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Resumen

Los bosques dominados por Quercus pyrenaica son elementos comunes en los ecosistemas
mediterraneos. Por un lado, el abandono ha generado en ellos sistemas productores de una gran
cantidad de biomasa arbustiva con alto riesgo de incendios y, por otro, areas de baja densidad
arboérea, de gran edad y fitosanitariamente sensible. Este trabajo busca comprobar como afecta la
actividad de manejo forestal y silvopastoral de este tipo de sistemas sobre la comunidad flngica que
albergan. Para ello se analizaron las comunidades de hongos del suelo asociados con los rodales de
monte bajo, los rodales de monte alto, y dehesas. Se ha observado la caracterizacién ecologica de
sus componentes y la diversidad de hongos comestibles. También se han analizado variables
edaficas asociadas a estos sistemas y su asociaciéon con las estrategias troficas predominantes en
sus comunidades de hongos. Como resultados se observaron dos comunidades distinguibles: una
patdégena, parasitaria y endéfita dominante en las dehesas y una dominada por saprotréficos y
ectomicorricicos (ECM) en el monte bajo, con una mezcla de ambas en el monte alto. Las variaciones
en edad y las caracteristicas edaficas afectaron significativamente la variedad de géneros
comestibles, como Boletus, Tuber o Terfezia.

Palabras clave

Secuenciacion de lllumina, alteracién del bosque, metabarcoding de hongos, grupos funcionales de
hongos, ecologia de la comunidad de hongos, ecosistema mediterraneo, diversidad Beta,
secuenciacion de ITS rDNA.

1. Introduccion

Los bosques dominados por Quercus pyrenaica en las zonas mediterraneas se han utilizado
histéricamente como fuente de leha o para el pastoreo del ganado (Moreno-Fernandez et al., 2021).
Como resultado, la estructura de estos bosques se ha desarrollado de diferentes formas en cuanto a
su estructura, dependiendo del tipo de uso (Praeg et al., 2020; Tarrega et al., 2009). Encontramos
grandes zonas de matorrales y la generaciébn de rodales mas envejecidos que son altamente
sensibles al estrés ambiental abibtico y bidtico (Hernandez-Rodriguez et al., 2015a; Santos-Silva et
al., 2011). Los sistemas de Q. pyrenaica que han sido sometidos a la actividad de pastoreo de
ganado también prevalecen en esta area, lo que resulta en la creacibn de dehesas extensivas
caracterizadas por tener densidades arbéreas muy bajas (Garcia Jiménez et al., 2020). La actividad
de pastoreo intensivo en estos sistemas puede estar provocando una pérdida de diversidad.(Ling et
al., 2020).

Estos bosques presentan una gran diversidad flngica, la cual juega un papel fundamental,
desarrollando relaciones simbidtica micorrizicas que influyen en el intercambio de nutrientes y la
proteccion ante patégenos (Bzdyk et al., 2019; Chagnon et al., 2013; Hannula & Trager, 2020; Vivelo
& Bhatnagar, 2019). Inducen la agregacion de particulas del suelo, mejorando su aireacion y la
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porosidad (Ryan et al., 2012). Los hongos saprétrofos son los responsables de la transformacion de la
materia muerta y, por tanto, del reciclaje de nutrientes en los ecosistemas (Alem et al.,, 2020).
Algunas de las especies de hongos asociadas a estos sistemas son de gran valor econémico, como
Boletus edulis, que brindan ingresos adicionales a las poblaciones locales (Oria-De-Rueda et al.,
2008).

Esperamos que estas acciones de gestion y usos del suelo tengan un efecto diferente segun el
grupo taxonémico y, en particular, los grupos funcionales.(Hannula y Trager, 2020; Marin y Kohout,
2021). Asi, los hongos micorrizicos tenderan a ser mas abundantes en los bosques maduros, que se
caracterizan por suelos menos fértiles y un dosel denso (Boeraeve et al., 2018; Carteron et al., 2021;
Castano et al., 2019; Cheeke et al., 2016). Esperamos que los hongos micorrizicos de corta distancia
predominaran en los bosques maduros con una alta densidad de arboles, mientras que los tipos de
exploracién a larga distancia se distribuiran ampliamente en rodales con una baja densidad de
arboles (Geml, 2019). Sin embargo, suponemos que los hongos saprofitos seran mas prevalentes en
los rodales de monte bajo y areas de pastoreo dado que ambos se caracterizan por un alto nivel de
materia organica y aportes de nutrientes debido al estiércol animal y la presencia de hojarasca de
especies de plantas anuales (Ye et al., 2020; Zhang et al., 2018).

También planteamos la hipétesis de que grupos funcionales, como los animales parasitos,
estaran asociados con la mayor presencia de ganado en las dehesas. Ademas, es probable que los
hongos fitopatégenos también estén asociados con estas viejas dehesas (Bai et al., 2019; Castano et
al., 2019; Ruiz Gémez et al., 2019). Asi también, planteamos que habra un efecto del manejo sobre la
presencia y abundancia de algunas especies comestibles, (Martin-Pinto et al., 2006; Mediavilla et al.,
2017).

2. Objetivos

Para probar y verificar estas hip6tesis, analizamos las comunidades de hongos presentes en el
suelo en rodales forestales dominados por Q. pyrenaica bajo tres regimenes de manejo diferentes: 1)
un sistema de monte bajo de alta densidad que no habia recibido ningln tratamiento de prevencion
de incendios; 2) un bosque maduro que habia sido cortado en el pasado y recibié tratamientos de
prevencion de incendios en los Ultimos 15 anos para disminuir la densidad del rodal; y 3) un sistema
de dehesa boscoso abierto y pastoreo. Asi, los objetivos especificos de este estudio fueron evaluar los
posibles efectos del manejo de la tierra sobre la diversidad y composicibn comunitaria de varios
grupos funcionales de hongos y evaluar el efecto del manejo de la tierra sobre la diversidad y
distribucion de hongos comestibles entre los habitats muestreados.

3. Metodologia
3.1. Area de estudio
El sitio de estudio se ubicoé entre la Cordillera de Culebra (orientacion NO-SE), Espana y la

frontera de Portugal (Fig. 1), con el fin de evitar la influencia de las condiciones climaticas en las
montanas.
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Figura 1. Mapa de los sitios de estudio en Aliste en la provincia de Zamora (recuadro). Rojo: rodales viejos (dehesas); azul:
rodales de monte altos; verde: monte bajo.

El area de estudio estd compuesta principalmente por rocas metamoérficas paleozoicas (lutitas
del Ordovicico y Sildrico) y rocas pluténicas (accidentes geograficos de granito y cuarcita armérica)
(IGME 2019). La zona se caracteriza por un clima submediterrdneo (con una estaciéon seca de tres
meses en verano), una precipitacion media anual de 450-700 mm (la mayor parte de la precipitacion
anual cae entre octubre y febrero) y temperaturas que oscilan entre 14,5 y 15,8 °C (Hernandez-
Rodriguez et al., 2013).

Los bosques de climax estan representados principalmente por bosques dominados por Q.
pyrenaica (Quercion pyrenaicae; cédigo Natura 2000 9230) y, en menor medida, por bosques de
Quercus rotundifolia (Quercion broteroi; coédigo Natura 2000 9340). Ademas, las plantaciones de pino
maritimo (Pinus pinaster) y castano (Castanea sativa) son relativamente comunes en el area de
estudio.

Se establecieron 36 sitios de muestreo en el bosque de Q. pyrenaica (Quercion pyrenaicae) en
la region de Aliste, 50 km al noroeste de Zamora (longitud 6° 15'-6°32'W, latitud 41°43'-41°45'N),
en un area de estudio de c. 50 km2 (Fig. 1), con un gradiente longitudinal este-oeste, y una elevacion
media de 800 m (rango de 590 a 890 m). Los 36 sitios de muestreo se distribuyeron en tres areas
boscosas en las regiones aledafnas a Nuez, San Vitero y Rabanales (12 sitios de muestreo por area).

Los bosques muestreados en este estudio varian desde bosques subhimedos (Genisto
falcatae-Quercetum pyrenaicae) hasta bosques de robles mediterrdaneos himedos (Holco mollis-
Quercetum pyrenaicae) y comprenden las tres estructuras de rodales mencionadas anteriormente: (1)
rodales de alta densidad, monte bajo, rebrotes - solo -bosques de especies que carecen de manejo
silvicola; (2) rodales de monte alto de tamano intermedio y densidad baja - madera de dosel cerrado
gue ha recibido intervencion silvicola en los Gltimos 15 anos; y (3) rodales de crecimiento maduro con
una estructura boscosa abierta (dehesa). De aqui en adelante, estos tres tipos de rodales se
denominan rodales de "monte bajo", "monte alto" y "dehesas", respectivamente. En el caso de los
rodales de monte bajo, el sotobosque representd un 70% de la cobertura vegetal mientras que en el
caso de los rodales de monte alto estuvo cerca del 40%.
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3.2. Muestreo y trabajo molecular

El trabajo de campo se llevd a cabo en marzo de 2019. En cada sitio (aproximadamente 2500
m?2), se tomaron 25 nucleos de suelo (200 cm3 cada uno) de tierra vegetal de debajo de la capa de
hojarasca. Seleccionamos al azar cinco arboles ubicados al menos a 8 m de distancia. Los desechos
sueltos se retiraron de los lados opuestos de cada tronco de arbol a una distancia de
aproximadamente 2 m de cada tronco antes de tomar cinco nucleos de suelo separados por al menos
2 m para minimizar la probabilidad de muestrear la misma jineta repetidamente. Estos 25 nlcleos se
juntaron (se eliminaron las raices y piedras gruesas) dando como resultado una muestra de suelo
compuesta para cada sitio. Un subconjunto de cada muestra de suelo compuesta se secd a
temperatura ambiente (20-25 ° C) y se tamizd (tamano de malla 1 mm). Aproximadamente 20 g de
cada muestra compuesta se mantuvieron congelados en bolsas de plastico con cierre hermético
hasta la extraccion del ADN. El resto de la muestra se utilizd para analisis quimicos del suelo para
medir el pH (a base de agua), el% de materia seca, el fésforo (P) y el contenido total de carbono (C) y
nitrégeno (N) siguiendo a Sparks et al. (1996).

La region ITS2 (aprox. 250 pb) de la repeticion del ADN ribosémico nuclear se amplifico
mediante PCR utilizando los cebadores fITS7 (lhrmark et al., 2012) y ITS4 (White et al., 1990)y se
adjuntaron con adaptadores lllumina y etiquetas especificas de la muestra utilizando el siguiente
programa de amplificacion: un ciclo de 95 °C durante 5 min; luego 37 ciclos de 95 °C durante 20 s,
56 °C durante 30 sy 72 °C durante 1,5 min; terminando con un ciclo de 72 °C durante 7 min. La
biblioteca de amplicones fue secuenciada por la empresa BaseClear BV (Leiden, Paises Bajos)
utilizando una plataforma Illumina MiSeq

3.3. Control de calidad y trabajo bioinformatico

Las lecturas de secuencia sin procesar se obtuvieron a partir de la salida de lllumina, que
comprendia lecturas de muestra demultiplexadas. Se quitaron los cebadores y se recortaron los
extremos de mala calidad en funcién de un umbral de corte de calidad de 15, utilizando Cutadapt,
version 2.6(Martin, 2011). Posteriormente, las secuencias se filtraron usando USEARCH v.11.0(Edgar,
2010)utilizando la siguiente configuracion: todas las secuencias se truncaron a 200 pb y se
descartaron las secuencias con un error esperado de> 1. Para cada muestra, las secuencias
restantes se colapsaron en tipos de secuencia tnicos con USEARCH, conservando sus recuentos de
lectura. Las secuencias filtradas por calidad de todas las muestras se agruparon en OTU con una
similitud de secuencia del 97% y las supuestas secuencias quiméricas (2888 quimeras) se eliminaron
usando USEARCH. Después de descartar los tipos de secuencia singleton, las 88.736 secuencias de
alta calidad resultantes se agruparon en 2198 unidades taxonémicas operativas (OTU) con USEARCH
al 97% de similitud de secuencia utilizando el algoritmo UPARSE.

Asignamos secuencias a grupos taxondmicos basados en blsquedas de similitud por pares
contra la base de datos curada de secuencias de ITS de hongos UNITE (Comunidad UNITE, 2019), que
contiene secuencias de hongos identificadas con asignaciones a grupos de hip6tesis de especies (SH)
delimitados en funcién de umbrales de similitud de secuencia dinamica (Kdljalg et al., 2013). La
asignacion se realizé utilizando el banco de trabajo web PlutoF (https://plutof.ut.ee) (Abarenkov et al.,
2010). Las OTU con> 90% de similitud con un hongo SH con funcién ecolégica conocida se asignaron
a grupos funcionales de acuerdo conP6ime y col. (2020). Para examinar mas a fondo los patrones de
las categorias funcionales dentro de los hongos ectomicorrizicos (ECM), clasificamos las OTU de
hongos ECM en dos categorias agregadas de tipo exploracidon micelial extramatricial: contacto / corta
distancia / media distancia suave con hifas hidrofilicas (C / SD / MDS ) y estera de media distancia /
franja de media distancia / larga distancia con hifas hidrofébicas (MDM / MDF / LD) siguiendoAgerer
(2006) y Tedersoo & Smith (2013) y la base de datos DEEMY (http://deemy.de). Ademas de las
diferencias morfologicas, estas categorias también arrojan luz sobre las diferentes estrategias de
adquisicién de nutrientes utilizadas por las OTU de hongos ECM (Hobbie y Agerer, 2010). Finalmente,
las UOT de hongos se clasificaron como comestibles 0 no comestibles en base a referencias
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bibliograficas apropiadas (principalmente estudios espanoles de hongos comestibles en el area de
estudio; p. Ej.,Hernandez-Rodriguez, et al., 2015b).

3.4. Analisis estadistico

Normalizamos la tabla OTU enrareciendo el nimero de secuencias de hongos de alta calidad al
tamano de biblioteca mas pequeno (34,274 lecturas) para reducir las diferencias en la profundidad
de secuenciacion. La matriz resultante de 2091 OTU se utilizd para todos los analisis estadisticos
posteriores. También comparamos la riqueza total de hongos y la abundancia de grupos taxonémicos
y funcionales detectados en las tres estructuras del rodal utilizando modelos de efectos mixtos
lineales (LME, p < 0,05) que se desarrollaron utilizando el paquete NIlme, (Pinheiro et al., 2016) y
realizando la prueba HSD de Tukey.

Usamos el paquete vegano R (Oksanen et al., 2020)para obtener la tabla OTU transformada por
Hellinger y una matriz secundaria que contiene variables ambientales, que se estandarizaron
utilizando la funcién de escala en R. Usamos la funcion envfit R para evaluar las relaciones entre las
variables ambientales y la estructura de la comunidad flngica y ajustarlas a la graficos de analisis de
correspondencia. Implementamos todos estos analisis estadisticos en el entorno del software R (R
Development Core Team, 2015).

La ordenacion de los datos de la comunidad se llevo a cabo utilizando CANOCO version 5.0 para
realizar un Analisis de componentes principales (PCA), un Analisis de redundancia (RDA) y el Analisis
de correspondencia canénica (CCA)(Smilauer y Leps, 2014). Las variables ecoldgicas explicativas se
seleccionaron utilizando un método de seleccion directa y la significancia de las variables
ambientales se prob6 mediante la realizacién de una prueba de permutaciones de Monte Carlo (999
permutaciones).

4. Resultados
4.1. Patrones de riqueza y abundancia de hongos.

En total, el conjunto de datos enrarecido y filtrado por calidad comprendia 2091 OTU.
Obtuvimos un promedio de 41,062 + 9513 lecturas en cada sitio. La riqueza total de hongos fue
relativamente similar para todos los tipos de bosques, con niveles medios de riqueza de OTU por
parcela de 257 * 96; sin embargo, la riqueza de OTU de rodales de monte bajo fue menor que la de
los otros rodales. Ademas, hubo diferencias significativas entre los grupos taxonémicos y los grupos
funcionales con respecto a su riqueza proporcional y abundancia en muestras de los tres tipos de
bosque.

Los siguientes filos mostraron diferencias significativas en términos de riqueza entre los tres
tipos de rodales forestales: Ascomycota, Basidiomycota, Calcarisporiellomycota, Chytridiomycota,
Mucoromycota y Rozellomycota. La riqueza de estos filos fue significativamente menor (p <0,05) en
los rodales de monte bajo que, en los otros tipos de rodales, mientras que la riqueza de
Calcarisporiellomycota fue significativamente menor en los rodales de monte alto (p = 0,05) y la
rigueza de Mucoromycota fue significativamente menor en las dehesas que en los otros tipos de
rodales. La riqueza proporcional de Basidiomycota fue mayor en los rodales de monte alto, mientras
que la riqueza de Ascomycota fue mayor en los rodales de dehesa (Fig. 2A). Sin embargo, los analisis
de abundancia proporcional revelaron patrones diferentes, con Basidiomycota significativamente mas
abundante que Ascomycota incluso en rodales de monte bajo. Los basidiomycota fueron mas
abundantes en las masas forestales altas. La mayor abundancia proporcional de Ascomycota se
detecté en rodales de monte bajo. Rozellomycota mostré su mayor abundancia proporcional en
dehesas (Fig. 2B).
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Figura 2. Comparacion de la riqueza y abundancia de todos los hongos (A y B respectivamente. Las medias se compararon
utilizando las pruebas LME y HSD de Tukey, con letras diferentes que denotan diferencias significativas.

Se comparé la riqueza y abundancia proporcional de Ascomycota, Basidiomycota,
Mucoromycota y Rozellomycota en las tres estructuras de rodal diferentes (Fig. 2). La riqueza
proporcional de Ascomycota tendi6é a ser mayor en dehesas y menor en rodales de monte bajo.

En total, 1216 OTU (58,18%) fueron asignadas inequivocamente a grupos funcionales. En
general, los hongos ECM (la mayoria de los cuales eran Basidiomycota) fueron los mas abundantes en
todo el conjunto de datos, representando el 48,4% de la comunidad, seguidos por los saprétrofos
(estiércol, saprotrofos de plantas y suelos y otros saprétrofos), que representaron el 34,9% de la
comunidad. El resto de los grupos fue mucho menos abundante.

En términos de riqueza, seis de los trece grupos funcionales mostraron diferencias significativas
entre los tres tipos de bosques. Los niveles de riqueza de hongos ECM fueron significativamente mas
altos en los rodales de monte altos que en otros tipos de rodales (p <0.01). Los endéfitos de raices (p
<0.01) mostraron el mismo patron de riqueza que los hongos ECM en los tres diferentes tipos de
rodales. Los saprétrofos de estiércol fueron los mas ricos en dehesas (p <0,02) mientras que los
rodales de monte bajo tuvieron el nivel mas bajo de riqueza. Asimismo, la riqueza de endéfitos
foliares (p <0.01) fue mas baja en los rodales de monte bajo, aunque los niveles de riqueza de los
rodales de monte bajo y monte alto no fueron significativamente diferentes (p = 0.12). Fitopatégenos
(p <0,01) y saproétrofos de la madera (p <0. 01) mostraron la misma tendencia de riqueza que los
endofitos foliares; sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las masas forestales
antiguas y altas. El analisis del LME de la riqueza de parasitos animales no revelé diferencias
significativas en la riqueza entre los diferentes tipos de rodales; sin embargo, una comparaciéon de la
rigueza proporcional mostré una clara diferencia entre los rodales viejos y de monte bajo (p <0.05),
siendo los rodales de monte bajo los menos ricos (Fig. 3A).

En cuanto a la abundancia, solo cinco de los grupos mostraron diferencias significativas entre
los diferentes tipos de rodales. Los saprétrofos de estiércol (p <0.05), endéfitos foliares (p <0.04) y
patégenos vegetales (p <0.03) mostraron la misma tendencia que para la riqueza. Los endoéfitos de
raices fueron significativamente mas abundantes en el bosque de monte bajo que en los rodales de
monte alto o dehesas (p <0.01). Los saprotrofos del suelo, que no fueron significativamente
diferentes en términos de riqueza, fueron significativamente mas abundantes en los rodales de
monte bajo que en los rodales de monte alto (p = 0,04) (Fig. 3B).
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Figura 3. Comparacion de la riqueza proporcional (A) y la abundancia (B) de grupos funcionales en los tres tipos de bosques
muestreados. Las medias se compararon utilizando las pruebas LME y HSD de Tukey, con letras diferentes que denotan
diferencias significativas.

Solo los hongos ECM con tipos de exploracion C / SD / MDS (por ejemplo, Russula, Inocybaceae
y Tomentella) mostraron diferencias significativas en su riqueza proporcional entre los tres tipos de
bosques, con niveles significativamente mas altos en los rodales de monte altos (p <0.01) que en
monte bajo y dehesas, las cuales también fueron significativamente diferentes entre si (p <0.05)
siendo mas ricas en dehesas. Los tipos de exploracion MDM / MF / LD no difirieron significativamente
en su rigueza, pero mostraron una tendencia decreciente con el aumento de la edad del rodal.

Entre los hongos comestibles, algunos géneros especificos diferian significativamente entre los
diferentes tipos de rodales. Boletus, Choiromyces, Cortinarius, Terfezia y Xerocomellus fueron mucho
mas ricos en bosques de monte bajo que en otros rodales, Craterellus e Hygrophorus fueron mucho
mas ricos en dehesas y Tuber fue mas rico en monte altos (Fig. 4).




8/21

Genus

1,2

1

08
@
Ei

=T
=
[

04

02

‘Choironryoes Cormimme Craerelng Hyerophorms= Heocomelus

Bdehesas Whigh forest M coppice

Figura 4. Riqueza proporcional de hongos comestibles en los tres tipos de bosques muestreados. Las medias se
compararon utilizando las pruebas LME y HSD de Tukey, con letras diferentes que denotan diferencias significativas.

4.2 Efecto de la edad y estructura del rodal en la composicién de la comunidad flingica

Los analisis de composicion de la comunidad de hongos revelaron tres poblaciones bien
definidas en términos de estrategias ecoldgicas. El Analisis de Componentes Principales (PCA) (Fig.
5A) mostré que el primer eje explicaba el 51,19% de la variacion principalmente responsable de la
composicion de la comunidad. Las variables relacionadas con el primer eje fueron la relaciéon C/N y
materia seca, que definia claramente los rodales de monte bajo, mientras que el pH y la cantidad de
N en el suelo definieron los rodales de bosques mas viejos. La composicion de los rodales de monte
bajo estaba dominada principalmente por saprétrofos, con una presencia notable de endéfitos de
raices y hongos ECM. Por el contrario, la composicion de las dehesas se definié por una mezcla de
grupos, incluyendo parasitos y patégenos, algunos saprétrofos, endofitos foliares y liquenes.
Finalmente, los rodales de monte alto mostraron una comunidad convergente compuesta por grupos
presentes en los otros dos tipos de rodales. El segundo eje estuvo estrechamente asociado con la
cantidad de C del suelo, que definid las diferencias entre las masas forestales antiguas y altas.
Curiosamente, los endéfitos de la raiz se asociaron fuertemente con la tasa C/N mientras que los
endofitos foliares se asociaron con el N del suelo. Ademas, los saprétrofos del estiércol se asociaron
claramente con el contenido de N, mientras que los saprétrofos de la hojarasca se asociaron con la
relacién C/N y obviamente influenciados por la materia seca. Los rodales de monte alto mostraron
una comunidad convergente compuesta por grupos presentes en los otros dos tipos de rodales.
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Figura 5. Analisis de componentes principales (A) y analisis de redundancia (B) de la composicion de la comunidad de
hongos en los tres tipos de robles. Las variables edaficas se muestran en naranja. Las isolineas indican el gradiente de pH
siguiendo el modelo de Loess R2 = 60; SE residual = 0,32.

Se realiz6 un Analisis de Redundancia (RDA) (Fig. 5B) para explicar la distribucion de grupos
segln variables estadisticamente significativas. La tasa C/N explicd el 57,8% de la distribucién de
grupos, dominando la ordenacion de la comunidad. Las tasas mas altas de C/N se asociaron con
rodales de monte bajo donde los grupos de saprétrofos eran mas dominantes. La RDA colocé a los
hongos ECM en una posicién intermedia entre el monte bajo y las masas forestales altas, revelando
que las ECM estaban muy influenciadas por bajas cantidades de C y estaban asociadas con valores
de pH moderados. La Cy el pH explicaron el 24,1% y el 12,1%, respectivamente, de la ordenacion de
los grupos. Los patégenos vegetales y los hongos micorrizicos arbusculares se asociaron con los
valores de pH mas altos, que se asociaron con las dehesas. Otras distribuciones de taxones como los
saprotrofos del estiércol, los endéfitos foliares y los parasitos animales se explicaron directamente
por tasas altas de C/N muy bajas, lo que también explico la fuerte influencia del N en estos grupos,
gue estaban estrechamente asociados con las dehesas. La RDA también indicé que las tasas de C/N
y el contenido de C del suelo tenian efectos opuestos sobre la distribucion de endéfitos foliares/raices
y saprétrofos de la hojarasca/estiércol. Finalmente, los micoparasitos y hongos liquenizados fueron
influenciados por altos niveles de pH y bajas tasas de C/N, a diferencia de los parasitos animales, que
se correlacionaron con altos niveles de contenido de C y N en el suelo asociados con las dehesas
utilizadas como areas de pastoreo.
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Figura 6. Analisis de correlacién candnica de la composicion taxonémica de los tipos de rodales de roble de
hongos ECM (A) saprotrofos (B) y patogenos (C). Las variables edaficas se muestran en verde.

Se realizaron tres Analisis de Correlacion Candnica (CCA) mas para observar como se desarrolla
la distribucion taxonémica dentro de los grupos principales (Fig. 6). En todos ellos el pH mostr6 la
mayor contribucién explicativa sobre la distribucion comunitaria (40,8% para ECM y hongos
saproétrofos y 34,4% para hongos patdégenos). En el caso de los hongos ECM, los rodales de monte
bajo fueron claramente influenciados por la relaciébn C/N, que tiene dentro del grupo taxones
correspondientes a Boletus, Cortinarius (ambos MDM/MDF/LD) o Laccaria (C/SD/MDS). En oposicién
a la relacion C/N, el N% dominé la influencia sobre los rodales de dehesa, mostrando taxones como
Craterellus (C/SD/MDS), Xerocomellus y Paxillus (MDM/MDF/LD). Finalmente, las masas forestales
altas mostraron una influencia mixta de la relacién C/N y el% N, pero la principal influencia fue el pH.
Mostraba una posicion intermedia entre los rodales de monte bajo y dehesa

5. Discusion

5.1. Patrones de riqueza y abundancia de hongos.

Estudios previos han informado que un dosel de arboles mas grande y la presencia de arbustos
como especies acompanantes favorecen la produccion de esporocarpo de ECM, que son
principalmente taxones de Basidiomycota, lo que facilita la reproduccion y presencia de ECM en el
area (Hernandez-Rodriguez et al., 2015b; Tomao et al., 2017). Basidiomycota, incluidos los taxones
que pueden degradar la lignina, parecen ser mas abundantes en etapas sucesionales posteriores
(Vivelo y Bhatnagar, 2019). Algunos de los cuales parecen estar asociados con aumentos en la
enzima lacasa y la actividad hidrolitica (Rosales-Castillo et al., 2017). Los hongos saproétrofos
detectados en este estudio fueron principalmente especies de Ascomycota. Estos hongos son mas
abundantes en las primeras etapas del desarrollo del ecosistema, probablemente debido a su uso de
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suelo labil C y reproduccién asexual, (Vivelo y Bhatnagar, 2019). Se sabe que las poblaciones de
Ascomycota disminuyen con la edad del rodal (Ye et al., 2020; Zhang et al., 2018). Sin embargo, es
probable que la competencia entre los taxones de Basidiomycota y Ascomycota (Bai et al., 2019;
Corrales et al., 2017; Tomao et al., 2017) conduce al desplazamiento de Ascomycota de las etapas de
desarrollo del rodal donde las EMC son mas abundantes. Los taxones de Rozellomycota se
caracterizaron como patégenos y se correlacionaron con altas tasas de N soluble. Su asociacion con
dehesas puede explicarse por la abundancia de N del suelo debido a la presencia de ganado y la
poda de arboles por el ganado, lo que debilita los arboles y aumenta su susceptibilidad a las
infecciones (Garcia Jiménez et al., 2020). Los taxones de Mucoromycota se caracterizaron como
saprotrofos, micopatégenos y patégenos vegetales. Mucoromycota se correlacionan normalmente con
estados de descomposicion posteriores y humedad (Vivelo y Bhatnagar, 2019). Probablemente fueron
mas abundantes en los rodales de monte bajo debido a la competencia con Rozellomycota y los ECM
(Bai et al., 2019). Parece probable que los taxones de Chytridiomycota estuvieran compuestos
principalmente de saprétrofos. Estos hallazgos respaldan el manejo silvicola de rodales rebrotados,
no solo para reducir el riesgo de incendios forestales sino también para promover la diversidad de
hongos.

La riqueza proporcional de hongos ECM fue mayor en los rodales de monte alto que en los
rodales de monte bajo y dehesas. Esto apoya estudios previos que han demostrado que a medida que
el bosque desarrolla mas capas, la diversidad de ECM aumenta (Richard et al., 2004). Ademas, el
aislamiento de arboles afecta negativamente la riqueza de ECM (Saitta et al., 2018). Los aumentos
en el N del suelo, como el asociado con las actividades ganaderas en las dehesas, reducen la
actividad enzimatica de los ECM explicando por qué la colonizacién de ECM domina los suelos en
areas limitadas por N (Cheeke et al., 2016; Corrales et al., 2017; Luptakova & Mihal, 2020). La mayor
rigueza de ECM podria estar relacionado con la amplia diversidad de hifas, tipos de exploracion y
lento recambio de hifas, lo que lleva a una alta acumulacién de biomasa, asi como a su mayor
longevidad, mayor esporocarpo y mayor nivel de produccién de esporas, aumentando su capacidad
de dispersion (Bassler et al., 2014). Se ha informado que los saprétrofos son mas abundantes en los
rodales de chaparral-monte bajo, disminuyendo en abundancia a medida que aumenta la copa de los
arboles (Richard et al., 2004). Esto se corresponde con la tendencia observada de una mayor
abundancia saprotrofos de suelo y no especificados en los rodales de monte bajo que en otros
rodales de este estudio. Ademas, la competencia con los hongos ECM y el efecto negativo del N en los
ECM podrian haber desplazado a los saprétrofos a los matorrales y dehesas (Cheeke et al., 2016;
Corrales et al., 2017; Garcia Jiménez et al., 2020). Esto también podria verse como un ejemplo del
'‘efecto Gadgil' (Gadgil y Gadgil, 1974; Peltoniemi et al., 2021). Se detectaron niveles mas altos de
rigueza de patégenos vegetales, endofitos foliares, patdgenos animales y saprétrofos de estiércol en
las dehesas que en los rodales de monte bajo. Probablemente porque la estimulacion de las
respuestas de defensa de los arboles fue mas débil porque menos puntas de las raices estarian
protegidas por asociaciones de micorrizas (Ruiz Gomez et al., 2019). En general, en el ecosistema
mediterraneo, las raices endoéfitas forman una asociacion mutualista o neutra con los robles (Moricca
y Ragazzi, 2008). Esto puede explicar su riqueza y abundancia en el monte alto, sumado a la posible
influencia negativa de la acumulacién de N (Mayerhofer et al., 2013).

Nuestras observaciones de la riqueza y abundancia de los tipos de exploracién de ECM apoyan
estudios previos que muestran que los rodales de monte altos con una alta densidad de raices
favorecen los tipos de exploracion de corta y media distancia. (Geml, 2019; Peay et al., 2010).
Ademas, los tipos de exploracion C/SD/MDS con hifas hidrofilas suelen estar presentes en suelos con
N labil, mientras que los tipos de exploracion MDF/LD son mas comunes en suelos con N
recalcitrante. Esto se debe a su actividad proteolitica y su capacidad para evitar la lixiviacion (Geml et
al., 2017). Contrariamente a nuestras expectativas, los tipos de exploracion MDF/LD fueron menos
ricos en dehesas. Sin embargo, es probable que esto se deba a que el suelo en este tipo de rodales
puede estar seco debido a la presion pastoral. Eso significa hacer que las puntas de las raices no
suberizadas tengan puntos de mayor humedad, beneficiando a un micorrizoma mas reunido (Castano
et al., 2018a).

-
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La mayor riqueza de Boletus sp. en rodales de monte bajo se relaciona con la amplia gama de
hospedantes que pueden formar una relacion simbi6tica con Boletus sp.(Albuquerque-Martins et al.,
2019; Hernandez-Rodriguez et al., 2017; Oria-De-Rueda et al., 2008; Salerni & Perini, 2004),
manteniéndose el suministro de fotosintatos en el monte bajo. Cortinarius spp. se asocian a arbustos
como las jaras, que pueden influir en su riqgueza en este rodal, como ocurre con Choiromyces sp
(Comandini et al., 2006). Terfezia sp. también tiene una amplia capacidad y plasticidad de asociacién
con diferentes arbustos, especialmente Cistus sp., apareciendo en estadios sucesionales primarios,
de acuerdo con nuestros hallazgos (Louro et al., 2021). Muchos estudios han informado que
Craterellus esta asociado con dehesas (Hernandez-Rodriguez et al., 2013; Martin-Pinto et al., 2006;
Odriozola et al., 2020), coincidiendo con nuestros hallazgos. La misma tendencia también se observé
para Hygrophorus (Luptakova y Mihal, 2020). La riqueza de Tuber sp. aumenta con la edad del rodal
(Queralt et al., 2017), de acuerdo con nuestros hallazgos. Xerocomellus sp. fue significativamente
mucho mas rico en dehesas, de acuerdo con los hallazgos reportados por Luptakova y Mihal (2020).

5.2 Composicion de la comunidad flingica

Se sabe que el manejo silvicola y la edad de los rodales impulsan las comunidades de hongos
en diferentes tipos de ecosistemas (Tomao et al., 2020). En este sentido, la composicion de los
taxones se vio claramente afectada por el manejo forestal. Nuestros datos mostraron que los
saprotrofos dominaban en los rodales de monte bajo, asociado al mayor contenido de C (Bai et al.,
2019). Esto esta en congruencia con una mayor produccion de enzimas celuloliticas y ligninoliticas
por hongos saprétrofos (Frey et al., 2004). EI PCA y RDA indicaron que los hongos ECM tenian una
posicién intermedia entre el monte bajo y el monte alto. Esto probablemente se deba a su amplia
asociacion con una amplia gama de arbustos (Albuguerque-Martins et al., 2019). Finalmente, esto
también podria explicarse por un efecto de vecindad en el monte bajo respaldandose por rodales
circundantes con especies micorrizicas que no han perdido su eficiencia fotosintética debido a la falta
de un tratamiento de adelgazamiento (Moeller et al., 2016).

El nivel de pH y el N también son factores de diversidad conocidos (Zhang et al., 2018),
influyendo en la distribucién en las dehesas. Los hongos micorrizicos arbusculares (AM) parecen estar
asociados con las dehesas, concuerda al estar asociados a las praderas (Zhang et al., 2018).
Ademas, se ha observado que los hongos AM se desplazan a areas con una relacion C/ N mas bajay
un contenido de suelo mas alto en N donde la ECM no prolifera (Corrales et al., 2017). Los patégenos
de las plantas, relacionados con un pH alto, son caracteristicos de las areas de rodales viejas, lo que
da como resultado arboles debilitados debido a la falta de hongos ECM y a una poda excesiva.(Garcia
Jiménez et al., 2020). Tanto en el PCA como en el RDA se observd una fuerte divergencia entre
endofitos foliares y radiculares, como también se observo entre saprotrofos de hojarasca y estiércol.
Esta divergencia estuvo fuertemente influenciada por el contenido de N y, en congruencia, por las
tasas de C / N. Los endofitos foliares son descomponedores tempranos que viven en los tejidos
foliares y se convierten en descomponedores durante la defoliacion (Vivelo y Bhatnagar, 2019). Esto
puede explicar su predominio en las dehesas porque las hojas y el estiércol son el principal material
organico sensible a la descomposicion. La hipétesis del "grito de ayuda" apoya la idea de que la
exudacién de sustancias por las raices de los arboles induce el reclutamiento de microbios
protectores en situaciones de estrés (Costa et al., 2020). Alternativamente, estos endofitos de raices
podrian ser descomponedores inactivos (Otsing et al., 2018).

En los andlisis de correlacion candnica, se asociaron diferentes taxones ECM de interés
econdmico con cada uno de los tres tipos de rodales. Al contrario de lo que se esperaba, B. edulis se
asocié mas con rodales de monte bajo (Tomao et al., 2017). Probablemente por su asociacién con
arbustos como Cistus ladanifer (Hernandez-Rodriguez et al., 2015a). La presencia de Cortinarius fue
congruente con la mayor presencia de tipos de exploracion MDM / MDF / LD en rodales de monte
bajo y se correlaciond con una respuesta negativa a la adicion de N (Corrales et al., 2017). También
se ha demostrado que Laccaria tiene una correlacion negativa con la fertilizacién, lo que podria
explicar su ausencia en dehesas (Buée et al., 2011). Las especies asociadas a Dehesa detectadas en
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nuestro estudio también han sido reportadas en estudios recientes, como Craterellus y Xerocomellus
(Luptakova et al., 2018; Luptakova & Mihal, 2020; Odriozola et al., 2020). Se ha observado que
Paxillus esta asociado con robles viejos (Keizer & Arnolds, 1994). Russula se asocié con rodales de
monte alto, lo que se relaciona con la mayor presencia de tipos de exploracion de micorrizas de
contacto. Su asociacién con la actividad de lacasa puede explicar su presencia en un rodal con
arboles mas desarrollados que producen mas madera susceptible de ser degradada (Hupperts et al.,
2017). Ademas, especies como Cantharellus, que se ve muy afectada por los tratamientos de clara
(Tomao et al., 2017), Tormentella e Inocybe, que parece ser un taxén de etapa sucesional tardia,
estuvieron presentes principalmente en dehesas correlacionadas con sus tipos de exploracion de
contacto caracteristicos (Carrino-Kyker et al., 2016; Godbold et al., 2015).

Diferentes practicas terminan desarrollando abundancias diferenciada de grupos ecoldgicos.
Como la convivencia con practicas pastorales bien arraigadas como el sistema dehesa es imperativo,
la aplicacion de un manejo en mosaico podria ayudar a lidiar con su naturaleza parasitaria (Castafno
et al, 2018b; Moreno-Fernandez et al, 2021) a la vez que reduciria el riesgo de incendios e incluso
mantendria una buena produccioén de esporocarpos.

6. Conclusiones

Nuestro estudio mostré que el manejo de la tierra da como resultado una mayor diversidad
fangica debido a los diferentes efectos e insumos derivados de la ganaderia y los tratamientos
silvicolas. Un beneficio interesante de esta diversificacion podria ser un aumento en la producciéon de
diversos hongos comestibles econdmicamente valiosos que necesitan diferentes tipos de sustrato.
Los niveles mas altos de riqueza de los tipos de exploracion C/ SD/MDS en dehesas probablemente
se debieron a la escasez de agua debido a la presion del pastoreo. Los saprétrofos fueron mucho mas
abundantes en los rodales de monte bajo, mientras que las dehesas tuvieron una mayor presencia de
patogenos y enddfitos. Los rodales del monte alto se caracterizaron por la diversidad de hongos
micorrizicos, probablemente debido a la mayor productividad fotosintética de estos rodales. Los
impulsores comunitarios mas fuertes fueron el nivel de pH, el contenido de C del suelo y las tasas de
C/ N, que estan directamente relacionadas con la cantidad de biomasa producida por los rodales que
pueden degradarse, y la deposicion de N, que es impulsada por la actividad ganadera. Deberian
realizarse mas investigaciones para determinar cémo se comportan este tipo de rodales para mejorar
nuestro conocimiento y gestion de las zonas adyacentes a este emblematico paisaje ibérico. que
estan directamente relacionados con la cantidad de biomasa producida por los rodales que puede
degradarse, y la deposicion de N, que es impulsada por la actividad ganadera.
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