esporocarpos. Sin embargo, se requiere mas estudio en este
ambito para poder entender como la gestion forestal puede influir en la respuesta de los hongos
y, por lo tanto, en la distribucién de recursos, ya sea priorizando su reproduccién (mayor cantidad
de esporocarpos) o la colonizacion a través del suelo (mayor cantidad de micelio).

La escasez de conocimientos sobre la respuesta de la biomasa miceliar y de la biomasa
total del hongo (micelio y esporocarpos) frente a distintas intensidades de claras ha motivado la
realizacion del presente estudio, centrandonos en el Lactarius vinosus por su: (i) amplia
presencia en la zona de estudio (BONET et al., 2012; CASTANO et al., 2017), (ii) incremento
particular de esporocarpos inmediatamente tras la clara (BONET et al., 2012), y (iii) gran valor
socio-econémico (VOCES et al., 2012).

2. Objetivos

-
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El objetivo principal del presente estudio es investigar en una repoblacion de P. pinaster el
efecto de distintas intensidades de clara sobre la biomasa de Lactarius vinosus. Para ello, se han
establecido los siguientes objetivos especificos:

- Analizar la respuesta de la biomasa miceliar a la gestion forestal a lo largo de cinco

anos.

- Analizar inter-anualmente el efecto de la gestion forestal sobre la ratio entre la

produccién de esporocarpos y la biomasa miceliar.

- Analizar la respuesta mensual de la biomasa miceliar a la gestion forestal a lo largo de

un ciclo anual.

3. Metodologia

Las estimaciones de la biomasa miceliar y de la produccion de esporocarpos se han
basado en el estudio de 26 parcelas pareadas permanentes ubicadas en una repoblacién (ca. 60
anos) de Pinus pinaster Aiton en el Paratge Natural d’'Interés Nacional de Poblet (Tarragona). Las
parcelas de inventario, con una superficie de 100 m2, se establecieron en dos fases: 13 parcelas
control (que no han tenido gestién desde su plantacion) en el 2008, y 13 parcelas a las que se
les realizaron distintas intensidades de clara (extrayendo entre 26 - 71% de area basimétrica) en
el verano de 2009. Para evitar el efecto borde, cada parcela de inventario gestionada se ubicé en
el centro de otra parcela cortada con superficie de 1600 m2 y con la misma intensidad de corta
que la parcela de inventario. Para reducir el impacto indirecto de la gestién sobre el suelo, los
arboles se cortaron con motosierra y se extrajeron manualmente.

Para estudiar la variacién inter- e intra-anual de la biomasa miceliar de Lactarius vinosus,
extrajimos 8 muestras de suelo tanto en parcelas control como en aquellas aclaradas, para
después ser homogeneizadas hasta obtener una muestra por parcela. Para el estudio inter-
anual, se extrajo las muestras en noviembre, empezando en 2009 y continuando desde 2012
hasta 2015 (1040 muestras en total), mientras que para el estudio intra-anual cogimos las
muestras mensualmente entre mayo de 2013 y abril de 2014 (2288 muestras en total). Las
ocho muestras de 12 cm de profundidad y 5 cm de didmetro se extrajeron alrededor de cada
parcela (dos muestras a cada lado). Las muestras se almacenaron a 4 °C durante < 24 h para
después ser cribadas, mezcladas y liofilizadas, obteniendo finalmente una (nica muestra
compuesta representativa de cada parcela. Cada muestra compuesta fue homogeneizada
mediante un mortero y almacenada a -20 °C. De esta muestra se extrajo el ADN de L. vinosus
mediante el kit de extraccion NucleoSpin® (Macherey-Nagel, Duren, Alemania). Para cuantificar
el ADN se usé la sonda TagMan® disenada para esta especie flingica (CASTANO et al., 2016) y las
curvas estandar para la cuantificacion de micelio descritas por CASTANO et al. (2017) y PARLADE et
al. (2017). Los detalles especificos sobre la metodologia seguida estan disponibles en CASTANO et
al. (2017). Los valores del ciclo de cuantificacion (Cr) obtenidos para cada reaccion de la
preparacion estandar fueron ploteados frente al logaritmo de la cantidad correspondiente del
micelio anadido con el fin de generar la curva estandar. Finalmente, la cuantificaciéon del micelio
de L. vinosus de cada muestra compuesta, expresado en mg de micelio g suelol, se determind
mediante la interpolaciéon del valor Cr en la curva estandar.

Desde el 2008 al 2015, todos los esporocarpos epigeos (excepto hongos parasitos) fueron
recolectados en cada parcela de inventario con frecuencia semanal desde finales de verano y
durante el otofo. Dichos esporocarpos se llevaron al laboratorio para su identificacion a nivel de
especie y su posterior pesado en seco después de secarlos en un horno ventilado a 35 - 40 °C.
Para el estudio inter-anual se us6é Unicamente la suma de todo el peso seco de L. vinosus
obtenido en noviembre.
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Para estudiar el efecto a lo largo del tiempo de las diferentes intensidades de clara sobre
la biomasa fungica, ajustamos modelos lineales mixtos teniendo en cuenta las variaciones
aleatorias de las parcelas y del muestreo repetido. A nivel inter-anual, ajustamos un modelo para
la biomasa miceliar y otro modelo dirigido a predecir la ratio entre la produccién de setas y la
biomasa miceliar. La intensidad de corta y el tiempo después de la clara fueron los efectos fijos
en dichos modelos, mientras que el ano y la parcela pareada se consideraron efectos aleatorios.
A nivel intra-anual, solo se ajust6 el modelo para la biomasa miceliar, considerando la intensidad
de corta como efecto fijo y la parcela pareada y los meses como efectos aleatorios. Para corregir
las predicciones por el sesgo resultante de la “destransformacion” a la escala original, se aplico a
todos los modelos el factor de correccion de sesgo de Snowdon (SNOWDON, 1991). Finalmente, se
tuvo en cuenta los siguientes criterios a la hora de evaluar la idoneidad de los modelos:
significancia estadistica (p < 0,05 o t > 2), parsimonia, robustez, consistencia con el
conocimiento ecol6gico actual, ausencia de sesgo, precision, homocedasticidad, distribucion
normal de los residuos, pseudo-R2 (NAKAGAWA & SCHIELZETH, 2013) y el error de la raiz del error
cuadratico medio (RECM). Adicionalmente, el analisis de correlacion de Spearman se utilizé para
complementar el modelo sobre la ratio entre la produccion de esporocarpos y la biomasa
miceliar. Dentro del programa R (R CoRE TEAM, 2014), todos los modelos se ajustaron mediante el
paquete Ime4 (BATES et al., 2014) y las correlaciones se hicieron con el paquete psych (REVELLE,
2015).

4. Resultados

A nivel intra-anual, entre mayo de 2013 y abril de 2014, la biomasa miceliar de L. vinosus
fue significativamente mayor en las parcelas aclaradas con mayor intensidad (Tabla 1, Figura 1D
y Figura 2). De media a lo largo de los meses, la biomasa aumentd de 0,04 + 0,02 a 0,21 + 0,08
mg g suelo! (p = 0,002). Este efecto positivo aumentd de forma no lineal en todos los meses,
alcanzandose la mayor biomasa miceliar en marzo y octubre (Figura 1D y Figura 2). No se
observé ninguna produccion de esporocarpos a lo largo de la época de fructificacion otonal del
2013 (Figura 1B).

A nivel inter-anual, la clara no produjo ningln efecto significativo en la biomasa miceliar de
L. vinosus (Figura 1C). La biomasa media anual de las parcelas control (sin cortar) fue de 0,449 +
0,861 mg g suelot y la de las parcelas cortadas fue de 0,376 + 0,809 mg g suelol. La clara
tampoco tuvo un efecto significativo a lo largo de los anos en la ratio entre la produccion de
esporocarpos Yy la biomasa miceliar de L. vinosus. Asi mismo, tampoco hubo una correlacion
significativa entre la produccion de esporocarpos y la biomasa miceliar, tanto en parcelas control
(rs(64) = 0,21, p = 0,569) como en aquellas cortadas (rs(64) = 0,06, p = 0,854). La produccion
media inter-anual de esporocarpos de L. vinosus de las parcelas control fue de 0,36 + 1,31 kg
haly la de las parcelas cortadas fue de 1,47 + 5,06 kg hal (Figura 1A). En el otoho después de
la clara (verano de 2009) se hall6é la mayor diferencia en produccion de esporocarpos entre las
parcelas control y cortadas: 1,24 + 2,70y 7,06 + 10,18 kg hal, respectivamente (Figura 1A).

-
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Figura 1. Efecto de la cara en la produccion de esporocarpos y en la biomasa miceliar de L. vinosus a lo largo de los
anos desde la clara en el verano de 2009 (A y C, respectivamente) y durante un ciclo anual (desde mayo de 2013
hasta abril de 2014; B y D, respectivamente). Los puntos indican valores atipicos (i.e., valores por debajo de Q1 - 1,5
IQR o por encima de Q3 + 1,5 IQR). Los datos inter-anuales de produccion de esporocarpos proceden de la produccion
total de noviembre, mientras que los datos inter-anuales de la biomasa miceliar se obtuvieron en un tnico dia de

noviembre.

Tabla 1. Resultado del modelo lineal mixto, el cual analiza la relacion entre diferentes intensidades de clara (%,
expresado como un decimal) y la biomasa intra-anual miceliar de Lactarius vinosus (mg micelio g suelol). La
intensidad de corta es la variable independiente y la biomasa miceliar es la variable dependiente transformada
logaritmicamente. El ciclo anual abarcé desde mayo de 2013 hasta abril de 2014. Los valores de R2 marginal
(proporcién de varianza explicada por los efectos fijos, R2m) y condicional (proporcion de varianza explicada por los
efectos fijos y aleatorios, R2c) se obtuvieron siguiendo el método de Nakagawa & Schielzeth (2013). El sesgo marginal
es el error sesgado medio de las predicciones marginales, mientras que el sesgo condicional es cero (mg micelio g
suelo1). RECM es la raiz del error cuadratico medio (mg micelio g suelo1). El nimero de observaciones (n) es de 309.

Niveles de significacion: ‘“**’ p <

0,001; *’p <0,01.

Efectos fijos Efectos aleatorios Pseudo R2
. Parcela i Sesgo
Intercepto Ir:jtgr;s(‘;l;:ltzd pareada Mes Residuos R2m R2c marginal RECM
Intercepto  Intercepto Intensidad Intercepto
P P de corta P
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Figura 2. Efecto predicho de la intensidad de clara en la biomasa miceliar de L. vinosus a lo largo del ciclo anual
(desde mayo de 2013 a abril de 2014).

5. Discusion

En este estudio hemos analizado como distintas intensidades de clara realizadas en una
repoblacion de P. pinaster afectaron a la biomasa de L. vinosus. A nivel intra-anual, entre mayo
de 2013y abril de 2014 (4 afos después de la corta), la intensidad de clara tuvo un inesperado
efecto positivo sobre la biomasa miceliar de este hongo. Una posible explicacion podria ser el
hecho de que en parcelas mas cortadas hay una menor humedad en el suelo, favoreciendo solo
a aquellas especies flingicas adaptadas a condiciones de sequia como lo son algunos hongos
ECM. Por ejemplo, CASTANO et al. (2018b) observaron en esta misma zona de estudio que, en
condiciones de sequia, habia una mayor abundancia de especies ECM con estructura miceliar
reducido, como es el caso de L. vinosus. Ademas, 2013 se caracterizd por ser un otoiio poco
lluvioso, reflejandose en la ausencia de esporocarpos de L. vinosus. Sin embargo, hubo variacién
intra-anual en la biomasa miceliar, alcanzando su maximo en otono (en concreto en octubre) y en
marzo, tal como observaron CASTANO et al. (2017). Por un lado, DE LA VARGA et al. (2013) también
observaron un pico en la biomasa miceliar de L. deliciosus en marzo, pero, al contrario que en
nuestro estudio, octubre registrd la biomasa miceliar mas baja ademas de presencia de
esporocarpos. Estas diferencias encontradas pueden deberse a una cuestion de redistribucion
de recursos (carbono), por el cual el hongo produce mas esporocarpos tras la perturbacion
forestal en detrimento de su biomasa miceliar (COLLADO et al., 2020). Sin embargo, el hecho de
encontrar un pico de la biomasa miceliar en marzo tanto en nuestro estudio como en el DE LA
VARGA et al. (2013) puede deberse a que los arboles movilicen menos recursos en los meses mas
frios, por lo que los hongos en simbiosis, que reciben menos carbono, necesitan aumentar su
superficie en busca de nuevos aportes.

Por otro lado, observamos que, a lo largo de los anos de estudio, la biomasa miceliar de L.
vinosus no se vio afectada por ninguna intensidad de clara. Sin embargo, estudios previos en los
que se analizaron el efecto de intensidades fuertes de clara en otros hongos (Boletus edulis)
detectaron una disminucion de su biomasa miceliar, tanto en montes dominados por Cistus
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ladanifer como en pinares de P. sylvestris (MEDIAVILLA et al., 2017; PARLADE et al., 2017,
respectivamente), aunque esta diferencia pueda deberse en parte a la alteracion del suelo a la
hora de extraer la vegetacion (CASTANO et al., 2018a; TOMAO et al., 2020) y/o a la intensidad de
gestion. Por ejemplo, en el caso de los estudios sobre el B. edulis (MEDIAVILLA et al., 2017;
PARLADE et al., 2017), las gestiones mas intensas eliminaron por completo la vegetacion huésped
del hongo, al contrario que en nuestro estudio. En ese sentido, MEDIAVILLA et al. (2017) tampoco
encontraron efecto alguno de la gestion sobre la biomasa miceliar de B. edulis cuando la
intensidad de corta fue moderada (i.e., eliminando la mitad de la vegetacion arbustiva).
Investigaciones previas ya observaron que dejar ciertos arboles en pie tras la corta permite
mantener la red miceliar de los hongos ECM, actuando dichos arboles como “refugios”
(AMARANTHUS & PERRY, 1987; VARENIUS et al., 2017; STERKENBURG et al., 2018). Por ejemplo,
CASTANO et al. (2018a) detectaron en nuestra zona de estudio que la composicién y diversidad
flngica a nivel miceliar permanecieron invariables tras la clara a distintas intensidades de corta.
Sin embargo, COLLADO et al. (2020) observaron en dicha zona de estudio que la clara tuvo un
efecto negativo en la biomasa miceliar fingica total, asi como en la de los hongos ECM. Estas
diferencias en las respuestas de los hongos a la misma perturbacion en la misma zona de
estudio pueden deberse en parte a una cuestion metodolégica y/o ecolégica. Respecto al
aspecto metodoldgico (i), CoLLADO et al. (2020) usaron ergosterol para cuantificar la biomasa
flngica total, mientras que en nuestro trabajo usamos qPCR. Aunque la cuantificacion mediante
gPCR es una herramienta prometedora para la deteccién de la biomasa miceliar de una especie,
las estimaciones de biomasa basadas en ADN pueden fluctuar considerablemente debido a una
eficiencia variable en la extraccion del ADN (RUUTER et al., 2009; BALDRIAN et al., 2013). Respecto
a la cuestién ecologica (ii), determinados hongos pueden emplear diferentes estrategias al del
resto de la comunidad flngica frente a perturbaciones forestales con el fin de sobrevivir y
perpetuarse mediante reproducciéon vegetativa y/o sexual, como el mecanismo ya mencionado
sobre la redistribucién de recursos entre el micelio y el esporocarpo (COLLADO et al., 2020). Sin
embargo, en nuestro estudio no hemos detectado esa redistribucion de recursos, ya que la clara
no tuvo ningln efecto sobre la ratio entre la produccién de esporocarpos y la biomasa miceliar.
En este sentido, BONET et al. (2012) encontraron que, en las mismas parcelas que las de nuestro
estudio y durante el primer afo tras la clara (2009), hubo una produccion de esporocarpos de
Lactarius grupo deliciosus cinco veces mas grande en las parcelas gestionadas que en aquellas
sin cortar. Podriamos entonces asumir que, tras una perturbacion forestal, el L. vinosus es un
colonizador pionero comparado con otras especies ECM, respondiendo rapidamente a las claras
moderadas con una fructificaciébn por encima de lo habitual sin necesidad de variar su biomasa
miceliar. Por lo tanto, las gestiones forestales moderadas, con bajo impacto sobre el suelo (p.€j.,
cortando los pies con motosierra y extrayéndolos sin alterar excesivamente el suelo), parecen
indicadas en bosques de P. pinaster para compatibilizar el aprovechamiento maderero con el de
las valiosas setas de L. vinosus (VOCES et al., 2012).

6. Conclusiones

En este trabajo realizado en una repoblacion de pinar mediterraneo se ha mostrado como,
pasado los anos tras la gestion, la intensidad de clara causé intra-anualmente un efecto positivo
en la biomasa miceliar de Lactarius vinosus. Por otro lado, la biomasa miceliar mostré desde el
ano de la corta e inter-anualmente ser resistente a las distintas intensidades de clara, mientras
que la produccién de esporocarpos exhibié variacidon inter-anual como resultado de las
condiciones meteorolégicas. Estos resultados proporcionan informacion relevante a la hora de
gestionar los pinares mediterraneos buscando optimizar su multifuncionalidad a través de la
compatibilizacion del aprovechamiento maderero y de productos forestales no madereros de
elevado valor socioeconémico como es el caso de las setas de L. vinosus.
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