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RESUMEN (en espafiol)

Los hongos juegan un papel fundamental en el buen funcionamiento de los ecosistemas.
Como saprofitos son esenciales en la regulacion del ciclo de los nutrientes; como
patogenos influyen en la supervivencia de ciertos componentes del ecosistema y, como
simbiontes, se considera que son esenciales en la vida de las plantas desde el comienzo
de la colonizacion de éstas sobre la Tierra. Algunos autores consideran que podrian
existir unos 10 millones de especies de hongos, conociéndose en la actualidad unas
155.000, lo que pone de manifiesto el grado de implicacion que estos organismos tienen
en el desarrollo de la vida sobre la Tierra.

En este trabajo consideramos que es esencial el conocimiento de la identidad de los
organismos fungicos que tienen como nexo de unidn el habitar en la rizosfera de las
diversas especies vegetales que se desarrollan en ecosistemas cantabricos par ello,
mediante técnicas de andlisis molecular (DNA Metabarcoding) se ha realizado una
identificacion completa de los hongos asociados a especies de pastizal que se
desarrollan en zonas alpinas de la Cordillera Cantdbrica y a robledales atlanticos
localizados, también, a lo largo de la Cordillera Cantébrica.

Con el objetivo de conocer la comunidad fungica de las zonas de pastizal alpino se
seleccionaron 7 especies herbaceas representativas en dos localizaciones: se recolect6 el
sistema radical de Armeria duriaei, Luzula caespitosa y Thymus praecox en
comunidades 4acidas localizadas en la Zona de Especial Conservacion (ZEC) San
Emiliano y 4. cantabrica, Anthyllis vulneraria, Carex sempervirens y T. praecox en
calcareas del Parque Nacional Picos de Europa. Identificindose en la poblacion de Picos
de Europa la presencia, en menor o mayor grado, de 422 especies, 341 géneros, 173
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familias, 74 ordenes, 24 clases y 7 filos siendo, en San Emiliano de 223 especies, 189
géneros, 123 familias, 63 6rdenes, 24 clases y 7 filos.

En el caso de los robledales atlanticos, se seleccionaron 3 parcelas de muestreo localizas
en el Parque Natural (PN) de Fuentes del Narcea, Degafia e Ibias, PN de Redes y la
ZEC Ancares, estudiandose el sistema radical de 12 ejemplares de Quercus petraea. Se
analizaron aproximadamente 28 m de raiz identificandose 11 tipos de ectomicorriza
diferentes, confirmandose, mediante los analisis moleculares la coexistencia de diversas
especies fungicas en la misma punta.

En el conjunto de los sistemas radicales de roble analizados se identifico la presencia,
en menor o mayor grado, de 298 especies, 249 géneros, 141 familias, 69 ordenes, 20
clases pertenecientes a 7 filos. Siendo la parcela que presenta una mayor diversidad la
localizada en la ZEC de Ancares seguida por la del PN Fuentes del Narcea, Degafia e
Ibias y, por ultimo, la del PN de Redes.

RESUMEN (en Inglés)

The role of fungi in ecosystems is essential. They help regulate nutrient cycling as
saprophytes, influence the survival of certain ecosystem components as pathogens, and
play a pivotal role as symbionts in plant life. Some experts estimate that there could be
approximately 10 million species of fungi, with approximately 155,000 currently known
species. This underscores the significant impact that these organisms have on life on
Earth.

We believe that it is important to identify specific fungal organisms that live in the
rhizosphere of different plant species in Cantabrian ecosystems. We used molecular
analysis techniques (DNA Metabarcoding) to fully identify the fungi associated with
grassland species in the alpine areas of the Cantabrian Mountains and Atlantic oak
forests located in the Cantabrian Mountains.

The fungal communities in alpine grassland areas were studied by collecting the root
systems of seven representative herbaceous species from two different locations. The
root systems of Armeria duriaei, Luzula caespitosa, and Thymus precox were collected
from acidic communities located in the San Emiliano Special Area of Conservation
(SAC). In contrast, A. cantabrica, Anthyllis vulneraria, Carex sempervirens, and T.
precox root systems were collected from calcareous areas of Picos de Europa National
Park. The population of Picos de Europa contained 422 species, 341 genera, 173
families, 74 orders, 24 classes, and seven phyla, whereas the population in San Emiliano
contained 223, 189 genera, 123 families, 63 orders, 24 classes, and seven phyla.
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In the case of the Atlantic oak forests, we conducted a study in three sampling plots
located in the Natural Park (NP) of Fuentes del Narcea, Degana and Ibias, Redes NP,
and Ancares SAC. We focused on studying the root system of 12 Quercus petraca
specimens, analyzing approximately 28 m of roots. Our analysis identified 11 different
types of ectomycorrhizae and confirmed the coexistence of several fungal species at the
same tip through molecular analysis.

We found a diverse range of species, genera, families, orders, and classes belonging to
298 species, 249 genera, 141 families, 69 orders, 20 classes, and seven phyla within the
oak root systems studied. The plot with the greatest diversity is in the Ancares SAC,
followed by the Fuentes del Narcea, Degafia, Ibias NP, and Redes NP.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO

EN BIOGEOCIENCIAS
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL Y DEFINICION DE OBJETIVOS



Capitulo 1: Introduccion general y definicion de objetivos

1.1. INTRODUCCION GENERAL

El auge de las técnicas moleculares, en especial, las relacionadas con los analisis
filogenéticos mostrarian que la vida en nuestro planeta podria agruparse denominados,
dominios (Woese et al., 1990). Este sistema clasifica a todos los organismos vivos en tres
dominios principales (Figura 1.1):

e  Bacteria: Incluye organismos unicelulares procariotas, que son células sin nicleo
definido. Son muy diversos y se encuentran en una amplia variedad de entornos, desde el
suelo hasta el agua y los cuerpos de los organismos multicelulares.

e Archaea: También son organismos procariotas, pero difieren de las bacterias en
aspectos bioquimicos y genéticos. Muchas especies de Archaea son extremofilas, lo que
significa que pueden sobrevivir en condiciones extremas de temperatura, pH o salinidad.

e Eukarya: Incluye todos los organismos con células eucariotas, que tienen un
nlcleo definido y orgdnulos membranosos. Este dominio abarca una amplia variedad de
organismos, desde hongos y plantas hasta animales y protistas.

Phylogenetic Tree of Life

Bacteria Archaea Eukaryota

Green
Filamentous Slime
Spirochetes bacteria Entamoebae > Animals
molds
Fungi

Gram
positives

Methanosarcina
Methanobacterium

) Halophiles
Proteobacteria Plants
_ Methanococcus
Cyanobacteria Ciliates

T. celer
Planctomyces

Thermoproteus
Pyrodicticum

Flagellates

Bacteroides
Cytophaga

Trichomonads

Microsporidia
Thermotoga

Diplomonads
Aquifex

Figura 1.1: Dominios principales (Fuente: Woese et al., 1990).

Los hongos, considerados en su sentido mas amplio, forman en realidad un
conjunto de distintos grupos de seres vivos que no estdn emparentados entre si y que
pertenecen a 3 reinos distintos. En el esquema de los 7 reinos, los hongos ameboides
formarian parte del Reino Protozoa (Figura 1.2). Los pseudohongos, aquellos que se creen
que han evolucionado a partir de algln tipo de alga, son saprofitos o parasitos que suelen
causar dafios importantes en la agricultura, como el mildium, caracterizandose por poseer
una pared celular compuesta mayoritariamente por celulosa (en lugar de quitina) estarian
dentro el Reino Chromista (Figura 1.2) y, por tltimo, los hongos verdaderos se agrupan
dentro el Reino Fungi (Figura 1.2) y pertenecen al clado de los opistocontos
(Opisthokonta), que también incluye a los animales, pero no a las plantas (Medina et al.,
2003, Ocana-Pallargs et al., 2023). Se estima que hace 1 billon de afios, mas menos 500
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mill., una poblacién de organismos eucariotas unicelulares acuaticos, que contenian
zoosporas con flagelos posteriores se dividio en dos lineas: una di6 lugar a los animales
y otra a los hongos (Taylor & Berbee, 2006).

STRAMINIPILA

EUMYCOTA
(TRUE FUNGI)

PROKARYOTES

Figura 1.2: Esquema de relaciones filogenéticas de los hongos verdaderos (True fungi), pseudohongos (Straminipila)
y ameboides (Protista). (Fuente: Webster & Weber, 2007).

La clasificacién taxondmica de los hongos es muy compleja y estd en continuo
cambio (Xu, 2020). Constantemente se estan datando nuevas especies, y a lo largo de la
escritura del presente capitulo se ha podido constatar que entre el 26.03.2024 (Figura
1.3a) y el 20.05.2024 (Figura 1.3b) se afiadieron 1335 nuevas especies al catalogo de
hongos, siendo 155869 el ultimo dato recogido (Catalogue of life, 2024). Algunos autores
sugieren que podrian existir entre 1,5 — 5 mill. de especies, sin embargo, otros estiman
que existirian unos 10 mill. de especies de hongos (Hawksworth & Liicking, 2017).

4 b
aPhylum Phylum 12
Class 59 Class 61
Order 268 Order /4
Family 1061 Family 1134
o Genus 12854
Genus 12578

Section Botany

Species 154534 ) .
Species 155869

Figura 1.3: Checklist de hongos: a) consulta del 26.03.2024; b) consulta de 20.05.2024. (Fuente:
https://www.catalogueoflife.org/).

Los hongos juegan un papel relevante en los ecosistemas, dependiendo, en
algunos casos, la supervivencia de ciertos de sus miembros de la presencia de estos
organismos (Trappe & Luoma, 1992). Son los principales descomponedores de la materia
organica muerta, devolviendo los nutrientes al ecosistema y participando de forma activa
en su ciclo, en especial en elementos como el nitrégeno, fosforo y azufre (Boddy, 2016).
Algunos pueden llegar a causar enfermedades en animales y plantas debido a su caréacter



Capitulo 1: Introduccion general y definicion de objetivos

patogeno, lo que también influye en la dindmica del ecosistema (Boddy, 2016). Otra de
las funciones principales que desempefian los hongos en los ecosistemas es la relacion
endofitica que establecen con plantas, denominadas micorrizas si esta es simbidtica.

Las asociaciones micorricicas desempefian una funcién determinante en la
diversidad, funcionamiento y sobre todo en la estabilidad de los ecosistemas (Frank y
Trappe, 2005). Por todo ello, la “capacidad” de los hongos para formar micorrizas con las
plantas es una de las adaptaciones mas notables y fascinantes en la vida en tierra, y gracias
a ello, la presencia de micorrizas esta ahora bien establecida en aproximadamente el 85%
de las plantas existentes (Strullu-Derrien et al., 2018). Mas de 250.000 especies de plantas
presentan algun tipo de asociacion simbidtica con hongos (Tedersoo et al., 2014; Martin
& van der Heijden, 2024). La exploracion minuciosa de las asociaciones micorricicas, un
tema de profundo interés en ciencias biologicas, ecoldgicas y agroforestales ha aportado
conocimientos trascendentales en relacion con su origen, desarrollo, diversidad tipoldgica
y, sobre todo, los grupos de hongos que desempefian un papel central en estas
interacciones simbioticas.

Existe un amplio grupo de organismos fiingicos que habitan dentro de las raices
de diversos grupos de especies de plantas que no se consideran micorrizas,
denominandose endofitos. Estos pueden encontrarse en todas las partes del sistema
radicular, mientras que los hongos micorricicos suelen limitarse a las raices primarias no
lignificadas. No es facil categorizar con precision sus funciones de estos hongos
(Sivasithamparam, 1998), ya que este tipo de asociacion puede ser beneficiosa o
perjudicial para los hospedadores (Brundrett, 2004). La falta de una estructura (u érgano)
especifica donde se intercambien los nutrientes y la poca claridad de las funciones de la
simbiosis hacen que los end6fitos no se considere micorrizas (Brundrett, 2004).

Se han reconocido dos grandes grupos de hongos endofitos, que reflejan
diferencias en cuanto a parentesco evolutivo, taxonomia, plantas hospedadoras y
funciones ecoldgicas: los endofitos clavicipitaceos (endofitos C), que infectan algunas
gramineas; y los endofitos no clavicipitaceos (endofitos NC), que pueden recuperarse de
tejidos asintomaticos de plantas no vasculares, helechos y aliados, coniferas y
angiospermas (Rodriguez et al., 2009). Dentro de la clase endéfitos NC se encuentran los
Endofitos Septados Oscuros (DSE), un grupo misceldneo de hongos que habitan en las
raices y que se definen como hongos ascomicetos conidiales o estériles que colonizan las
raices vivas de las plantas sin causar efectos negativos aparentes (Jumpponen, 2001).

Aunque los hongos DSE se encuentran practicamente distribuidos globalmente y
en todo tipo de plantas (Jumpponen & Trappe, 1998; Addy et al. 2005; Mandyam &
Jumpponen, 2005; Sieber 2007; Sieber & Griinig, 2013; Jumpponen et al., 2017), siguen
siendo sorprendentemente desconocidos. Esto se debe muy probablemente a su alta
diversidad taxonomica y funcional. Son hongos polifiléticos (Ruotsalainen, 2018) y su
ecologia es en gran parte desconocida donde las hipdtesis se basan en escasa evidencias
(Jumpponen & Trappe, 1998), existiendo una controversia en cuanto a los efectos que
pueden ocasionar sobre sus hospedantes, desde positivos, neutros o negativos
(Jumpponen, 2001). Se han observado en familias de plantas con estrategias vitales muy
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diferentes, lo que sugiere poca o ninguna especificidad de hospedador (Jumpponen &
Trappe, 1998).

1.2. ASOCIACIONES MICORRICICAS.

Los hongos micorricicos desempefian una funciéon importante (a veces
determinante) en la absorciéon de macronutrientes, como fosforo, nitrégeno y azufre, asi
como de micronutrientes esenciales. Aunque las plantas cuentan con transportadores
especializados para la absorcion de macro y micronutrientes del suelo, fundamentales
para su dptimo crecimiento, los socios fungicos micorricicos pueden desempefiar un papel
significativo en este proceso, especialmente cuando las concentraciones de nutrientes en
el suelo son bajas o escasas (Smith & Read, 2008).

Figura 1.4: Protomicorrizas localizadas en el yacimiento de Rhynie Chert (Fuente: Strullu-Derrien et al., 2018).

Ademas, las asociaciones micorricicas, desempefian una funcioén destacada en la
resistencia de las plantas a condiciones ambientales adversas, y pueden inducir respuestas
en plantas y ecosistemas ante los procesos de cambio climatico (Mohan et al., 2014;
Cosme, 2023). Por ejemplo, en un estudio realizado en un bosque tropical, se observo que
las plantas micorrizadas presentaban una mayor supervivencia durante periodos de sequia
extrema en comparacion con las plantas no micorrizadas (Pereira et al, 2021). Esta
investigacion destacaba la importancia de las micorrizas en la mejora de la resiliencia de
las plantas frente a situaciones de estrés ambiental, subrayando su relevancia en la
conservacion de la biodiversidad y la sostenibilidad de los ecosistemas.

La capacidad de los hongos para formar micorrizas con las plantas emerge como
una de las adaptaciones mas notables y fascinantes en la vida terrestre. El analisis de
registros fosiles, en particular aquellos que datan hace aproximadamente 400 millones de
afios, ha arrojado luz sobre la existencia de asociaciones simbidticas entre las primeras
plantas colonizadoras y hongos, como se ha evidenciado en estudios realizados sobre
restos descubiertos en el yacimiento paleontologico de Rhynie Chert (Smith & Read,
2008; Honrubia, 2009; Brundrett & Tedersoo, 2018; Strullu-Derrien et al., 2018). En estas
asociaciones, se manifiestan elementos morfolégicos que guardan notable similitud con
las AM contemporaneas, cuyos organismos fingicos responsables pertenecen al filo
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Glomeromycota (Figura 1.4). Por lo tanto, se postula que estas antiguas conexiones se
“erigen” como los antecesores de las asociaciones endomicorricicas (Smith & Read,
2008; Honrubia, 2009; Brundrett & Tedersoo, 2018; Strullu-Derrien et al., 2018).

El término empleado en la actualidad para denominar este tipo de relaciones
simbidticas fue propuesto por el botanico aleman A. Bernhard Frank en 1885. Frank
defini6 esta simbiosis entre las raices (rhizos) de las plantas y ciertos grupos de hongos
(mycos) del suelo como "micorriza" (Mykorhizen). En esta forma de relacion simbiotica,
ambas partes, es decir, la planta y el hongo, obtienen beneficios importantes mutuos y
participan en el transporte y absorcion de nutrientes (Frank, 2005). Posteriormente,
Brundrett (2004) proporcion6é una definicion més amplia de dicho término, la cual
engloba la totalidad de la diversidad de las micorrizas, incluyendo otras asociaciones entre
hongos y plantas. Segin Brundrett, una micorriza “es una simbiosis esencial para uno de
sus integrantes, que implica la interaccion entre un hongo especializado en la vida en el
suelo y las plantas, y una raiz (u otro organo que entre en contacto con el sustrato) de
una planta viva”. En este contexto, el hongo asume un rol principal en el transporte de
nutrientes (carbohidratos), y el establecimiento de las micorrizas se efectiia en un 6rgano
especializado de la planta, donde se genera un contacto, que podemos denominar como
“intimo”, fruto del desarrollo sincronizado de ambos simbiontes (Brundrett, 2004).

En la actualidad, se reconoce la existencia de cuatro grupos primordiales de
micorrizas, cada uno con caracteristicas particulares y beneficios tinicos: las micorrizas
arbusculares (AM), las ectomicorrizas (EcM), las micorrizas ericoides (ErM) y las
micorrizas orquideoides (OrM) (Brundrett & Tedersoo, 2018). Estos grupos representan
diferentes tipos de asociaciones simbioticas entre hongos y plantas, cada uno adaptado a
condiciones especificas de suelo y planta hospedadora. Las EcM, como un tipo de
micorriza externa a las células de la raiz, forman una red compleja de hifas alrededor de
la misma, comin en arboles forestales y plantas lefiosas. Por otro lado, las
endomicorrizas, también conocidas como micorrizas AM, establecen una asociacion
intracelular en las células de la raiz de las plantas hospedadoras. Basandonos en la
investigacion de Brundrett (2004, 2015, 2017), Smith & Read (2008) y Brundrett &
Tedersoo (2018), a continuacidn, se detallaran las caracteristicas principales de estas
complejas relaciones micorricicas, lo que permitirda comprender mejor como cada tipo de
micorriza contribuye a la nutricion, a la salud de las plantas en diversos entornos
ecoldgicos, y a la futura capacidad de adaptacion y resiliencia de plantas, arboles y
ecosistemas frente a los procesos de cambio climatico:
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Micorrizas arbusculares (AM).

Las AM establecen una asociaciéon mutualista entre los hongos y las raices de las
plantas, caracterizada por el desarrollo de una intrincada red de hifas que mejora la
absorcion de nutrientes, en especial fosforo en el suelo. Se caracterizan por la presencia
de una colonizacién interna de los sistemas radicales cuyo elemento diferencial es la
presencia de unos organulos, Unicos en este tipo de asociaciones, denominados
arbusculos que se suelen localizar dentro de las células corticales de los hospedadores.
Junto con estos organulos, suele ser frecuente la aparicion de unas estructuras de
almacenamiento de recursos fungicos denominadas vesiculas. Las hifas desarrolladas a
partir de una espora germinada producen un apresorio en la epidermis de la raiz (Figura
1.5), penetrando y produciéndose una colonizacion intrarradical, tanto de manera
intercelular como intracelular, culminando con el desarrollo de arbusculos altamente
ramificados dentro de las células corticales internas (Bonfante & Genre, 2010; Lanfranco
et al., 2016).
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Figura 1.5: Colonizacion de AM. (Fuente: Lanfranco et al., 2016).

Para que este tipo de asociaciones se consideren “efectivas”, es decir, que existe
realmente un intercambio de nutrientes entre hospedante y hospedador, es necesario
garantizar la presencia de arbusculos, puesto que, se considera que es a través de estos
organulos donde se produce el principal intercambio de nutrientes, aunque este hecho atn
esta siendo analizado y es motivo de controversia y discusion cientifica. En este sentido,
Brundrett (2004) hizo un andlisis especifico de estos desacuerdos y discusiones.

Las AM son el tipo de asociaciones micorricicas mds abundantes, estando
presentes en aproximadamente el 72% de las plantas vasculares, el 67% de los helechos
y en el 25% de los bridfitos cuyos organismos fingicos responsables pertenecen en su
totalidad al filo Glomeromycota (Hijri & Ba, 2023). Desempeiian un papel crucial en la
optimizacion del crecimiento y la nutricion de las plantas, especialmente en entornos
donde el fosforo es limitado (Wahab et al, 2023). Estos efectos beneficiosos de las AM
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en las plantas son conocidos por ser mas evidentes cuando se establecen relaciones
simbidticas en las etapas mas tempranas del crecimiento de la planta (Niemi et al., 2004).

Estas relaciones (Figura 1.6) desempefian un papel esencial en la comprension de
la diversidad y funciones de las micorrizas en el entorno natural, y sirven como recurso
inestimable para los investigadores y estudiosos del campo. La informacion sobre la
simbiosis AM se puede aplicar en escenarios del mundo real en agricultura sostenible y
en conservacion ambiental y forestal de varias formas:

e Mejora de la absorcion de nutrientes: especialmente el fosforo, puede llevar al
desarrollo de practicas agricolas sostenibles que dependan menos de los fertilizantes
quimicos. Esto puede reducir el impacto ambiental de los métodos de cultivo
convencionales (Allen, 2007; Backer et al, 2018; Begum et al. 2019; Bhantana et al.,
2021).

o  Salud del suelo: Promover el uso de hongos AM en sistemas agroforestales puede
contribuir a mejorar la salud y fertilidad del suelo. Al mejorar la disponibilidad de
nutrientes y promover la estructura del suelo, pueden apoyar practicas de manejo de
tierras sostenibles (ud din Khanday et al., 2016; Lawrence et al., 2015; Begum et al.
2019).

e Biodiversidad y productividad del ecosistema: Reconocer la influencia de los
microbios del suelo, como las AM, en la diversidad y productividad de las plantas
proporciona informacion relevante para orientar los esfuerzos de conservacion dirigidos
a preservar los ecosistemas naturales. Al comprender el papel de estas relaciones
simbioticas, se pueden desarrollar estrategias de conservacion destinadas a proteger y
mejorar la biodiversidad (Féndriks, 2017).

e  Resiliencia climatica: La incorporacion del conocimiento sobre la simbiosis AM
en las practicas agricolas puede contribuir a disponer de cultivos con mayor capacidad de
adaptacion y resiliencia ante procesos climaticos adversos. Por ejemplo, al mejorar la
absorcion de nutrientes y la salud de las plantas, estas relaciones pueden ayudar a los
cultivos a resistir los impactos ambientales asociados con el cambio climatico (Sosa-
Hernandez et al, 2018; Mathur et al., 2023).
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Figura 1.6: Representacion diagramatica de las funciones micorricicas para regular diversos procesos en el ecosistema
y promover el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés abidtico (Fuente: Begum et al., 2019).
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Ectomicorrizas (EcM).

Las EcM, una forma de asociacion simbiotica entre hongos y las raices de las
plantas, sobresalen por su papel en la absorcion de nutrientes y en el mantenimiento de la
salud del ecosistema (Tibbett and Sanders, 2002). Es notable que la gran mayoria de las
plantas terrestres establecen relaciones simbiodticas con hongos micorricicos para
potenciar su crecimiento y desarrollo. Por todo ello, estos hongos, que residen en el suelo,
desempefian un papel clave en los ecosistemas terrestres al regular los ciclos de nutrientes
y carbono, asi como al influir en la estructura del suelo y en la multifuncionalidad del
ecosistema.

El aporte de los hongos micorricicos es fundamental, ya que proporcionan hasta
un 80% del nitrégeno y fosforo necesarios para el desarrollo de las plantas. Muchas
especies vegetales dependen intrinsecamente de estas asociaciones simbioticas para su
crecimiento, adaptacion y supervivencia en diferentes condiciones ambientales (van der
Heijden et al., 2015). Ademés de facilitar la absorciéon de nutrientes, estas EcM
contribuyen a la resistencia de las plantas ante el estrés, mejoran la estructura del suelo y
favorecen la diversidad y estabilidad de los ecosistemas terrestres, especialmente en un
contexto de cambio climatico. De este modo, las interacciones entre las plantas y los
hongos micorricicos revelan su importancia integral en la dinamica y funcionalidad de
los ecosistemas.

Las EcM establecen una “asociacion exterior” a las células de la raiz, formando
una red compleja de hifas alrededor de la misma. Este tipo de micorriza es especialmente
comun en arboles forestales y plantas lefiosas. En las EcM, las hifas fungicas rodean y
penetran la capa més externa de las raices, formando el manto y la Red de Hartig,
distintiva de estas asociaciones. A través de esta extensa red de hifas, los hongos EcM
pueden facilitar la absorcion de nutrientes, en particular nitrogeno y fosforo, para las
plantas asociadas.

Las EcM también son conocidas por la diversidad de hongos involucrados, que
pertenecen a diferentes taxones dentro de los filos Basidiomycota y Ascomycota. Esta
diversidad contribuye a la adaptabilidad y especificidad de estas asociaciones, ya que
diferentes hongos EcM pueden asociarse con diferentes especies de plantas. Algunas de
las principales aplicaciones practicas de las EcM son (Sharma et al., 2017):

o  Silvicultura y Forestacion: Dada su asociacion frecuente con arboles forestales,
la comprension de las EcM es esencial en la silvicultura, y, por supuesto, en programas
de forestacion. Estas micorrizas contribuyen a la salud y crecimiento de los bosques.

e  Restauracion de Ecosistemas: La introduccion controlada de hongos EcM puede
ser utilizada en proyectos de restauracion de ecosistemas, especialmente después de
disturbios ambientales o incendios forestales.

e  Agricultura de Plantas Leriosas: En cultivos de plantas lefiosas como arboles
frutales, la promocion de asociaciones EcM puede mejorar la absorcion de nutrientes y el
rendimiento de los cultivos.

e Suelos Degradados: En areas con suelos degradados, la introduccion de hongos
EcM puede contribuir a la mejora de la estructura del suelo y la disponibilidad de



Capitulo 1: Introduccion general y definicion de objetivos

nutrientes (Rashid et al., 2016), y ademas planificar estrategias de manejo sostenible y
reducir el impacto negativo de los fertilizantes artificiales en el medio ambiente.

Al igual que con las AM, comprender y aplicar el conocimiento sobre las EcM
tiene implicaciones significativas en la gestion sostenible de los recursos naturales, en la
conservacion y resiliencia de los ecosistemas forestales y, en la promocion de practicas
agricolas y forestales mas respetuosas con el medio ambiente.

Micorrizas ericoides (ErM).

Las ErM representan un tipo especifico de asociacion simbidtica entre hongos y
las raices de plantas, particularmente adaptadas a suelos 4cidos y pobres en nutrientes
(Kohout,2017; Vohnik, 2020). Este tipo de micorrizas son especialmente significativas
en la ecologia de plantas pertenecientes a la familia Ericaceae, que incluye especies como
brezos, arandanos y rododendros (Wei et al., 2022).

Estas micorrizas se han adaptado a entornos edaficos especificos, como suelos
acidos y de baja fertilidad, donde desempefian un papel fundamental en la absorcion de
nutrientes esenciales, como nitrégeno y fosforo (Vohnik, 2020; Wei et al., 2022). A
diferencia de las descritas anteriormente, establecen una asociacion intracelular en las
células corticales de las raices de las plantas hospedadoras. La formacion de estructuras
especializadas, como pelotas de hifas, caracteriza esta relacion simbiotica. Estas pelotas
de hifas penetran las células corticales, facilitando el intercambio de nutrientes entre el
hongo y la planta (Vohnik, 2020; Wei et al., 2022).

Las ErM desempefian un papel fundamental en la adaptacion de las plantas a
suelos con escasos recursos, o dificiles, para las plantas. Incrementa la capacidad para
mejorar la absorcion de nutrientes, especialmente en condiciones de baja disponibilidad
de fosforo y nitrégeno, mejora la germinacion de las semillas y el enraizamiento de
esquejes, ademas la simbiosis también aumenta la tolerancia de la planta a diversos
factores de estrés abidtico (como suelos acidos y pobres en nutrientes, asi como la
resistencia a infecciones patdgenas (Wei et al., 2022). De esta forma promueven, y
benefician significativamente el crecimiento, permitiendo a las plantas hospedadoras
expandir su rango de distribucion, colonizando ambientes que de otro modo serian
inhodspitos.

10
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Figura 1.7: Tlustracién esquematica de la simbiosis entre hongos ErM y plantas ericaceas (arandano), generando
compuestos bioactivos que mejoran la germinacidn, enraizamiento, tolerancia a estreses y resistencia a patogenos,
promoviendo el crecimiento (Fuente: Wei et al., 2022).

Las ErM tienen una serie de aplicaciones practicas que se describen a
continuacion:

e Agricultura en Suelos Acidos: Comprender y aplicar el conocimiento sobre las
ErM puede ser beneficioso en la agricultura, especialmente en la produccion de cultivos
adaptados a suelos acidos y pobres en nutrientes. Esto puede reducir la dependencia de
fertilizantes quimicos y mejorar la sostenibilidad agricola.

e Restauracién de Ecosistemas Acidos: En proyectos de restauracion de areas
degradadas o afectadas por la acidificacion del suelo, la introduccion controlada de ErM
puede ser una estrategia efectiva para mejorar la salud del suelo y promover la
recuperacion vegetal.

e Jardineria Ornamental: En el cultivo de plantas ornamentales pertenecientes a la
familia Ericaceae, como rododendros y brezos, la promocion de la asociacion con ErM
puede mejorar el crecimiento y la resistencia de estas plantas en entornos de jardineria.

o  Conservacion de Especies Nativas: Dada la importancia de las ErM en la
adaptacién de plantas nativas a suelos especificos, su conservacion y promocioén son
determinantes en la proteccion de la biodiversidad y la preservacion de ecosistemas
naturales.

En resumen, las ErM representan una curiosa y especifica forma de asociacion
simbidtica que influye en la adaptacion, supervivencia y distribucion de plantas en
entornos desafiantes. El entendimiento de estas micorrizas tiene implicaciones
significativas en la gestion sostenible de suelos y recursos naturales.

11
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Micorrizas orquideoides (OrM).

Las OrM también conocidas como micorrizas de orquideas, constituyen una forma
unica de simbiosis entre hongos y plantas de la familia Orchidaceae, que incluye algunas
de las flores mas exquisitas y cautivadoras del reino vegetal (Smith & Read, 2008;
Brundrett & Tedersoo, 2018). Estas asociaciones presentan caracteristicas distintivas y
propias que las diferencian de otros tipos de micorrizas, y su comprension aporta valiosos
conocimientos tanto en el ambito cientifico como en aplicaciones practicas.

Las OrM, como endosimbiosis distintiva, se caracterizan por la penetracion de
hifas fungicas en las células de las orquideas, dando lugar a estructuras fungicas
intracelulares rodeadas por la membrana de la orquidea. La interfaz planta-hongo sirve
como el principal sitio de transferencia de nutrientes, un aspecto crucial en esta relacion
simbiotica. La investigacién mas reciente se centra en la transferencia de nutrientes en
OrM, comparando su desarrollo y funcion con otros tipos de micorrizas.
Sorprendentemente, se han identificado similitudes en las estructuras micorricicas
intracelulares entre las orquideas y las plantas micoheterotrofas que forman AM,
sugiriendo una posible evolucion convergente, como respaldan los estudios de Dearnaley
etal. (2016) y Perotto & Balestrini (2023). Esta idea gana fuerza actualmente, centrandose
en el desarrollo y el funcionamiento de las estructuras fungicas intracelulares (Figura 4),
situdndose en el nucleo de ambas endosimbiosis y comparando las espirales fungicas
formadas en OrM con los arbusculos altamente ramificados que se forman en la AM
(Perotto & Balestrini, 2023).

Arbuscule

Figura 1.8: Simbiosis de AM (a,b,c) frente a estructuras intracelulares de OrM (d,e,f). (Fuente: Perotto & Balestrini,
2023).

Las principales diferencias entre las estructuras fungicas intracelulares formadas
en las OrM y las AM se destacan en Perotto & Balestrini (2023):

e  Morfologia y Funcionamiento: En OrM, las estructuras fingicas intracelulares se

conocen como pelotones, mientras que en AM se denominan arbusculos (Figura 1.8).
Presentan diferencias notables en morfologia y funcionamiento, por ejemplo, la mas

12
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compacta estructura de los pelotones puede estar relacionada con la eficiencia en la
absorcion de nutrientes y la proteccion de la simbiosis.

o [Intercambio de nutrientes: La morfologia y el funcionamiento de las estructuras
fungicas intracelulares en OrM y AM difieren en cuanto al intercambio de nutrientes.
Aunque existen diferencias entre los pelotones de OrM y los arbusculos de tipo Arum en
AM, la comparacion entre las plantas de AM de tipo Paris y las plantas de OrM muestra
mas similitudes en las capacidades de transferencia de nutrientes.

e  Perspectiva Evolutiva: Las similitudes en la forma y funcion de las estructuras
fingicas intracelulares en AM de tipo Paris y OrM sugieren una posible evolucion
convergente de las estructuras fungicas en plantas micorricicas mioheterotrofas. Se
necesitan mas estudios en este sentido para confirmar esta hipdtesis, y explorar los
mecanismos detrds del desarrollo y la funcion de estas estructuras

Este tipo de asociaciones presentan unas caracteristicas especificas, segiin Smith
& Read (2008) y Brundrett & Tedersoo (2018) serian: a) son conocidas por su alta
especificidad donde cada especie de orquidea tiende a asociarse con un tipo particular de
hongo, lo que hace que estas relaciones sean unicas; b) a diferencia de algunas otras
micorrizas, la asociacion no siempre es esencial para la supervivencia de la planta., pero
la asociacion puede ser decisiva para su desarrollo y floracion, especialmente en
condiciones ambientales desafiantes y ¢) un aspecto notable de las OrM es su papel
fundamental en la germinacion de las semillas de orquideas. En muchos casos, las
semillas de orquideas requieren la presencia del hongo micorricico para iniciar su
desarrollo y establecerse como plantulas.

Las OrM desempenan funciones complejas y trascendentales en la vida de las
orquideas, influenciando en aspectos clave como el crecimiento, desarrollo y
reproduccion. Ademas, su comprension y estudio tienen aplicaciones practicas y en el
campo de la gestion agroforestal (Yang et al., 2023):

e  Cultivo de Orquideas: En la horticultura y floricultura, el conocimiento de las
OrM es importante para el cultivo exitoso de orquideas. La aplicacion controlada de
hongos micorricicos especificos puede mejorar la salud y floracion de las orquideas
cultivadas.

o  Conservacion de Especies Amenazadas: Dada la especializaciéon de estas
micorrizas, su conservacion y comprension son necesarias para la preservacion de
orquideas en peligro de extincion. Por ejemplo, diferentes estrategias de restauracion y
conservacion pueden incorporar la reintroduccion de hongos micorricicos especificos en
habitats de orquideas.

e [nvestigacion en los campos de la biologia y ecologia: El estudio de las OrM
contribuye significativamente a la comprension de la biologia y ecologia de las orquideas,
permitiendo avances en la investigacion cientifica y la mejora de técnicas de propagacion,
entre otros aspectos.

A modo de conclusion, las OrM representan una faceta asombrosa en las
asociaciones simbidticas planta-hongo, mostrando la diversidad y complejidad de las
adaptaciones evolutivas en el reino vegetal. Su estudio no solo enriquece el conocimiento
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cientifico, sino que también tiene implicaciones practicas en la conservacion y cultivo de
las apreciadas orquideas.

Importancia de la simbiosis.

Las simbiosis, entendidas como las asociaciones intimas y mutuamente
beneficiosas entre organismos, desempefian un papel activo en la evolucion y Ia
supervivencia en nuestro planeta. Al explorar los beneficios fundamentales que estas
relaciones ofrecen a los simbiontes, asi como sus aplicaciones practicas, se revela su
importancia en diversas disciplinas (Bonfante et al, 2010; Lamabam et al., 2011; Berbee
et al., 2017; Tsai et al., 2020; Hagh-Doust et al, 2022; Petel et al., 2022; Sun et al., 2023;
Garrastatxu et al, 2024). Se podria concluir que se obtienen los siguientes beneficios:

o  Cooperacion Evolutiva: Las simbiosis impulsan la evolucion al permitir la
cooperacion entre organismos para superar desafios ambientales. Esta colaboracion ha
influido significativamente en la adaptacion y la diversificacion de las especies a lo largo
del tiempo.

e  Optimizacion de Recursos: La simbiosis optimiza la utilizacion de recursos, ya
que los organismos simbidticos pueden compartir y acceder a nutrientes de manera mas
eficiente, lo que resulta en un beneficio conjunto para su desarrollo y crecimiento.

e Adaptacion a Condiciones Ambientales: Los simbiontes pueden desarrollar
adaptaciones especificas que les permiten prosperar en condiciones ambientales
desafiantes. Esta capacidad de coadaptacion mejora la supervivencia en entornos que
podrian ser inhospitos de manera individual.

e Resiliencia ante Factores de Estrés: Las asociaciones simbidticas brindan
resiliencia ante factores de estrés, ya que los organismos pueden apoyarse mutuamente
en situaciones adversas, como cambios climaticos o eventos extremos.

Favorecimiento de la Biodiversidad: La diversidad biologica se ve favorecida a
través de las simbiosis, ya que estas asociaciones contribuyen a la adaptacion y la
coexistencia de diversas especies en un ecosistema.

Aplicaciones practicas de las simbiosis.

o  Agricultura y Silvicultura: Comprender y aprovechar las simbiosis en la
agricultura y silvicultura puede mejorar la productividad de los cultivos, reducir la
dependencia de fertilizantes y contribuir a practicas agricolas y forestales sostenibles.

e  Restauracion de Ecosistemas: La introduccion controlada de simbiontes
especificos puede ser una estrategia eficaz en la restauracion de areas degradadas,
contribuyendo a la salud del suelo y promoviendo la recuperacion de la vegetacion.

e  Horticultura y Floricultura: En la horticultura y floricultura, el conocimiento de
las simbiosis es esencial para el cultivo exitoso de plantas ornamentales, permitiendo
practicas mas eficientes y sostenibles.

e [nvestigacion Cientifica: El estudio de las simbiosis proporciona informacion
valiosa para la investigacion cientifica en biologia y ecologia, permitiendo avances en la
comprension de las interacciones entre organismos y su impacto en los ecosistemas.
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o  Conservacion de Especies Amenazadas: Dada la importancia de las simbiosis en
la adaptacion y supervivencia de especies, su conservacion y promocion son esenciales
para la preservacion de la biodiversidad y la proteccion de especies en peligro.

En conclusion, este resumen muestra que las simbiosis no s6lo son fundamentales
para la evolucion biolodgica, sino que también tienen aplicaciones practicas significativas
en la gestion sostenible de recursos naturales, la agricultura, la restauracion ambiental y
la conservacion de la biodiversidad. Para entender por qué las simbiosis son tan relevantes
en el contexto de las asociaciones micorricicas, es importante destacar los beneficios
esenciales que brindan a los seres vivos involucrados. Estas relaciones mutuamente
beneficiosas no solo han dejado una huella duradera en la evolucion de la vida en nuestro
planeta, sino que también han generado aplicaciones utiles en campos que van desde la
agricultura hasta la recuperacion del medio ambiente.

Impacto negativo de las micorrizas invasoras en los ecosistemas.

En el informe del IPBES (2023) sobre Especies Exoticas Invasoras y su Control,
se destaca la importancia de comprender y abordar el impacto de las micorrizas invasoras
en los ecosistemas. Como acabamos de ver, en general las micorrizas son simbiontes
beneficiosos que establecen una relacion mutualista con las raices de las plantas,
facilitando la absorcion de nutrientes y agua. Sin embargo, cuando ciertas micorrizas se
vuelven invasoras, pueden desplazar a las especies nativas, alterar los ciclos naturales y
afectar la biodiversidad local.

Para clasificar las micorrizas invasoras, se pueden considerar varios criterios,
como su origen geografico, su capacidad de colonizacion y su impacto en el ecosistema
receptor. Algunas micorrizas invasoras pueden ser introducidas de manera accidental a
través del comercio internacional de plantas, suelo o material vegetal, mientras que otras
pueden expandirse rapidamente en nuevos habitats y competir con las especies autoctonas
por recursos.

Algunas medidas practicas para evitar la introduccion de micorrizas invasoras
podrian incluir: a) establecer listas de especies de micorrizas invasoras conocidas y
prohibir su importacioén o introduccion en ciertas areas; b) implementar programas de
capacitacion y concientizacion para identificar signos de presencia de micorrizas
invasoras en plantas y suelos; ¢) mejorar la inspeccion visual en los puntos de entrada
para detectar posibles portadores de micorrizas invasoras y, d) fomentar la colaboracion
con la industria horticola y viveros para promover practicas de produccion libres de
micorrizas invasoras.

Si bien los analisis de ADN pueden ser una herramienta poderosa para la
identificacion precisa de especies invasoras, es importante equilibrar la efectividad con la
viabilidad practica de implementar medidas de control. La combinacion de enfoques
practicos y cientificos puede ayudar a abordar los desafios de manera mas eficiente y
efectiva en la gestion de las micorrizas invasoras.

Es fundamental implementar estrategias de monitoreo y control de las micorrizas
invasoras para prevenir su propagacion y minimizar sus efectos negativos en los
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ecosistemas. Esto puede incluir medidas como la restauracion de habitats afectados, la
aplicacion de técnicas de bioseguridad en la importacion de plantas y suelos, y la
promocion de practicas sostenibles de gestion de ecosistemas. La gestion de las
micorrizas invasoras requiere una accion coordinada a nivel local, nacional e
internacional, involucrando a cientificos, gestores de ecosistemas, responsables de
politicas y la comunidad en general. Al abordar este desafio de manera integral, se puede
proteger la biodiversidad de los ecosistemas y promover la sostenibilidad ambiental a
largo plazo.

1.3. TECNICAS DE ESTUDIOS DE HONGOS: AVANCES EN LA ERA
MOLECULAR.

Las técnicas moleculares han transformado por completo el campo de estudio de
los hongos, permitiendo una identificacion precisa y detallada. A continuacion, se
destacan algunas de las metodologias moleculares mas relevantes utilizadas en la
investigacion de hongos (Martorelli et al., 2020; Tedersoo et al., 2022; Nilsson et al.,
2023):

Secuenciacion de ADN:

La secuenciacion del ADN ha revolucionado la identificacion de hongos
micorricicos al permitir una caracterizacion precisa a nivel molecular al comparar las
secuencias obtenidas con las bases de datos de referencia. Estableciéndose la region ITS
(Internal Transcribed Spacer) del ADN nuclear ribosomal como un marcador de
referencia para la identificacion de especies de hongos. Esta técnica ha facilitado la
deteccion de hongos en muestras ambientales, lo que ha contribuido a una mejor
comprension de su distribucion y diversidad.

Este enfoque ha revolucionado la taxonomia y clasificacion de estos organismos,
superando las limitaciones de los métodos morfoldgicos tradicionales. La secuenciacion
de ADN también permite estudiar la diversidad genética y la evolucién de los hongos
micorricicos en diferentes ambientes.

Metabarcoding:

La técnica de metabarcoding implica la secuenciacion de regiones especificas del
ADN de multiples especies presentes en una muestra. En el contexto de los hongos, esta
metodologia posibilita la identificacion de la diversidad de especies en un entorno
determinado. Esta metodologia ha revelado nuevas especies de hongos a un ritmo
acelerado y ha proporcionado informacion crucial sobre la diversidad y patrones de
distribucion de las comunidades fungicas.

Los estudios de metabarcoding han demostrado la alta diversidad fungica en
habitats como el suelo, y los datos de secuenciacion se almacenan en repositorios publicos
accesibles para futuras investigaciones. La integracion de datos de metabarcoding en
bases de datos especializadas, como MDDB (MycoDiversity DataBase), facilita la
exploracion de las comunidades fingicas en diferentes habitats y escalas geograficas.
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Metabarcoding ofrece una vision holistica de las comunidades fungicas,
revelando la complejidad de las asociaciones micorricicas en diversos habitats. Ademas,
el metabarcoding permite estudiar la estructura de las comunidades fingicas y su
respuesta a cambios ambientales.

Analisis Filogenético:

El analisis filogenético de secuencias de ADN ha permitido reconstruir relaciones
evolutivas entre especies de hongos, revelando patrones de diversificacion y adaptacion,
también contribuye a la delimitacion de especies y a la identificaciéon de grupos
taxonoémicos dentro de los hongos.

Es una herramienta fundamental para comprender la evolucion de los hongos en
respuesta a cambios ambientales y factores bidticos. Al integrar datos filogenéticos con
informacion ambiental, se pueden identificar patrones de distribucion y asociaciones
ecoldgicas en las comunidades fungicas.

Estas técnicas han revolucionado la investigacion en hongos, proporcionando
herramientas poderosas para estudiar su diversidad, ecologia y evolucion en un contexto
molecular. La combinacion de estas metodologias ha permitido avanzar
significativamente en el conocimiento de los hongos y ha abierto nuevas perspectivas
para la investigacion en este campo en la Era Molecular.

Ademas de las técnicas moleculares mencionadas anteriormente, existen otras
técnicas utilizadas en el estudio de hongos, como la microscopia y el cultivo. La
microscopia es una técnica importante para la identificacion de hongos, ya que permite
observar las estructuras de los hongos, como las hifas y las esporas, y determinar su
morfologia y caracteristicas. La microscopia también se utiliza para estudiar la
interaccion entre los hongos micorricicos y las plantas hospedadoras. El cultivo de hongos
es otra técnica utilizada en el estudio de hongos que implica el aislamiento y cultivo a
partir de muestras de suelo o raices de plantas hospedadoras. Aunque el cultivo es una
técnica util para estudiar la fisiologia y la ecologia de los hongos, puede ser dificil de
realizar debido a la naturaleza simbiotica de algunas especies.

En general, las técnicas moleculares han permitido una identificacion mas precisa
y detallada de las especies de hongos, lo que ha llevado a una mejor comprension de su
diversidad, ecologia y funcion en los ecosistemas. Ademads, estas técnicas han permitido
la identificacion de nuevas especies y han revelado la presencia de especies raras o poco
conocidas en diferentes entornos.

El futuro de la metodologia de secuenciacion de ADN, metabarcoding y anélisis
filogenético en el estudio de hongos micorricicos se vislumbra prometedor y lleno de
posibilidades. Algunas tendencias y desarrollos potenciales incluyen:

e Avances tecnoldgicos en secuenciacion de ADN: Se espera una continua mejora
en las tecnologias de secuenciacion de ADN, lo que permitird una mayor eficiencia,
precision y reduccién de costos en la obtencion de datos genéticos de hongos
micorricicos.
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La aplicacion de técnicas de secuenciacion de tercera generacion, como la
secuenciacion de nanoporos, podria ampliar ain mas nuestra capacidad para caracterizar
la diversidad fingica de manera exhaustiva y en tiempo real.

e Integracion de datos multidisciplinares: Se espera una mayor integracion de datos
genéticos con informacion ambiental, geoespacial y metabdlica para comprender mejor
las interacciones entre los hongos micorricicos y su entorno.

La combinacion de datos de secuenciacion con datos funcionales y ecologicos
permitird abordar preguntas mds complejas sobre la ecologia y la evolucion de estos
organismos.

e Desarrollo de herramientas analiticas avanzadas: Se anticipa la creacion de
herramientas analiticas mas sofisticadas y especificas para el analisis de datos de
metabarcoding y filogenéticos, lo que facilitara la interpretacion de grandes conjuntos de
datos y la identificacion de patrones significativos.

e Aplicaciones en conservacion y biotecnologia: La metodologia de secuenciacion
de ADN y metabarcoding de hongos micorricicos tendra un papel crucial en la
conservacion de la biodiversidad fungica y en la identificacion de especies clave para la
restauracion de ecosistemas degradados.

Ademas, se exploraran aplicaciones biotecnologicas de hongos micorricicos en
areas como la agricultura sostenible, la biorremediacion y la produccion de compuestos
bioactivos.

1.4. PRINCIPALES BASES DE DATOS EN EL ESTUDIO DE HONGOS.

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) se puede utilizar para comparar
las secuencias de OTUs (Operational Taxonomic Units) generadas a partir de datos de
metabarcoding con secuencias de referencia en bases de datos como UNITE. Esto permite
una identificacion taxondmica precisa de los hongos presentes en las muestras.

Esta es la base de datos que se ha empleado en esta Tesis. BLAST se puede
integrar de manera efectiva en la clasificacion y analisis de datos de hongos y diversidad
fingica en general.

e Uso: Identificaciéon taxonomica de OTUs (Operational Taxonomic Units)
mediante comparacion de secuencias con la base de datos UNITE.

e Ventajas: Precisa identificacion taxondmica de hongos presentes en las muestras

e Aplicacion: Clasificacion y andlisis efectivo de datos de hongos y diversidad
fingica.

MycoDiversity DataBase (MDDB) es una base de datos especializada que
almacena datos de metabarcoding de hongos en muestras ambientales, lo que permite
estudiar patrones de biodiversidad fungica a gran escala.

e Uso: Almacenamiento de datos de metabarcoding de hongos en muestras
ambientales.
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e Ventajas: Permite estudiar patrones de biodiversidad fungica a gran escala.
e Aplicacion: Analisis de diversidad fungica en muestras ambientales.

UNITE Database: UNITE es una base de datos de secuencias de ADN de hongos,
especialmente centrada en secuencias de la region ITS. Proporciona informacion
taxonomica y filogenética para la identificacion de hongos.

e Uso: Base de datos de secuencias de ADN de hongos, centrada en la region ITS.

e Ventajas: Proporciona informacion taxonomica y filogenética para la
identificacion de hongos.

e Aplicacion: Identificacion precisa de hongos a través de secuencias de la region
ITS.

MaarjAM Database: Aunque no incluye datos de SRA, MaarjAM es una base
de datos que se enfoca en hongos micorricicos del grupo Glomeromycota, asociando
informacion geografica, de habitat y climatica con secuencias de referencia.

e Uso: Enfocada en hongos micorricicos del grupo Glomeromycota.

e Datos: Asociacion de informacion geografica, de habitat y climatica con
secuencias de referencia.

e Aplicacion: Especializada en datos de hongos micorricicos, proporcionando
contexto ambiental.

NCBI Sequence Read Archive (SRA): El SRA es un repositorio publico que
almacena datos de secuenciacion de ADN de diversas especies, incluidos hongos. Es una
fuente importante de datos para estudios de metabarcoding y diversidad fungica.

e Uso: Repositorio publico de datos de secuenciacion de ADN de diversas especies,
incluidos hongos.

e Ventajas: Fuente importante para estudios de metabarcoding y diversidad fingica.

e Aplicacidon: Acceso a una amplia variedad de datos de secuenciacion para analisis
de diversidad fingica.

International Nucleotide Sequence Database Collaboration (/NSDC): INSDC
es una colaboracion entre DDBJ, ENA y GenBank que proporciona acceso a secuencias
de nucleoétidos, incluidas las secuencias de ADN de hongos, para la comunidad cientifica.

e Colaboracion: Entre DDBJ, ENA y GenBank.

e Datos: Acceso a secuencias de nucleotidos, incluidas las de hongos, para la
comunidad cientifica.

e Aplicacion: Amplia cobertura de datos de secuenciacion genética, incluyendo
informacion sobre hongos.

Estas bases de datos son fundamentales para la investigacion en micologia y
estudios de diversidad fingica, ya que ofrecen acceso a secuencias genéticas, metadatos
y herramientas para el analisis de datos. Al utilizar estas bases de datos, los investigadores
pueden ampliar su comprension de la diversidad, distribucion y evolucion de los hongos
micorricicos y otros hongos en diferentes entornos y escalas.
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1.5. DEFINICION DE OBJETIVOS.

En este capitulo introductorio, se establece el marco conceptual y metodoldgico
genérico que servird como base para la interpretacion de los capitulos especificos de esta
Tesis. En estos capitulos se adentrara en la investigacion de las asociaciones micorricicas,
explorando su origen, evolucion, diversidad tipoldgica y los principales grupos de hongos
involucrados.

El objetivo principal de esta tesis es ampliar el conocimiento de estas relaciones
simbioticas, de gran importancia para los ecosistemas analizados, que abarcan desde los
ecosistemas montafiosos de especies endémicas hasta los robledales atlanticos. Estos
ecosistemas son vulnerables y sensibles a los procesos de cambio climatico actuales, y
los organismos flingicos pueden desempefiar un papel significativo al proporcionar
capacidad y resiliencia en este contexto.

Los objetivos especificos de esta Tesis son los siguientes:

i) Realizar un estudio exhaustivo de la diversidad fingica asociada a la rizosfera de
especies de pastizal alpino. Este andlisis comprendera tanto la identificacion histoldgica
como la molecular (ADN), proporcionando una vision integral de la comunidad
micorricica presente.

ii) Investigar en profundidad la diversidad fungica en la rizosfera de los robledales de la
cordillera cantdbrica. Este objetivo incluird técnicas avanzadas de identificacion
histolégica y molecular (ADN), con el fin de revelar patrones especificos y contribuir a
la comprension de las interacciones micorricicas en este particular contexto geografico.

iii) Evaluar la influencia de las asociaciones en la resistencia y resiliencia de los
ecosistemas estudiados frente a los desafios planteados por el cambio climatico. Esto
implica la integracion de datos recopilados a lo largo de la investigacion para
proporcionar una vision holistica de la funcion de las asociaciones fungicas en la ecologia
y la adaptacion ambiental.

En resumen, estos objetivos especificos de la presente Tesis se han establecido
para maximizar la comprension de las asociaciones fungicas en diferentes contextos,
abordando aspectos tanto taxondmicos como funcionales. El resultado esperado es
contribuir significativamente al conocimiento cientifico sobre la diversidad y ecologia de
las micorrizas y su papel en la resiliencia de los ecosistemas frente a los cambios
climaticos actuales.
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Capitulo 2: Diversidad fiingica en raices y rizosferas de especies pertenecientes a sistemas de
pastizal alpino

2.1. INTRODUCCION.

Los ecosistemas alpinos se caracterizan por estar conformados por un estrato
herbaceo y arbustivo, localizado por encima del limite altitudinal del bosque y por debajo
de la zona de nieves perpetuas. Caracterizado por una vegetacion adaptada a unas
condiciones de bajas temperaturas, periodos vegetativos cortos y una disponibilidad de
nutrientes limitada (Testolin et al., 2020, Verrall & Pickering, 2020; Testolin et al., 2021)
ocupando menos de un 3% de la superficie de la Tierra (Testolin et al., 2020). En la
Cordillera Cantéabrica el ecosistema alpino se encuentra enmarcado dentro de la region
biogeografica Atlantica, subprovincia Orocantdbrica (Rivas-Martinez et al., 2017).
Altitudinalmente el piso alpino desciende hasta los 2.300 m y el subalpino hasta los 1.600
m (Rivas-Martinez, 1990).

Las comunidades vegetales que habitan estos territorios se caracterizan por la gran
capacidad de adaptacion a las condiciones adversas en las cuales se desarrollan, donde la
nieve es uno de los principales factores de los cuales depende su desarrollo (Nagy, 2006)
siendo los miembros que la conforman bastante estables, es decir, apenas hay variaciones
en composicion y abundancia a lo largo de los afos (Nagy, 2006). Segun los datos
obtenidos por Jiménez-Alfaro et al. (2021) en la Cordillera Cantabrica, se encontrarian
presentes unos 2.338 taxones nativos (especies y subespecies), donde la ratio de
endemismos es del 2,4% siendo este territorio una de las 3 regiones de la Peninsula Ibérica
con la mayor riqueza floristica (Jiménez-Alfaro et al., 2021).

Como se ha mencionado en parrafos anteriores, los suelos sobre las que vegetan
estan comunidades tienen unas caracteristicas muy concretas determinadas, en mayor o
menor medida, por la historia geoldgica y los condicionantes ambientales del lugar donde
se encuentran. Geoldgicamente, son suelos jovenes debido a los efectos del periodo
glacial mas recientes, fragiles y sometidos a importantes amenazas como, por ejemplo, el
cambio climatico (Poulenard & Podwojewski, 2006).

Debido a los condicionantes bidticos y abidticos, a los cuales se tienen que
enfrentar las comunidades vegetales que habitan en zonas alpinas, es necesario que forjen
alianzas con otros organismos con el objetivo de obtener los maximos recursos posibles
y garantizar su supervivencia. Las alianzas con las especies fungicas que habitan en estos
ecosistemas podrian ser una de las herramientas més utiles para llevar a cabo esta mision,
por eso consideramos que es esencial el conocimiento de las comunidades fingicas que
habitan en los sistemas radicales de las comunidades de pastizal con el fin de determinar
cudl podria ser la funcion que desempefian en estos ecosistemas. Hay pocos estudios en
los cuales se analicen las interacciones entre estas comunidades en nuestras latitudes
siendo éste el unico llevado a cabo en el entorno de la Cordillera Cantabrica.
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2.2. MATERIAL Y METODOS.
2.2.1. Localizacion de las zonas de estudio.

Se identificaron dos areas de muestreo situadas a lo largo de la Cordillera
Cantabrica, una sobre sustrato calizo localizada en la zona oriental del Principado de
Asturias, concretamente en el Parque Nacional de los Picos de Europa a 1.990 m (Figura
2.1) y otra sobre sustrato siliceo, en la zona central de la montafia leonesa, en la Zona de
Especial Conservacion del Valle de San Emiliano a 2.100 m (Figura 2.1).

A

Hou sin tierri

.Rablna\lu

Parque Nacional Picos de Europa @ Zona de estudio
ZEC Valle San Emiliano [ Limite provincial

Figura 2.1: Localizacion de las parcelas de muestreo.

2.2.1.1. Caracteristicas de las comunidades vegetales.

El estudio se realizo en pastizales de alta montafia incluidos en el tipo de habitat
R4 (Alpine and subalpine grasslands) de la clasificacion europea EUNIS
(https://eunis.eea.europa.eu/habitats.jsp). Las localidades a estudio se corresponden con
los dos principales habitats representados en la Cordillera Cantébrica: pastizales
acidofilos alpinos templados (R43) y pastizales calcareos artico-alpinos (R44). Estos dos
grupos de habitats se diferencian principalmente por la composicion y acidez del suelo,
provocando claras diferencias en la composicidon de especies.

Como ejemplo del habitat R43, se muestre6 un pastizal de cumbre en la Sierra de
Villabandin (ZEC San Emiliano, Le6n), a 2100 metros de altitud (Figura 2.1). Esta
comunidad ocupa un pastizal permanente de cumbre dominado por especies endémicas
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de las montafias ibéricas y por plantas caracteristicas del arco alpino europeo que
encuentran refugio en estos habitats. La comunidad tiene un marcado caracter sub-
mediterraneo debido a su posicion geografica en el limite sur de la region eurosiberiana.
En un inventario floristico realizado en la comunidad de estudio, en un area de 28 m?
(area circular con 3 m de radio), se identificaron las siguientes especies: Festuca
summilusitana A. Franco & Rocha Alfonso (cobertura de 50%), Minuartia recurva (All.)
Schinz & Thell. (15%), Neoschischkinia truncatula (Parl.) Valdés & H.Scholz (15%),
Agrostis tileni G.Nieto Fel. & Castrov. (5%), Luzula caespitosa (J. Gay ex E. Mey.)
Steud. (5%), Phyteuma hemisphaericum L. (5%), Sedum brevifolium DC. (5%), Armeria
duriaei Boiss. (3%), Dianthus langeanus Willk. (3%), Avenella flexuosa (L.) Drejer
(0.1%), Jurinea humilis (Desf.) DC. (0,1%), Phalacrocarpum oppositifolium (Brot.)
Willk. (0,1%) y Thymus praecox Opiz (0,1%).

Como ejemplo del habitat R44, se muestreo un pastizal alpino en el macizo central
de los Picos de Europa, a 1990 metros de altitud (Figura 2.1). La comunidad a estudio es
representativa de los pastizales de alta montafia calcareos de la Cordillera Cantébrica,
dominados por especies termofilas del arco alpino europeo, incluyendo especies
endémicas ibéricas y de la Cordillera Cantabrica. En un inventario floristico realizado en
la comunidad de estudio, en un 4rea de 28 m? (4rea circular con 3 m de radio), se
identificaron las siguientes especies: Anthyllis vulneraria L. (cobertura de 15%),
Helianthemum urrielense (Lainz) Nava & Fdez. Casado (10%), Helianthemum
oelandicum (L.) Dum.Cours. (8%), Helictotrichon sedenense (DC.) Holub (5%), Carex
sempervirens Vill. (3%), Gypsophila repens L. (3%), Ranunculus parnassifolius L. (3%),
Thymus praecox Opiz (3%), Androsace villosa L. (1%), Elyna myosuroides (Vill.)
Fritsch. (2%), Erigeron alpinus L. (1%), Minuartia verna (L.) Hiern (1%), Senecio
boissieri DC. (1%), Silene acaulis (L) Jacq. (1%), Veronica nummularia Gouan (1%),
Armeria cantabrica Boiss. & Reut. ex Willk. in Willk. & Lange (1%), Arenaria
moehringioides Murr (0,5%), Arenaria moehringioides Murr (0,5%), Arenaria
purpurascens Ramond ex DC. in Lam. & DC. (0,5%), Iberis carnosa Willd. (0,5%),
Jurinea humilis (Desf.) DC. (0,5%), Euphorbia salisburgensis Funck (0,5%), y Linaria
alpina (L.) Mill. (0,5%).

2.2.1.2. Caracteristicas edafologicas.

Del analisis de suelo se puede observar (Tabla 2.1) que el pH de ambas
localizaciones es acido (pH< 7) siendo ligeramente acido en Picos de Europa y
extremadamente 4cido en San Emiliano (Anexo 2: Tabla 1, Tabla 2.1), presentando
condiciones muy desfavorables para el desarrollo de la vegetacion (Anexo 2: Tabla 1
Tabla 1). La temperatura media del suelo es similar, siendo ligeramente superior en Picos
de Europa (Tabla 2.1). También son significativamente superiores los dias de sequia que
soporta la poblacion de San Emiliano, 53, frente a los 7 de Picos de Europa (Tabla 2.1).

El contenido en materia orgénica en ambas localizaciones se considera como muy
alto (Anexo 2: Tabla 3) presentando unos valores ampliamente superiores la zona de San
Emiliano frente a la de Picos de Europa (Tabla 2.1). Tanto los valores de nitrogeno (N)
como de carbono (C.O) son superiores en la zona silicea (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1: Parametros de suelo. Temp.: temperatura media del suelo en grados centigrados; Sequia: dias de sequia;
%C.O: porcentaje de carbono organico: MO: contenido en materia organica; N: contenido en nitroégeno.

Zona Tipo pH Temp. | Sequia | Clima Altitud | %C.O0 | MO 1(\(1,/)
(1]

Picosde | - careo | 62 | 7.8 7 Alpino 1990 |23 51 0,2

Europa Templado

San . Alpino

Emiliano Siliceo 4,2 7,2 53 Mediterréneo 2117 25 43,1 1,4

2.2.2. Seleccion de especies para el analisis de la diversidad flingica.

Para el estudio de la diversidad fingica se seleccionaron aquellos ejemplares a
partir de los cuales se podria obtener una vision global del conjunto de las poblaciones
analizadas siendo, las seleccionadas, especies frecuentes y relativamente abundantes en
las comunidades locales.

Se recolect6 el sistema radical de Thymus praecox, una de las pocas especies que
prosperan en los dos tipos de vegetacion, por lo que se priorizd para evaluar las posibles
diferencias en las asociaciones fungicas en diferentes condiciones ecoldgicas. En este
sentido, también se priorizaron dos especies del mismo género, Armeria duriaei y A.
cantabrica, pero con preferencias ecoldgicas contrastadas por lechos rocosos acidos (San
Emiliano) y calcareos (Picos de Europa), respectivamente. Las otras especies se
seleccionaron porque se encuentran entre los taxones mas dominantes localmente estas
son, Luzula caespitosa en comunidades acidas (San Emiliano) y Carex sempervirens y
Anthyllis vulneraria en calcareas (Picos de Europa).

2.2.3. Toma de muestras radiculares.

Una vez efectuado el inventario floristico se seleccionaron las 3 especies mas
representativas por cada localidad de muestreo, sobre las cuales se realizo el estudio de
la comunidad fingica de su sistema radical. Localizado y seleccionado el ejemplar de
estudio, se procedid a su extraccion con cepellén de tamafio variable, en el cual se
encontraba presente el sistema radical de la planta. Esa muestra fue introducida en una
bolsa de pléstico con cierre Zip a la cual se le afiadié un poco de agua para mantener la
humedad. Posteriormente las muestras tomadas en campo se almacenan en la cadmara fria,
a una temperatura de 4 °C hasta su posterior analisis.

2.2.4. Descripcion microscopica.

A partir del trabajo de recoleccion y conservacion de las muestras, se realizo su
acondicionamiento para el posterior analisis microscopico en laboratorio. El primer paso
que se efectuo fue el acondicionamiento de los sistemas radicales mediante un lavado con
agua corriente, hasta que ésta no presentaba impurezas, con el objetivo eliminar la tierra
que tenian adherida.

Para cuantificar la presencia o ausencia de asociaciones endofiticas se procedi6 a
la seleccion de una serie de submuestras, de longitud variable y localizadas a lo largo del
sistema radicular de estudio, que se almacenaron en tubos eppendorf, a los que se les
afnadi6 previamente fijador FAA (90% etanol, 5% formol y 5% de acido acético), en
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camara fria a 4°C. Para su analisis se siguio el protocolo de clarificacion y tincion
establecido por Phillips & Hayman (1970), ligeramente modificado, que consiste en los
siguientes pasos:

. Lavar las raices en abundante agua corriente.

. Colocar las raices en una solucion de KOH al 10% dentro de una estufa a 100° C
durante 10-15 minutos.

. Lavar, de nuevo, con agua corriente.

. Colocar las raices en una solucion de H202 al 10% durante 10-15 minutos.

. Colocar las raices en HCL 1N durante 10 minutos dentro de una estufa a 100°C.

. Decantar el HCL, sin lavar las raices.

. Adicionar azul de tripan al 0,05% y colocarlas a 100° C durante 10 minutos.

. Retirar el colorante.

. Lavar las raices con lactoglicerol.

. Colocar las raices, lo mas extendidas posibles, en un portaobjetos al que se le ha

anadido lactoglicerol y cubrirlas con un cubreobjetos.

Una vez que se disponia de las raices ya colocadas en el portaobjetos, se procedio
con la observacion de estas mediante un microscopio Leica DM 2000.

2.2.5. Extraccion de DNA, DNA metabarcoding y asignacion taxonémica.
2.2.5.1. Extraccion de DNA genomico.

Con el objetivo de la determinacion taxondmica de las especies fungicas
responsables de cada una de las asociaciones se efectud la extraccion del material
genético. En este sentido, el estudio de los organismos responsables de las asociaciones
endofiticas se llevd a cabo seleccionado varios trozos de raiz, con una longitud
comprendida entre 2 y 4 cm, localizados a lo largo del sistema radical del ejemplar a
analizar. Todas las muestras se almacenaron en tubos eppendorf de 1,5 ml congeladas a -
80°C.

Tras la recoleccion de las muestras, se realizé su homogeneizacion utilizando el
homogeneizador Silamat® S6, y posteriormente se extrajo el ADN empleando el
GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURX), de acuerdo con los
protocolos establecidos por el fabricante.

2.2.5.2. DNA Metabarcoding.

Una vez obtenidas las muestras de ADN (30 pl) éstas fueron analizadas siguiendo
las técnicas de DNA Metabarcoding que se describen a continuacion.

En el proceso de construccion de una libreria de ADN para andlisis de
secuenciacion, se selecciond un fragmento especifico de la region ITS1 (espaciador
transcrito interno) para su amplificacion. Esta region, que comprende aproximadamente
280 pares de bases (bp), es altamente informativa y se utiliza comunmente para la
identificacion y clasificacion de especies fungicas debido a su variabilidad entre distintas
especies. Para la amplificacion de este segmento, se emplearon los cebadores ITS1f e
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ITS2 (Tabla 2.2). El cebador ITS1f se une al extremo 3’ del gen 18S rRNA, mientras que
el cebador ITS2 se une al comienzo del gen 5.8S rRNA. La combinacion de estos
cebadores estd disefiada para flanquear la region ITS1, permitiendo la amplificacion de
una porcion del ADN que es Unica para cada especie de hongo.

Tabla 2.2: Cebadores utilizados en la amplificacion de la region ITS. F indica el cebador fordward y R el reverse.

Region | Cebador | Direccion | Secuencia (5°-3) Referencia

ITSIf | F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA | Fardes & Bruns, 1993

ITS |
ITS2 R TCCTCCGCTTATTGATATGC | White etal, 1990

La primera amplificacion se realizé sobre un volumen final de 12,5 pl conteniendo
1,25 pul de ADN, 0,5 uM de los cebadores, 3,13 pl de Supreme NZYTTaq 2x Green
Master Mix (NZY Tech) y agua destilada hasta conseguir el volumen final. Las reacciones
de PCR consistieron en un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 5 min,
seguido por 35 ciclos que consisten en una desnaturalizaciéon de 95 °C durante 30 s,
anillamiento a 49 °C durante 45 s y extension a 72 °C durante 45 s; el proceso finaliza
con una extension final de 7 min a 72 °C.

Para optimizar el proceso de preparacion de bibliotecas de secuenciacion, se
realizd un segundo paso de amplificacion para unir los indices de oligonucleotidos
necesarios para la multiplexacion, aplicando 5 ciclos y una temperatura de recocido de
60 °C. Se incorpor6 un control negativo para detectar contaminaciones. La verificacion
del tamafio de las bibliotecas se efectué mediante electroforesis en geles de agarosa al 2
%, utilizando GreenSafe para la tincion y visualizacion UV. La purificacion se llevo a
cabo con Mag-Bind RXNPure Plus, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, las bibliotecas se cuantificaron con QubitdsDNA HS Assay y se
combinaron en proporciones equimolares para la secuenciacion en NovaSeq PE250.Para
asegurar la integridad de los datos al final de cada secuenciacion, se empled Cutadapt
v3.5 para remover impurezas. Posteriormente, se refinaron los amplicones utilizando
DADA2 (Callahan et al., 2016), una herramienta integrada en QIIME 2 (Bolyen et al.,
2019). Este proceso permitio la eliminacion de cebadores PCR vy la filtracion de lecturas
por calidad. Ademas, se redujo el ruido, se desreplicaron las secuencias, se agruparon en
Variantes de Secuencia de Amplicon (ASV), se combinaron las lecturas directas e
inversas y se descartaron las secuencias quiméricas para obtener resultados mas precisos.
En los estudios de metabarcodificacion del ADN, se ha observado que un bajo porcentaje
de las lecturas de una determinada libreria pueden asignarse erroneamente a otra. Este
fenomeno, denominado mistagging (también tag jumping, index hopping o index
Jjumping), es el resultado de la asignacion errénea de los indices durante las etapas de
preparacion, secuenciacion y/o multiplexacion de las librerias (Bartram et al., 2016;
Esling et al., 2015; Guardiola et al., 2016; Illumina, 2017). Para corregir este sesgo, se
eliminaron las ASV que se producian con una frecuencia inferior al 0,01 % en cada
muestra.
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2.2.5.3. Asignacion taxonomica.

La asignacion taxonomica se realizdo mediante dos vias: la primera utilizando el
algoritmo BLASTn v2.13.0+ (Camacho et al., 2009) y posteriormente consultando cada
de las secuencias con la base de datos de nucleotidos del National Center for
Biotechnology Information, utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool
— BLAST- (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) que permite comparar distintas
regiones de secuencias de nucledtidos, buscando similitudes entre los diferentes
elementos biologicos. Se decidio realizar esta doble verificacion de la taxonomia debido
a que los datos incluidos en el BLAST (péagina web) son mas recientes y actuales.

Para llevar a cabo dicha asignacion, siempre que fuese posible, se siguieron los
siguientes criterios: 1) Query coverage > 80%, ii) E-value mas proximo a 0 y iii)
Percentage of identity > 80%. Query coverage indica el porcentaje de la secuencia de
consulta que se superpone con la secuencia de referencia; E- value indica el nimero de
coincidencias de calidad similar que podrian darse por casualidad mientras que,
Percentage of identity indica el porcentaje bases que son iguales entre las secuencias de
consulta y referencia.

Dependiendo del nivel de Query coverage y Percentage of identity se obtuvieron
los niveles de identificacion mostrados en la Tabla 2.3. Aquellos ASV que presentaban
valores por debajo del 80% se descartaron.

Tabla 2.3: Niveles de identificacion de los ASV en funcion a los valores de Query coverage (%) y Percentage od
identity (%) obtenidos tras realizar el BLAST.

Query Coverage (%) Percentage of identity (%) Nivel
Mayor de 95 Muy alto
Entre 90y 95 Alto

Mayor de 95 Entre 85 y 90 Medio
Entre 80 y 85 Bajo
Mayor de 95 Alto

Entre 90 y 95 Entre 90y 95

y Entre 85 y 90 Medio

Entre 80 y 85 Bajo
Mayor de 95
Entre 90y 95 Medio

Entre 85y 90 Entre 85 y 90
Entre 80 y 85 Bajo
Mayor de 95

Entre 80 y 85 Entre 90y 95 Bajo

Entre 85y 90
Entre 80 y 85

Ademas de lo mencionado anteriormente, se tuvo en cuenta la siguiente directriz:
cuando un ASV presenta los mismos valores para varios individuos diferentes de la
misma categoria taxondmica y estos datos fuesen homogéneos, este ASV se asigné al
nivel taxonémico superior siempre y cuando fuese posible, de lo contrario, se descarto.

Para la representacion visual de los datos, se optod por los graficos Krona, que
ofrecen una alternativa a los graficos circulares tradicionales. Estos graficos presentan las
categorias en una disposicion jerarquica, donde cada segmento mayor (madre) se

34



Capitulo 2: Diversidad fiingica en raices y rizosferas de especies pertenecientes a sistemas de
pastizal alpino

subdivide en segmentos menores (hijos), manteniendo una representacion proporcional
de los datos. La particularidad de Krona radica en que las magnitudes se visualizan a
través del angulo de cada segmento, evitando asi la distorsion que podria surgir al
representarlas por el area, como sucede en los graficos circulares convencionales (Ondov
etal., 2011).

2.2.6. Analisis de diversidad.

Una vez obtenidas las ASV y tras su asignacion taxondmica se procedio a realizar
una serie de analisis que nos permitan conocer la diversidad de los distintos organismos
fingicos que forman las comunidades analizadas. Todos los analisis se llevaran a cabo a
partir de la asignacion taxondémica en lugar de utilizar las ASV como fuente de
informacion. Esto es debido a qué en numerosos casos varias ASV se asignan
taxonémicamente a la misma categoria y por lo tanto los consideramos como un Unico
elemento.

Con ayuda del paquete vegan (Oksanen et al., 2022) y el software R (R Core
Team, 2022) se realizaron los célculos relativos a la diversidad de cada una de las
categorias taxondmicas. Con el objetivo de analizar la diversidad alfa (o) se estudiaron
los resultados de 4 indices: Riqueza especifica; Indice de Shannon, indice de Simpson e
indice de Pielou.

La riqueza especifica es un concepto fundamental en el estudio de la
biodiversidad, que se centra en cuantificar la variedad de vida en un determinado habitat
o comunidad. Este indice no solo cuenta el nimero de categorias taxondmicas presentes,
sino que también proporciona una vision general de la complejidad ecoldgica de un area.
En el contexto de los estudios fingicos, la riqueza especifica es especialmente valiosa, ya
que los hongos juegan roles determinantes en los procesos ecologicos como la
descomposicion y el ciclo de nutrientes. Al analizar la riqueza de las categorias
taxondmicas fungicas, se pueden hacer inferencias sobre la salud del suelo, la presencia
de especies simbidticas o patdgenas y la influencia de factores ambientales en la
distribucion de los hongos.

El Indice de Shannon es un indice de equidad que mide la diversidad asumiendo
que todos los individuos estdn presentes en la muestra y que éstos se muestrean
aleatoriamente (Magurran, 1988). La expresion de calculo de este indice es:

S
H= —Zpi In (p;)
i=1

Donde p; es la frecuencia relativa de la especie i y S es el nimero total de especies.

Suele tomar valores de 0 a 5, rara vez superiores a 4,5 y normalmente
comprendidos entre 1,5 y 3,5 (Magurran, 1988; Margalef, 1972). Valores superiores a 3
se considera que la diversidad es alta siendo, los valores inferiores a 2 indicativos de baja
diversidad (Margalef, 1972).
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El indice de Simpson es un indice de dominancia, contrario a la equidad, indica
la probabilidad de seleccionar dos ejemplares al azar y que éstos pertenezcan a la misma
especie (Simpson, 1949). Se calcula mediante la siguiente formula:

=1
Donde p; es la frecuencia relativa de la especie i y S es el nimero total de especies.

Este indice se encuentra muy influenciado por las especies dominantes por lo que,
al aumentar su valor la diversidad decrece, por lo tanto, es habitual expresarlo como

(Magurran, 1988):
S
D=1-) p?

i=1

El indice de Pielou, al igual que los anteriores, es un indice de equidad que indica
como es la distribucion de las especies que forman la comunidad, midiendo la proporcion
de la diversidad observada con respecto a la esperada. Su calculo se basa en el Indice se
Shannon mediante la siguiente formula:

J = —H"/In(S)

Donde H'es la diversidad de Shannon de la comunidad y S es el numero de
especies presentes en la comunidad. Toma valores de 0 a 1, indicando valores superiores
que todas las especies son igual de abundantes e inferiores que ciertas especies tienen mas
peso en la comunidad que otras (Ludwing & Reynolds, 1988; Magurran, 1988).

2.3. RESULTADOS.
2.3.1. Diversidad fungica.
2.3.1.1. Histologia.

Tras la realizacion del proceso de clarificacion y tincion se han observado distintas
estructuras endofitas de origen fungico que se localizan en el interior de los sistemas
radicales de las especies de pastizal. Entre los distintos elementos observados destacan
aquellos propios de una simbiosis micorricica del tipo vesiculo-arbuscular (AM)
(Brundrett, 2004; Smith & Read, 2008), observandose la existencia de micorrizas AM del
tipo Paris y Arum, vesiculas y arbusculos (Figura 2.2a, b, f, i, j, k).
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De igual forma, aparecen los denominados endofitos septados oscuros (DSE),
caracterizados por la presencia de microesclerocios (Figura 2.2¢, d, e, g, h), pudiendo
coexistir con el resto de las asociaciones en un mismo sistema radical.

Figura 2.2: a) Hifas en ovillo (P) en T. praecox (Picos de Europa); b) Vesiculas (V) y arbusculos (A) en T. praecox
(Picos de Europa); ¢) DSE en 4. cantabrica (Picos de Europa); d) y e) DSE en C. sempervirens (Picos de Europa); f)
Arbusculos en T. praecox (San Emiliano); g) DSE en T. praecox (San Emiliano); h) hifas septadas en L. caespitosa (San
Emiliano); i) hifas en ovillo en L. caespitosa (San Emiliano); j) hijas en ovillo en 4. duriaei (San Emiliano) y k)
Arbusculo (A) deteriorado en 4. duriaei (San Emiliano).

2.3.1.2. Asignacion taxonomica.

Tras la secuenciacion de las muestras de ADN se obtuvieron un total de 1.783
ASVs de los cuales, tras el proceso de asignacion taxondmica, 1.100 se englobaron dentro
del filo Ascomycota Caval.-Sm, 384 del Basidiomycota R.T. Moore, 102 del
Glomeromycota C.Walker & A.Schiif8ler, 76 del Mucoromycota Doweld, 45 se quedaron
asignados a nivel de reino, 34 se descartaron, 31 dentro del filo Cryptomycota M.D.M.
Jones & T.A. Richards, 8 del Chytridiomycota Doweld, 2 del Zoopagomycota
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Gryganskyi, M.E. Sm., Spatafora & Stajich y 1 del Entorrhizomycota R. Bauer, Garnica,
Oberw., Riess, Weil & Begerow. A continuacion, se describe cada una de las
comunidades objeto de estudio.

Picos de Europa.

Poblacion.

En la poblacion de zona oriental de la Cordillera Cantabrica se analizaron los
sistemas radicales pertenecientes a 4 especies: 7. praecox, A. cantabrica, C. sempervirens
y A. vulneraria; obteniéndose un total de 1.196 ASV siendo el filo més representativo
Ascomycota con 715, seguido por Basidiomycota con 289, Glomeromycota con 99,
Mucoromycota con 41, Crytomycota con 26, Chytridiomycota con 4 y Zoopagomycota
con 2; 28 de los 1.196 ASV, se quedaron asignados a nivel de reino (Tabla 2.4). Se
obtuvieron un total de 2.397.540 lecturas (Anexo 1: Tabla 1).

Tabla 2.4: Distribucion de los ASVs en las especies analizadas en Picos de Europa y en la poblacion global.

A.cantabrica | A. vulneraria | C. sempervirens T. praecox Global

Ascomycota 202 92 392 294 715
Basidiomycota 87 44 80 151 289
Chytridiomycota 2 0 0 2 4
Cryptomycota 7 2 12 14 26
Fungi (Reino) 8 2 12 10 28
Glomeromycota 25 25 15 74 99
Mucoromycota 12 7 25 13 41
Zoopagomycota 1 0 1 0 2
Total 344 172 537 558 1196

Tras la asignacion taxondmica se ha constatado la presencia, en menor o mayor
grado, de 422 especies, 341 géneros, 173 familias, 74 o6rdenes, 24 clases y 7 filos (Figura
2.12a). En el conjunto de las muestras analizadas, las especies con mayor representacion
son Byssothecium circinans Fuckel 1861 (17,4%), seguida de Sebacina epigaea (Berk. &
Broome) Bourdot & Galzin (11,6%) y de Mycenella salicina (Velen.) Singer 1951
(6,1%); siendo, Byssothecium Fuckel (17,4%), Sebacina Tul. & C.Tul. (11,6%) y
Polyphilus D.G. Knapp, Ashrafi, W. Maier & Kovécs (6,8%) los principales géneros. En
cuanto a las familias, las tres mas comunes son Massarinaceae Munk (17,4%), Incertae
sedis (17,2%) y Sebacinaceae K. Wells & Oberw. (11,6%). En el caso de los 6rdenes, los
mas representativos son Pleosporales Luttr. ex M.E. Barr (27,1%), Helotiales Nannf.
(18,7%) y, completando el grupo, Sebacinales M.Weiss, Selosse, Rexer, A.Urb. &
Oberw. (12,2%). Como cabria esperar, las clases donde se engloban estos 6rdenes son, a
su vez, las mas representativas siendo éstas Dothideomycetes O.E. Erikss. & Winka
(28,8%), Agaricomycetes Doweld (26,05%) y Leotiomycetes O.E. Erikss. & Winka
(19,01%) (Figura 2.3).
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Figura 2.3: Asignacion taxonomica de las lecturas de la poblacion de Picos de Europa.

Armeria cantabrica Boiss. & Reut. ex Willk. in Willk. & Lange.

En los andlisis efectuados en A. cantabrica se han obtenido un total de 727.773
lecturas donde, el filo Ascomycota, con el 72,3% de las lecturas, es el mas representativo
(las lecturas se encuentran en el Apéndice 1 Tabla 1). El filo Basidiomycota obtiene el
24,2%, Glomeromycota el 1,8%, Mucoromycota el 1,3%, Cryptomycota y el reino Fungi
el 0,2%, Chytridiomycota el 0,02% y Zoopagomycota el 0,002% (Anexo 1: Tabla 1,
Figura 2.4).

Se han identificado un total de 151 especies, 143 géneros, 90 familias, 46 drdenes,
22 clases y 7 filos (Tabla 2.6, Figura 2.12a). Teniendo en cuenta el conjunto de las
extracciones efectuadas, las especies con mayor representacion son Mycenella. salicina
(16%), Polyphilus frankenii D.G. Knapp, Ashrafi, W. Maier & Kovacs 2018 (11%) y, por
ultimo, Paraboeremia selaginellae (Sacc.) Qian Chen & L. Cai 2015 (8,1%). Los géneros
de estas especies, Mycenella (J.E.Lange) Singer (16 %), Polyphillus (15,1%) y Knufia
L.J. Hutchison & Unter. (9,1%), son los dominantes. Incertae sedis (30,5%),
Tricholomataceae R. Heim ex Pouzar (16%) y Didymellaceae Gruyter, Aveskamp &
Verkley (9,5%) son las familias mas abundantes. El orden Helotiales (24,3%) es el
dominante, seguido por Agaricales Underw (16,3%) y Pleosporales (10,7%). Las clases
mas representativas son: Leotiomycetes (24,5%), Agaricomycetes (17,3%) vy
Sordariomycetes O.E. Erikss. & Winka (15,1%) (Figura 2.4).
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Figura 2.4: Asignacion taxondmica de las lecturas de 4. cantabrica (Picos de Europa).

Anthillys vulneraria L.

Se han obtenido un total de 340.103 lecturas de las cuales, el 82,6% pertenecen al
filo Ascomycota, el 14,5% a Basidiomycota, el 2,5% a Glomeromycota, el 0,3% a

Mucoromycota, el 0,1% al reino Fungi y el 0,01% a Cryptomycota (Anexo 1: Tabla 1,
Figura 2.5).

Tras la asignacion taxonomica se han identificado un total de 88 especies, 77
géneros, 50 familias, 31 6rdenes, 15 clases y 5 filos (Tabla 2.6, Figura 2.12a) siendo, las
especies principales, B. circinans (29,3%), Minimelanolocus asiaticus Hong Y. Su,
Udayanga & K.D. Hyde 2015 (9,3%) y, por ultimo, Tetracladium psychrophilum M.M.
Wang & Xing Z. Liu 2014 (8,1%). Tanto Byssothecium (29,3%) como Minimelanolocus
R.F. Castanieda & Heredia (9,4%), seguido de Tetracladium De Wild. (8,2%) son los
géneros dominantes. Massarinaceae  (29,3%), Incertae sedis (8,5%) 'y
Herpotrichiellaceae Munk (9,9%) son las familias dominantes. Pleosporales (16%)
seguido por, Helotiales (22,9%) y Chaetothyriales M.E. Barr (10,5%) son los 6rdenes mas
abundantes. Las clases mas representativas son: Dothideomycetes (43,1%),
Leotiomycetes (22,9%) y Eurotiomycetes O.E. Erikss. & Winka (12,4%) (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Asignacion taxondmica de las lecturas de 4. vulneraria (Picos de Europa).

Carex sempervirens Vill.

Tras la asignacion taxondmica, el 50,9% de las 601.779 lecturas obtenidas se
enmarcan en el filo Basidiomycota, el 47,3% en el Ascomycota, el 0,8% a
Mucoromycota, el 0,6% se quedd asignado a nivel de reino, el 0,2% tanto al filo

Cryptomycota como al Glomeromycotay, el 0,002% al Zoopagomycota (Anexo 1: Tabla
1, Figura 2.6).

En el sistema radical de este ejemplar se han localizado un total de 206 especies,
188 géneros, 105 familias, 49 ordenes, 19 clases y 6 filos (Tabla 2.6, Figura 2.12a). Las
especies dominantes son S. epigaea (37,5%), G. infestans (10,4%) y Botryobasidium
ramosissimum (Berk. & M.A.Curtis) G.Langer (5,2%); siendo, los géneros a los cuales
pertenecen estas especies a su vez los mas representativos. Sebacinaceae (35,7%) es la
familia principal seguida por, Hamatocanthoscyphaceae Ekanayaka & K.D. Hyde
(10,4%) e Incertae sedis (9%). En este caso los tres 6rdenes que aglutinan el mayor
nimero de lecturas son Sebacinales (36%), Helotiales (19,2%) e Hypocreales Lindau

(7,3%). Las clases mdas representativas son Agaricomycetes (49,3%), Leotiomycetes
(20,1%) y Sordariomycetes (11,4%) (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Asignacion taxondmica de las lecturas de C. sempervirens (Picos de Europa).

Thymus praecox Opiz.

De las 727.885 lecturas obtenidas para esta especie el 71,2% se asignan al filo
Ascomycota, el 24% al filo Basidiomycota, el 4,1% al Glomeromycota, el 0,4% al reino
Fungi, el 0,2% al Mucoromycota, el 0,06% al Cryptomycota y el 0,007% al
Chytridiomycota (Anexo 1: Tabla 1, Figura 2.7).

En T. praecox (Picos de Europa) se ha detectado la presencia de un total de 234
especies, 213 géneros, 131 familias, 58 6rdenes, 22 clases y 6 filos (Tabla 2.6, Figura
2.12a). Las especies principales, teniendo en cuenta el conjunto de las extracciones, son
B. circinans (43,8%), Phloeomana alba (Bres.) Redhead (12,2%) y S. epigaea (8,6%),
donde los géneros de estas especies son a su vez, los dominantes. Siguiendo el patron, las
familias Massarinaceae (43,8%), Porotheleaceae Murrill (12,2%) y Sebacinaceae (8,7%),
que albergan los géneros anteriores son las mas representativas. Claramente, el orden
Pleosporales (54%) es el dominante, seguido por Agaricales (14,1%) y Helotiales (7,1%).
Las clases mas representativas son: Dothideomycetes (55,6%), Agaricomycetes s (23,5%)
y Leotiomycetes (10,8%) (Figura 2.7).
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Figura 2.7: Asignacion taxondmica de las lecturas de 7. praecox (Picos de Europa).

San Emiliano.

Poblacion.

En la poblacion de zona central de la Cordillera Cantabrica se analizaron los
sistemas radicales pertenecientes a 3 especies: 4. duriaei, L. caespisosa'y T. praecox Se
obtuvieron un total de 697 ASV donde, el filo més representativo, es Ascomycota con
482, seguido por Basidiomycota con 137, Mucoromycota con 42, Crytomycota y
Glomeromycota con 5, Chytridiomycota con 4 y Entorrhizomycota con 1. 21 de los 697

ASYV, se quedaron asignados a nivel de reino (Tabla 2.5). Se obtuvieron un total de
1.898.440 lecturas (Anexo 1: Tabla 2).

Tabla 2.5: Distribucion de los ASVs en las especies analizadas en San Emiliano y en la poblacion global.

A.duriaei T. praecox L. caespitosa Global

Ascomycota 220 256 179 482
Basidiomycota 77 333 43 137
Chytridiomycota 3 0 4
Cryptomycota 3 2 5
Entorrhizomycota 0 1 1
Fungi (Reino) 9 11 6 21
Glomeromycota 4 2 0 5
Mucoromycota 29 16 19 42
Total 345 340 250 697
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Tras la asignacion taxonomica se ha constatado la presencia, en menor o mayor
grado, de 223 especies, 189 géneros, 123 familias, 63 o6rdenes, 24 clases y 7 filos (Figura
2.12b). En el conjunto de las muestras analizadas, las especies con mayor representacion
son Coniochaeta angustispora D. Hawksw. & H.Y. Yip 1981 (6,7%), seguida de
Gremmenia infestans (P. Karst.) Crous 2014 (4,4%) y de Renatobasidium notabile
Hauerslev 1993 (2,3%); siendo, Phialocephala W.B. Kendr. (8%), Coniochaeta (Sacc.)
Cooke (7,4%) y Gremmeria Korf (4,4%) los principales géneros. En cuanto a las familias,
las tres mas comunes son Mollisaceaee (8%), Coniochaetaceae Malloch & Cain (7,7%) y
Leptodontidiaceae Hern.-Restr., Crous & Gené (7,2%). En el caso de los 6rdenes, los mas
representativos son Helotiales (37,4%), Sordariales Chadef. ex D. Hawksw. & O.E.
Erikss. (21,3%) y Coniochaetales Huhndorf, A.N. Mill. & F.A. Fernandez (7,7%). Las
clases donde se engloban estos 6rdenes son, a su vez, las mas representativas siendo éstas
Leotiomycetes (39,6%) y Sordariomycetes (30,7%), completando el grupo,
Agaricomycetes (19,01%).
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Figura 2.8: Asignacion taxondmica de las lecturas de la poblacion de San Emiliano.

Armeria duriaei Boiss.

Tras la asignacion taxonomica, el 85,8% de las 641.948 lecturas obtenidas se
enmarcan en el filo Ascomycota, el 7% en el Basidiomycota, el 3,8% al Mucoromycota,
el 2,9% se quedo asignado a nivel de reino, el 0,4% al filo Chytridiomycota, el 0,1%
Cryptomycota y el 0,04% al Glomeromycota (Anexo 1: Tabla 2, Figura 2.9).

En el sistema radical de este ejemplar se han localizado un total de 132 especies,
120 géneros, 85 familias, 47 ordenes, 20 clases y 6 filos (Tabla 2.6, Figura 2.12b).
Diplogelasinospora grovesii Udagawa & Y. Horie 1972 (6%), Phialocephala fortinii
C.JK. Wang & H.E. Wilcox 1986 (5,7%) y Varicosporium elodeae W. Kegel 1906
(4,1%) son las especies dominantes; Phialocephala W.B. Kendr. (22,5%),
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Diplogelasinospora Cain (6%) y Varicosporium W. Kegel (4,1%) son los géneros
principales. Mollisaceae (22,5%) es la familia mas comln junto con, Leptodontidiaceae
(15,3%) y Diplogelasinosporaceae Y. Marin & Stchigel (6%). Claramente el orden
Helotiales (57,2%) es el mas importante, seguido por Sordariales (15,2%) y Agaricales
(4,7%). Las clases mas representativas son Leotiomycetes (57,3%), Sordariomycetes
(18%) y Agaricomycetes (5%) (Figura 2.9).

Glomeromycetes 0.04% I

i
Chytridiomycota 0.4% .
nd 01% [

Figura 2.9: Asignacion taxondmica de las lecturas de A. duriaei (San Emiliano).

Luzula caespitosa (J. Gay ex E. Mey.) Steud.

Se han obtenido un total de 628.281 lecturas de las cuales, el 66,3% pertenecen al
filo Ascomycota, el 19,9% a Basidiomycota, el 12,8% al reino Fungi, el 1% a
Mucoromycota, el 0,01% a Cryptomycota y el 0,002% a Entorrhizomycota (Anexo 1:
Tabla 2, Figura 2.10).

Teniendo en cuenta el conjunto de las extracciones se han identificado un total de
101 especies, 88 géneros, 65 familias, 36 6rdenes, 15 clases y 5 filos (Tabla 2.6, Figura
2.12b) siendo, las especies principales Coniochaeta angustispora D. Hawksw. & H.Y.
Yip (20,1%), Epithamnolia xanthoriae (Brackel) Diederich & Suija 2017 (6,4%) y, por
ultimo, G. infestans (4,1%). Coniochaeta (20,3%), Epithamnolia Zhurb. (6,4%) seguido
de Gremmenia Korf (4,1%) son los géneros dominates. Coniochaetaceae (21,3%),
Mniaeciaceae Baral (6,4%) e Incertae sedis (4,4%) son las familias mds abundantes. El
orden Helotiales (25,9%) es el dominante, seguido por Coniochaetales (21,3%) y
Auriculares (16,6%). Las clases mas representativas son: Leotiomycetes (32,4%),
Sordariomycetes (26,9%) y Agaricomycetes (19,6%) (Figura 2.10).
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Figura 2.10: Asignacion taxonomica de las lecturas de L. caespitosa (San Emiliano).

Thymus praecox Opiz.

En los analisis efectuados en 7. praecox (San Emiliano) se han obtenido un total
de 628.211 lecturas donde, el filo Ascomycota, con el 83,1% de las lecturas, es el mas
representativo. El filo Glomeromycota obtiene el 7,8%, Basidiomycota el 6,7%,
Mucoromycota el 1,1%, al reino se le asignan el 0,7% Chytridiomycota el 0,4% y el
0,003% al filo Cryptomycota (Anexo 1: Tabla 2, Figura 2.11).

Se han identificado un total de 110 especies, 108 géneros, 78 familias, 43 6rdenes,
16 clases y 6 filos (Tabla 2.6, Figura 2.12b). Teniendo en cuenta el conjunto de las
extracciones efectuadas en el sistema radical las especies con mayor representacion son,
G. infestans (8,9%), Lachnum virgineum (Batsch) P. Karst. 1871 (3,7%) y por tltimo R.
notabile (2,8%). Los géneros Gremmenia (8,9%), Glomus Tul. & C. Tul. (7,8%) y
Lachnum Retz. (3,7%), son los dominantes. Hamatocanthoscyphaceae Ekanayaka & K.D.
Hyde (8,9%), Glomeraceae Piroz. & Dalpé (7,8%) y Leptodontidiaceae (4,9%) son las
familias mas abundantes. El orden Sordariales (45,6%) es el dominante, seguido por
Helotiales (28,7%) y Glomerales J.B. Morton & Benny (7,8%). Las clases mas
representativas  son:  Sordariomycetes (47,3%), Leotiomycetes (28,7%) 'y
Glomeromycetes Caval.-Sm. (7,8%) (Figura 2.11).
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Gremmenja infestans
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Figura 2.11: Asignacion taxondmica de las lecturas de T. praecox (San Emiliano).

Resumen global.

En la poblacion de Picos de Europa se identifico la presencia, en menor o mayor
grado, de 422 especies, 341 géneros, 173 familias, 74 6rdenes, 24 clases y 7 filos siendo,
la especie que presentan unos mayores valores de abundancia 7. praecox, seguida de A.
cantabrica, C. sempervirens y, por ultimo, A. vulneraria (Tabla 2.6, Figura 2.12a). Los
valores tanto de la poblacion, como de las especies que la conforman, son menores en
San Emiliano donde se han constatado la presencia, en mayor o menor grado, de 223
especies, 189 géneros, 123 familias, 63 ordenes, 24 clases y 7 filos y, al igual que en la
poblacion anterior, 7. praecox es la especie que presenta una mayor abundancia seguida

de A. duriaei 'y L. caespitosa (Tabla 2.6, Figura 2.12b).

La distribucion de las lecturas de los principales filos en cada una de las

localizaciones se encuentra recogidas en el Anexo 1.
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Tabla 2.6: Resumen de la asignacion taxondmica de los miembros de las comunidades de pastizal (el valor entre

paréntesis indica los valores Gnicos de esa categoria para esa especie en esa localizacion).

Zona Especie Reino Filo Clase Orden | Familia | Género | Especie
L 1(0) 6 (0) 204) | 4709 |85(23) | 120 132
A. duriaei
(34) (52)
San , 1 (0) 5(1) 152) | 36(6) |65(14) |88(26) | 101
. L. caespitosa
Emiliano (41)
1 (0) 6 (0) 16(1) |43(7) |78(12) | 108 110
T. praecox
31 (35)
A. vulneraria | 1 (0) 5(0) 1500) |31(0) |50(1) |77(5) |88(15)
A. 1(0) 7(0) 22000 |46(1) [90(9) | 143 151
. cantabrica (28) (36)
Picos de
C 1 (0) 6 (0) 190) |49 (10) | 105 188 206
Europa
sempervirens (20) (70) (110)
1 (0) 6 (0) 2(1) |5809) |131 213 234
T. praecox
(34) (81) (112)
a 100% b 100
90% 90% . 16 /e - 108 110
;b . o 101
< 15 36 65
s 15 31 50 77 s 132
(e 151 . 20 47 & =
0 341 422 40 63 123 189 )
10% 7 24 * e 10% ! -
’ Filo Clase Orden Familia Género Especie ’ Filo Clase Orden Familia Género Especie
Picos de Europa ™ A. cantabrica ™ A. vulneraria ® C. sempervirens ®T. praecox San Emiliano A. duriaei L. caespitosa T. praecox

Figura 2.12: Resumen de la asignacion taxonomica. a) Picos de Europa, b) San Emiliano.

2.3.2. Diversidad alfa (a).

Se realizo6 el estudio de la o diversidad en dos niveles: poblacional y especifico
dentro de las poblaciones.

2.3.2.1. Poblacional.

A nivel poblacional, se puede observar como el Indice de Shannon en Picos de
Europa aumenta al hacerlo el nivel taxondmico, es decir, es mayor a nivel de especie que
de filo (Figura 2.14) siendo significativamente superiores que en la zona de San Emiliano.
En esta zona, el nivel maximo se encuentra a nivel de familia, disminuyendo para género
y especie (Figura 2.14). Salvo a nivel de filo, en ambas poblaciones los valores son
normales, encontrandose entre 1,5 y 3,5 (Figura 2.14), siendo altos (>3) a nivel de género
y especie en Picos de Europa y, bajos (< 2) en el filo y clase en ambas poblaciones y
especie en San Emiliano (Figura 2.14).
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En los Picos de Europa, el Indice de Pielou muestra valores de 0,4 y 0,5, lo que
sugiere una dominancia moderada de ciertos parametros analizados en la comunidad,
excepto a nivel de filo, donde un valor de 0,6 indica una mayor equidad entre los grupos
(Figura 2.13a). Por otro lado, en San Emiliano, los valores oscilan entre 0,5 y 0,7, lo que
implica una dominancia menos pronunciada de algunas especies o grupos en comparacion
con los Picos de Europa (Figura 2.13a).

)

Filo Clase Orden Familia Género Especie

San Emiliano Picos de Europa

Figura 2.14: Valores del Indice de Shannon a nivel poblacional.

Filo Filo
a 1 b 1
Especie 05 Clase Especie 0.5 Clase
0
Género Orden Género Orden
Familia Familia
San Emiliano Picos Europa San Emiliano Picos Europa

Figura 2.13: a) indice de Pielou a nivel poblacional; b) indice de Simpson a nivel poblacional.

Los datos del indice de Simpson indican que, en Picos de Europa en todos los
niveles taxonomicos salvo en filo, existe una distribucién equitativa de los grupos o
especies (Figura 2.13b). En San Emiliano los valores, aunque inferiores, también reflejan
esta tendencia (Figura 2.13b).

Teniendo en cuenta los valores de los 3 indices se podria indicar que la poblacion
de Picos de Europa presenta unos valores de diversidad altos, ésta no estd dominada por
unas pocas especies o grupos existiendo una cierta equitatividad en la distribucion de sus
miembros. San Emiliano, por el contrario, presenta unos valores de diversidad mas
moderados y, al igual que el caso anterior, no dominada por unas pocas especies 0 grupos
y, donde existe una cierta equitatividad.
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2.3.2.2. Picos de Europa.

El Indice de Shannon revela que, con excepcion del nivel familiar, los valores de
diversidad mas altos corresponden a A. cantabrica, como se muestra en la Figura 2.14.
Estos valores varian entre las distintas especies herbaceas. A excepcion de los niveles de
filo en A4. cantabrica y clase en T. praecox, los indices se mantienen en un rango normal,
entre 1,5y 3,5 (Figura 2.15). Es importante destacar que ninguna especie exhibe valores
altos, definidos como mayores a 3, en ningtin nivel taxondémico (Figura 2.15). Los valores
mas elevados de diversidad se registran especificamente a nivel de género y clase (Figura
2.15).). En las especies el Indice de Pielou toma valores entre 0,3 y 0,7. Se puede observar
como los valores varian dependiendo del nivel analizado (Figura 2.16a). 4. cantabrica
presenta los valores mas bajos, lo que indicaria la presencia de cierta dominancia (Figura
2.16a), lo contario ocurre con 7. praecox, cuyos valores indican un cierto grado de
equitatividad (Figura 2.16a). Al igual que el indice anterior, los datos del indice de
Simpson indican que, en todos los niveles taxonomicos salvo en filo, no existe
dominancia por parte de unos grupos o especies frente a otros (Figura 2.16b).

Teniendo en cuenta los valores de los 3 indices se podria indicar que, 4. vulneraria
posee unos valores de diversidad medios, salvo a nivel de filo que son bajos, no estando
la comunidad dominada por unas pocas especies o grupos existiendo una cierta
uniformidad en la distribucion de sus miembros. 4. cantabrica presenta unos valores de
diversidad moderados y, al igual que el caso anterior, no hay dominancia por unas pocas
especie o grupos, existiendo una cierta equitatividad. Los valores de diversidad de la
comunidad fungica de C. sempervirens son moderados y, donde todos sus miembros se
reparten de forma equitativa y uniforme. La comunidad fingica de 7. praecox presenta
unos valores de diversidad normales donde existe una cierta equitatividad en la
distribucion de sus miembros.

Filo Clase Orden Familia Género Especie

A vulneriaria A cantabrica C. sempervirens T. praecox

Figura 2.15: Valores del indice de Shannon para las especies de la poblacion de Picos de Europa.
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Especie Clase Especie Clase

Género Orden Género

Familia Familia

= A. wulneriaria A. cantabrica C.sempervirens =T, praecox ——A. wlneriaria ——A. cantabrica ——C. sempervirens T. praecox

Figura 2.16: a) Indice de Pielou a nivel poblacional; b) indice de Simpson de las especies de la poblacion de Picos de
Europa.

2.3.2.3. San Emiliano.

Como se expuso previamente, la diversidad biolégica en la comunidad de San
Emiliano, medida a través del indice de Shannon, es inferior a la observada en los Picos
de Europa. Dentro de San Emiliano, 4. duriaei destaca por presentar los indices de
diversidad mas elevados, mientras que 7. praecox muestra los mas bajos. Los valores
tipicamente se sitllan en un rango de 1,5 a 3,5, aunque hay excepciones; especificamente,
a nivel de filo y especie en 7. praecox, donde los indices descienden por debajo de 1,5
(Figura 2.17). El indice de Pielou en las especies muestra valores que oscilan entre 0,4 y
0,7, variando segln el nivel taxondmico analizado (Figura 2.18a). Esto sugiere que, en
términos generales, los miembros de las comunidades presentan una distribucion bastante
uniforme (Figura 2.18a). Por otro lado, el Indice de Simpson revela que, exceptuando el
nivel de filo, no se observa una tendencia hacia la dominancia de ciertos grupos o especies

sobre otros en los distintos niveles taxondmicos, lo cual es un patrén comun (Figura
2.18b).

Teniendo en cuenta los valores de los indices se podria indicar que, 4. duriaei
posee unos valores de diversidad medios, salvo a nivel de filo que son bajos, presentando
unos valores de dominancia moderados y con una cierta uniformidad en la distribucion
de sus miembros. L. caespitosa presenta unos valores de diversidad medios, salvo a nivel
de filo que son bajos, no estando su comunidad fingica dominada por unas pocas especie
o grupos donde las especies o grupos no tienden a estas distribuidos de forma equitativa.
La comunidad fungica de 7. praecox presenta unos valores de diversidad normales, salvo
anivel de filo y especie que son bajos, donde unas especies o grupos de especies no suelen
dominar frente a otros y existe una cierta equitatividad en la distribucion de sus miembros.
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mA. duriaei ™ L. caespitosa T. praecox

Figura 2.17: Valores del Indice de Shannon para las especies de la poblacién de San Emiliano.

Especie Clase Especie Clase

Género Orden Género Orden

Familia Familia

——A. duriaei ——L. caespifosa ——T. praecox. ——A. duriaei ——L. caespitosa ——T. praecox

Figura 2.18: a) Indice de Pielou a nivel poblacional; b) Indice de Simpson de las especies de la poblacion de San
Emiliano.

2.4. DISCUSION.

La investigacion de la rizosfera en dos comunidades vegetales situadas por encima
del limite forestal en la Cordillera Cantabrica —Hou sin Tierri en el Parque Nacional de
Picos de Europa (Asturias) y Rabinalto en la Zona de Especial Conservacion San
Emiliano (Le6n)— ha revelado la rica diversidad y complejidad de las comunidades
fingicas asociadas a especies de pastizales. Estas especies se desarrollan en entornos
extremos, donde su ciclo de vida esta fuertemente condicionado por factores litologicos,
edaficos y climaticos. Las dos localizaciones se diferencian principalmente en el tipo de
sustrato y las condiciones bioclimaticas.

Se seleccionaron seis especies para el estudio: Armeria cantabrica, Anthyllis
vulneraria, Carex sempervirens 'y Thymus praecox en los Picos de Europa, y 4. duriaei,
Luzula caespitosa y T. praecox en San Emiliano. Este conjunto de especies es
representativo de la subprovincia Orocantébrica de la Cordillera Cantabrica e incluye un
endemismo notable, 4. cantabrica, como se documenta en el trabajo de Jiménez-Alfaro
et al., 2021. Tras el estudio histoldgico se determind una infeccion generalizada por parte
de organismos fungicos endofiticos entre ellos, endofitos septados oscuros (DSE),
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observandose la presencia de microesclerocios e hifas septadas oscuras y micorrizas
vesiculo-arbusculares mediante la observacion de arbusculos (organulo principal
mediante el cual se lleva a cabo el intercambio de nutrientes entre un hongo y su
hospedador) y vesiculas (estructuras de almacenamiento de recursos para los hongos)
(Tabla 2.7), confirmando en ambos casos esta diversidad con los andlisis moleculares
llevados a cabo.

Tabla 2.7: Estructuras observadas en los sistemas radicales.

Especie DSE Arbusculos Vesiculas
A.cantabrica X -- X
A.duriaei X X --
A.vulneraria X X X
C.sempervirens X -- X
L.caespitosa X -- --
T.praecox Picos X X X
T.praecox San Emiliano X X X

Estos resultados son coinciden con los llevados a cabo en zonas alpinas, como en
Haselwandter & Read (1980), Read & Haselwander (1981), Ruotsalainen et al. (2002),
Schmidt et al. (2008) o Bueno de Mesquita et al. (2018), donde se constata la presencia
tanto de micorrizas vesiculo-arbusculares como de DSE en las comunidades herbaceas,
generalmente coexistiendo en un mismo ejemplar. Es innegable la aportacion que este
tipo de asociaciones tienen en el desarrollo de las comunidades herbaceas en ambientes
frios donde los hongos arbusculares jugarian un papel crucial en la adquisicion de N y
fosforo (P) mientras que, los DSE en el ciclo del N (Bueno de Mesquita et al., 2018).

Durante el proceso de analisis molecular no se realizd ningln tipo de proceso de
esterilizacion previo puesto que el interés de este estudio es determinar los organismos
que conviven en la rizosfera de las especies analizadas, tanto dentro como fuera de las
raices.

La asignacion taxondmica de los organismos fungicos se basé en la determinacion
(taxonomica) de las secuencias de ADN obtenidas mediante técnicas de DNA
Metabarcoding. En la poblacion de Picos de Europa se identificé la presencia, en menor
o mayor grado, de 422 especies, 341 géneros, 173 familias, 74 6érdenes, 24 clases y 7 filos
siendo, la especie que presentan unos mayores valores de abundancia 7. praecox, seguida
de A. cantabrica, C. sempervirens y, por ultimo, A. vulneraria (Figura 2.12a). Los valores
tanto de la poblacion, como de las especies que la conforman, son menores en San
Emiliano donde se han constatado la presencia, en mayor o menor grado, de 223 especies,
189 géneros, 123 familias, 63 ordenes, 24 clases y 7 filos y, al igual que en la poblacion
anterior, T. praecox es la especie que presenta una mayor abundancia seguida de A.
duriaei 'y L. caespitosa (Figura 2.12b).

Los valores obtenidos durante el calculo de la diversidad alfa mediante el Indice
de Shannon también muestran unos valores medios-bajos para la zona de San Emiliano
siendo ligeramente superiores en Picos de Europa (Figura 2.14). Las principales
caracteristicas diferenciales entre las dos zonas son: 1) el tipo de sustrato sobre el que se
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sustenta la poblacion, siliceo en San Emiliano y calcareo en Picos de Europa, ii) la altitud,
2.117 m en San Emiliano y 1.990 m en Picos de Europa y iii) los dias en los cuales el
suelo tiene condiciones de sequia, 53 en San Emiliano y 7 en Picos de Europa.

Tal y como se reflejo en parrafos anteriores y se puede observar en la Tabla 2.6,
existen notables diferencias en la composicion de las comunidades fungicas que conviven
en la rizosfera de las especies estudiadas.

El principal filo, tanto en niimero de secuencias como de lecturas totales, es el
Ascomycota siendo, las clases principales Leotiomycetes y Sordariomycetes en San
Emiliano, y Dothideomycetes y Leotiomycetes, en Picos de Europa.

En cuanto a Leotiomycetes, el orden mas importante es Helotiales, principal en
San Emiliano y secundario en Picos de Europa, siendo este uno de los 6rdenes mas
importantes dentro del filo, incluyendo entre sus miembros, patégenos, saprofitos,
endofitos, micorricicos ericoides y ectomicorricos (Vralstad et al., 2002). En cuanto a las
poblaciones, en San Emiliano el 47,7% de las lecturas del filo se asignan a este orden, lo
que da una idea del peso que este grupo de organismos tiene en la comunidad. Mollisacea,
donde destacan los miembros del género Phialophela, entre ellos, P. fortinii (DSE),
Leptodontiaceae ¢ Hamatocanthoscyphaceae, con G. infestans (patdbgeno) como
represente mas destacado, son las familias méas representativas. En Picos de Europa, este
orden representa el 27,8% de las lecturas siendo el segundo en importancia dentro del
filo, destacando los miembros de la familia Incertae sedis, entre ellos Polyphilus frankenii
y P. sieberi (ambos DSE) junto con, Tetracladium spp. (DSE), Hamatocanthoscyphaceae,
con G. infestans y la familia Hyaloscyphaceae. Tanto en San Emiliano, como en Picos de
Europa, no existen variaciones resefiables en cuanto a la diversidad de este orden en de
los ejemplares analizados siguiendo el patron derivado del conjunto de la comunidad.

En ambas localizaciones, los individuos mas importantes del orden son DSE
siendo estos organismos comunes en los habitats alpinos, por lo tanto, nuestros resultados
irian en consonancia con los estudios previamente mencionados. Otra de las especies
destacadas dentro el orden es G. infestans, conocido por ser snow blight o snow mood
pathogens cuyas condiciones de desarrollo incluyen la formacién de un manto
permanente de nieve afectando, principalmente, a especies del género Pinus (Zerouki et
al., 2023). Merges et al. (2017) detectaron esta especie por encima del limite de los arboles
en un estudio realizado en los Alpes Suizos, por lo tanto, no es inusual su presencia en
las comunidades analizadas.

En Picos de Europa la clase mas representativa es Dothidiomycetes, siendo
Pleosporales el orden mas relevante dentro el filo en cuanto a nimero de lecturas. Los
Pleosporales, al igual que los Helotiales, son un grupo muy abundante y ecoldégicamente
diverso (Zhang et al., 2012). En este caso existen variaciones entre los distintos miembros
de la comunidad siendo, Didymellaceae (Paraboeremia selaginellae -DSE-) dominante
en A. cantabrica, Massarinaceae (Byssothecium circinans -saprofito- encontrado en
registros polinicos en los Alpes Franceses — Dietre et al., 2012-) en A. vulneraria y T.
praecox 'y Sporormiaceae (Sparticola junci -saprofito- Thambugala et al., 2017-) en C.
sempervirens.
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Sordariomycetes es la segunda clase en importancia dentro de la poblacion de San
Emiliano, y también dentro del filo Ascomycota (Maharachchikumbura et al., 2016). La
mayoria de las lecturas asimilables a esta clase taxonémicamente se quedan asignadas a
nivel de orden, Sordariales, en el caso de 4. duriaei y T. praecox y a nivel de familia,
Coniochaetaceae (Coniochaetales) en L. caespitosa. Sordariales, al igual que los 6rdenes
indicados anteriormente, es abundante y ecologicamente diverso (Charria-Girén et al.,
2022), Tanto Coniochaetales como Sordariales fueron aislados en zonas alpinas (Alpes
Centrales) en Italia (Praeg et al., 2020) concordando con los resultados obtenidos en este
trabajo.

El filo Basidiomycota estd dominado, en ambas poblaciones, por miembros de la
clase Agaricomycetes y Tremellomycetes (ambas clases presentes en zonas de pastizal
alpino - Praeg et al., 2020-) existiendo diferencias en cuanto a los 6rdenes dominantes
dependiendo de la poblacién y la especie. En Picos de Europa los maximos representantes
de la clase Agaricomycetes son los Agaricales en 4. cantabica, A. vulnerariay T. praecox
y, los Sebacinales en C. sempervires; siendo, en San Emiliano, Auriculares en L.
caespitosa'y T. praecox y Agaricales en A. duriaei. Dentro de los principales grupos de
hongos pertenecientes a estos 6rdenes se encuentran el género Sebacina (Sebacinales) y
Entoloma (Agraricales) ambos categorizados como ectomicorricicos (Tedersoo et al.,
2010), asociados con A. duriaei y C. sempervirens respectivamente. Debido al auge de
las técnicas de andlisis de DNA Metabarcoding cada vez mads se estan encontrando este
tipo de hongos asociados a comunidades herbaceas en ambientes alpinos (Schon et al.,
2022), por lo que, los resultados obtenidos concuerdan con estudios realizados
previamente.

Dentro de los Tremellomycetes, destacan, en todas las especies y poblaciones la
dominancia de géneros englobados dentro de las denominadas yeast (levaduras), entre
ellos, Bulleribasidium spp. (Kurtzman & Fell, 2011), Cryptococcus spp. (Kurtzman &
Fell, 2011), Solicocozyma spp. (Yurkov, 2017) o Vishiacozyma spp. (Yurkov, 2017)
siendo estos grupos de especies usualmente aislados en zonas frias de Europa (Sannino
et al., 2017). Al no haber hecho una esterilizacion previa de las raices no se puede
determinar realmente si forman parte de algiin tipo de asociacion con las plantas pudiendo
ser dichos sus efectos mutualistas, comensales, antagonistas o patogenos (Mittelbach &
Vannette, 2017).

En el caso de los hongos arbusculares (filo Glomeromycota), Geml (2017) hace
un analisis en el cual cita varios trabajos en los que se hacen estudios de como varian las
comunidades fungicas a lo largo de gradientes altitudinales donde se reflejan las
variaciones existentes en este aspecto; por ejemplo, cita a Geml et al. (2014) donde
concluyen que la riqueza de los hongos AM disminuye con la altitud o Ruotsalainen et
al. (2004) en cuyas conclusiones no aprecian tal disminucion. En los resultados obtenidos
en las poblaciones de estudio muestran que a este filo le corresponde un 2,6% de las
lecturas totales de San Emiliano y un 2,2% de las totales de Picos de Europa, por lo tanto,
no habria una disminucion significativa en este aspecto en cuanto a la localizacion, sin
embargo, hay diferencias notables en cuanto a la composicion de este. En San Emiliano
apenas hay variabilidad, siendo la gran mayoria de secuencias asignadas a nivel de género
(Glomus) mientras que, en Picos de Europa existe una mayor diversidad en los niveles
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taxonomicos detectado. En el caso de las poblaciones de estudio la diversidad estaria
determinada por la altitud y los condicionantes edéficos, lo que concordaria con lo
expuesto en Davison et al. (2015). En cuanto a las especies salvo el L. caespitosa en el
resto, los andlisis moleculares mostraron la presencia de individuos de este filo, siendo
menor la diversidad en los ejemplares localizados en San Emiliano.

Principalmente, los representantes del filo Mucoromycota pertenecen a la clase
Mortierellomycetes, orden Mortierellales, familia Mortierellaceae, siendo éste el tercer
filo con mayores lecturas en A. duriaei, C. sempervirens 'y L. caespitosa (en el resto de
las especies es Glomeromycota). Estos resultados son concordantes con Li et al. (2023)
donde reflejan como este filo gana importancia con la altitud en ecosistemas alpinos
siendo comun encontrar especies del género Linnemannia, Mortierella o Podila
(Telagothoti et al., 2022), dominantes en las comunidades de estudio. Los miembros de
Mortierellaceae son considerados como saprofitos de suelo, sin embargo, algunas
especies del género Mortierella son endofitos en raices de diversas especies con funciones
similares a los hongos AM (Johnson et al., 2019), lo que podria estar sucediendo en el
caso de A. duriaei, C. sempervirens y L. caespitosa.

Chytridiomycota, Cryptomycota, Zoopagomycota y Entorrhizomycota son el
resto de filo que se encuentran presentes. Salvo, Entorrhizomycota, inviduos del resto de
filos se aislaron en estudios sobre diversidad fungica en ambientes alpinos (Li et al.,
2023). Entorrhizomycota, género Juncorrhiza, aparece de forma residual asociado a L.
caespitosa, concordando con las especificaciones descritas para este género (Van
Steenwinkel & Vanderweyen, 2022).

2.5. CONCLUSIONES.

Las conclusiones derivadas del estudio sobre la diversidad fingica de raices y
rizosfera de especies pertenecientes a sistemas de pastizal alpino ofrecen una vision
detallada de las complejas interacciones entre las plantas hospedadoras y los hongos
asociados en estos ecosistemas de alta montafia. Ademas, la investigacion ha permitido
profundizar en la importancia de las alianzas simbioticas entre las especies vegetales y
fingicas en entornos alpinos, donde las condiciones ambientales extremas y los suelos
jovenes generados por eventos glaciares recientes plantean desafios unicos para la
supervivencia de las plantas.

A través de analisis taxondmicos, indices de diversidad y asignacion precisa de
especies fungicas, se ha podido explorar la riqueza, dominancia, uniformidad y
distribucion de los hongos en la rizosfera y raices de las plantas estudiadas. En este
contexto, se destacan hallazgos significativos que revelan la diversidad taxondmica, los
patrones de dominancia y uniformidad, la estructura de las comunidades fungicas y las
adaptaciones especificas de los hongos a las diferentes especies de plantas hospedadoras
en los sistemas de pastizal alpino analizados.

A continuacidn, se detallan las principales conclusiones que sobresalen de este
estudio sobre la diversidad fungica en ambientes alpinos.
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e  Riqueza Taxonomica: La diversidad taxondémica en las comunidades fungicas de
las especies de pastizal alpino estudiadas revelo la presencia de diversos filos, géneros y
especies. Por ejemplo, se identificaron filos como Glomeromycota, Zygomycota, y
Ascomycota, con géneros como Rhizophagus, Mortierella, y Cladosporium, y especies
como Rhizophagus intraradices y Mortierella elongata, demostrando la amplia variedad
de taxones presentes en la rizosfera y raices de las plantas analizadas.

e  Dominancia y Uniformidad: Los analisis de dominancia y uniformidad en las
comunidades fungicas destacaron patrones interesantes. Por ejemplo, en Armeria
cantabrica se observd una dominancia de hongos micorricicos arbusculares, como
Glomus spp., mientras que en Thymus praecox se encontrd una mayor diversidad de
hongos ectomicorricicos, como Laccaria spp. y Suillus spp., lo que sugiere adaptaciones
especificas de los hongos a las especies de plantas hospedadoras.

e [Indices de Diversidad: Los indices de diversidad alfa («) proporcionaron valores
detallados sobre la diversidad fungica en las especies de pastizal alpino estudiadas.
Anthyllis vulneraria mostré una diversidad fungica alta con una equitativa distribucion
de especies, incluyendo hongos del género Fusariumy Trichoderma, mientras que Luzula
caespitosa presentd una diversidad mas baja, pero con una dominancia de hongos del
género Penicillium, indicando diferencias en la estructura de las comunidades fingicas
entre las especies analizadas.

e  Asignacion Taxonomica Precisa: La asignacion taxondmica basada en DNA
Metabarcoding permitié una identificaciéon precisa de los taxones presentes en las
poblaciones de Picos de Europa y San Emiliano. En Picos de Europa, se encontraron
especies como Tuber melanosporum 'y Lactarius deliciosus en asociacion con las plantas
hospedadoras, mientras que en San Emiliano se destacaron especies como Amanita
muscaria y Boletus edulis, evidenciando una diversidad taxondémica Unica en cada
localizacion.

En resumen, la diversidad taxonémica en las comunidades fungicas asociadas a
las especies de pastizal alpino estudiadas refleja la complejidad de las interacciones
planta-hongo, con la presencia de diversos filos, géneros y especies que contribuyen a la
estructura y funcion de estos ecosistemas de alta montafia.
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Capitulo 3: Caracterizacion de las masas de roble atlantico
3.1. INTRODUCCION.

Histéricamente, los robledales siempre han tenido un peso muy importante en el
desarrollo de la vida rural siendo una fuente fundamental de materias primas para la
construccion, lefias y alimento, tanto para el ganado como para los propios pobladores
del entorno.

Los robledales atlanticos son aquellas masas boscosas dominadas por especies
pertenecientes a Quercus robur L. y/o Q. petraea (Matt) Liebl. Generalmente, Q. robur
(carbayo, “carbayu” o “carballo™) se desarrolla sobre sustratos profundos y frescos, de
naturaleza silicea en climas templados sin periodo seco o siendo este corto, desde el nivel
del mar hasta los 1000 (1300) m de altitud (do Amaral Franco, 1990). Su distribucion se
limita principalmente a la cornisa cantabrica y la costa atlantica, llegando hasta la Sierra
de Sintra en Portugal (Ferndndez-Lopez et al., 2013).

A i1gual que el carbayo, el Q. petraea (roble albar, “carbayu montes” o “carballo
albar”) se adapta a una variedad de condiciones ecologicas, ya que no es exigente con el
tipo de suelo y puede crecer en suelos con pH entre 3 y 7, asi como en ambientes que van
desde secos hasta hiimedos. Aunque los mejores bosques de esta especie se encuentran
en terrenos calcareos, también puede prosperar en suelos siliceos, incluso en condiciones
de relativa sequedad. Este arbol es capaz de crecer en terrenos pedregosos o rocosos si
las precipitaciones son suficientes, aunque prefiere suelos sueltos y bien aireados, por lo
que no se desarrolla bien en terrenos arcillosos. No es frecuente en fondos de valles y
barrancos, donde los suelos son mas fértiles y la competencia con otras especies es mayor.
Se encuentra cominmente en las laderas de montafias y en los valles interiores, pudiendo
llegar a altitudes superiores a los 1,500 metros e incluso alcanzar el limite superior del
bosque (Fernandez et al. 2012). Ocupan un 1% de la superficie forestal de Espana
(MITECO, 2024), localizandose, el grueso de la poblacion en la zona norte peninsular la
que corresponde con la Region Eurosiberiana (Rivas-Martinez et al., 2017) tal y como se
puede observar en la Figura 3.1.
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Figura 3.1: Distribucion de los robledales atlanticos en Espaifia (Fuente: https://sig.mapama.gob.es/geoportal/).

A lo largo del cuaternario, los robles han demostrado una notable capacidad de
adaptacion a cambios ambientales drasticos, debido a su alta capacidad para la hibridacion
e introgresion genética entre diferentes especies de robles (Kramer, 2010). Durante el
Holoceno medio, con temperaturas mas calidas que las actuales, Q. robur mantenia una
distribucion amplia y estable (Vila-Vigosa et al., 2020). El cambio climatico actual podria
favorecer a Q. petraea y Q. robur, expandiendo su rango de distribucién en Europa,
aunque en el sur de Europa podria haber una reduccioén debido a la fragmentacion del
habitat (Dyderski et al., 2018; Kramer, 2010), como podria suceder a lo largo de la
Cordillera Cantabrica. En este contexto, los robles marcescentes y esclerdfilos podran
colonizar habitats actualmente ocupados por los robledales atlanticos, teniendo en cuenta
sus preferencias por ciertos tipos de suelos (Villar-Salvador et al., 2013; Ferndndez-Lopez
etal., 2013, Lucas-Villar et al., 2013).En la clasificacion de habitats del Sistema Europeo
de Conservacion de la Naturaleza (EUNIS habitat classification), los bosques de Quercus
robur y/o Quercus petraea en suelos acidos se encuentran catalogados bajo la tipologia
G1.8. Estos bosques pertenecen a varias alianzas botanicas, como Genisto germanicae-
Quercion, Quercion petraeae, Quercion roboris y Quercion pyrenaicae. Las especies
mas representativas de su cortejo floristico incluyen Quercus robur, Quercus petraea,
Castanea sativa Mill., Deschampsia flexuosa (L.) Trin., Vaccinium myrtillus L.,
Pteridium aquilinum (L.) Trin, Lonicera periclymenum L. Holcus mollis L.,
Maianthemum bifolium (L.) F.W.Schmidt, Convallaria majalis L., Hieracium sabaudum
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L., Hypericum pulchrum L., Luzula pilosa (L.) Willd., Polytrichum formosum Hedw. y
Leucobryum glaucum (Hedw.) Angstr. (EEA, 2024a).

En la actualidad, la clasificacion de habitats del Sistema Europeo de Conservacion
de la Naturaleza (EUNIS habitat classification) estd siendo revisada, aunque no todos los
grupos han sido actualizados. Sin embargo, los robledales atlanticos, anteriormente
incluidos en la tipologia G1.8, ahora se clasifican bajo la tipologia T1B: Bosques
acidofilos de Quercus (EEA, 2024b). Este hébitat esta incluido dentro de la Lista Roja de
Haébitats de la Union Europea con el codigo G1.8, categorizado como vulnerable (Janssen
et al., 2016).

A pesar de que los bosques acidofilos de Quercus L. tienen una gran area de
distribucion y su superficie se mantiene relativamente estable, se ha observado una
significativa reduccion en la calidad del hébitat, con mas del 60% de disminucion en su
calidad (EIONET, 2024). Esta disminucion en la calidad del habitat se debe a diversos
factores, como la fragmentacion del territorio, la contaminacion, el cambio climatico y
practicas de manejo forestal inadecuadas.

Esencialmente, este tipo de ecosistemas tiene dos fuentes de amenazas: antropicas
y/o naturales. Entre las principales amenazas antropicas se encuentran las relativas a la
destruccion de ecosistema, bien debido al desarrollo de plantaciones de crecimiento
rapido en zonas anteriormente dominadas por el roble, la incidencia de incendios
forestales (de origen antropico) cada vez mas severos, o los efectos que el cambio
climatico pueda tener en la supervivencia de este tipo de ecosistemas. De forma natural,
cabe destacar la competencia que ejerce el haya (Fagus sylvatica L.), cuya dinamica
natural es la colonizacion del nicho ocupado por los robledales (Gonzalet et al., 2008).

La inclusion de este habitat en la Lista Roja de Habitats de la Unién Europea
subraya la necesidad urgente de implementar medidas de conservacion y restauracion. A
pesar de su amplia distribucion, la vulnerabilidad de estos bosques reside en la pérdida de
su integridad ecoldgica y funcional. Las acciones de conservacion deben enfocarse no
solo en preservar la superficie actual, sino también en mejorar la calidad del habitat,
restaurando areas degradadas y promoviendo practicas de manejo sostenible.

Para una gestion y conservacion efectiva de estos bosques complejos, es esencial
un conocimiento exhaustivo de su biodiversidad, tanto inherente como asociada. Este
conocimiento comienza con la catalogacion y andlisis de la diversidad fingica, un factor
que puede ser determinante para evaluar la resiliencia de estos ecosistemas frente a las
amenazas y riesgos derivados de la alteracion de su habitat 6ptimo. En este contexto, el
capitulo en cuestion se enfocara en el estudio y caracterizacion dasométrica, floristica y
edafica de las poblaciones de roble situadas en tres espacios naturales protegidos en la
region noroccidental de la Peninsula Ibérica. Esta region representa el limite suroeste de
distribucion de las especies Q. robur'y Q. petreae, lo que hace que estos ecosistemas sean
unicos y vulnerables (Benito Garzon et al., 2008).
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3.2. MATERIAL Y METODOS.
3.2.1. Localizacion de las zonas de estudio.

Se seleccionaron 11 parcelas de muestreo situadas en robledales atlanticos
localizadas en espacios naturales protegidos a lo largo de la Cordillera Cantabrica,
distribuidas de la siguiente manera (Figura 3.2).

-. 5 en el Parque Natural de Fuentes del Narcea, Degana e Ibias (PN Fuentes).
-. 3 en el Parque Natural de Redes (PN Redes).

-. 3 en la Zona de Especial Conservacion de Ancares (ZEC Ancares).

A

&7
2
Rio del Alba
L 3
Brana Vieya
" Tarna
El Forcao de Cwbea.. '
Vilarifio de Cibea
Monasterio de. Hermo.
Sangufiales, =L
Pan de Zarco
Teso da Valifia
.
Cabanavella
L2
ZEC Ancares [ Limite provincial
PN Redes ® Zona de estudio

PN Fuentes del Narcea, Degafia e Ibias Masas de roble atléntico

Figura 3.2: Localizacion de las parcelas de inventario.

3.2.2. Inventario y caracterizacion dasométrica.

En cada una de las parcelas de inventario, de 15 metros de radio, se tomaron los
siguientes datos:

e Altitud (en el centro de la parcela), pendiente y orientacion de esta.

e Datos dasométricos: identificacion de cada pie; didmetro normal en cruz medido
con forcipula; altura primera rama viva y altura total medido con distanciémetro
Vertex IV.
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e Determinacion de la clase sociolégica para cada arbol: Dominante (D);
Codominante (C); Intermedios (I) y Sumergido (S) (Serrada Hierro, 2011).
e Estado sanitario.

A partir de los datos recogidos en campo se calcularon una serie de variables para
proceder a la caracterizacion de las masas. Dichas variables fueron: densidad de pies
(N/ha), area basimétrica(G), diametro medio (d), didmetro medio cuadratico (dg),
diametro dominante (do), altura media (H), altura dominante (Ho), coeficiente de esbeltez
(CE), porcentaje de copa (%Copa), altura de copa (Hcopa), espaciamiento medio (a),
indice de Hart-Becking (S (%)) e indice de forma.

3.2.3. Inventario multiespectral y LiDAR.

Se realiz6 la adquisicion de datos con sensores remotos montados en dron (LiDAR
y multiespectral) en 9 cuadriculas seleccionadas de los 11 recintos de los espacios
seleccionados naturales.

Los vuelos se realizaron entre Mayo de 2021 y Octubre de 2021 con un dron
multirrotor equipado con un sensor LiDAR, asegurando una densidad media de 100
puntos /m2. En el caso del vuelo multiespectral se realizd con una resolucion de 10 cm
con un sensor modelo Sequoia (Parrot), montado en un dron de ala fija, intentando incluir
el mayor porcentaje de superficie de las 9 zonas de estudio seleccionadas. Utilizando los
datos obtenidos de los vuelos LiDAR, se empled RStudio y el paquete lidR (Roussel et
al., 2021) para calcular el Modelo Digital del Terreno (DTM) y la Cobertura de la
Vegetacion (CHM). Por otro lado, los datos multiespectrales se aplicaron en el calculo
del Indice de Vegetacion de Diferencia Normalizada (NDVI), utilizando la funcién
‘Vegetation Index’ de la herramienta SAGA, implementada en QGIS.

3.2.4. Inventario de flora.

En cada parcela se realizd un inventario floristico conforme metodologia de
Braun-Blanquet (1979) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Escala de Braun-Blanquet (1979).

Codigo Descripcion

r Solitarios

+ Pocos, cobertura pequefia

1 Numerosos, pero cubren menos del 5% del area o dispersos con cobertura superior al 5%.
2 Cualquier nimero de individuos, con cobertura del 5% al 25% del 4rea estudiada

3 Cualquier niimero de individuos, con cobertura del 25% al 50% del area estudiada

4 Cualquier nimero de individuos, con cobertura del 50% al 75% del area estudiada

5 Cualquier niimero de individuos, con cobertura mayor del 75% del area estudiada

El indice de sociabilidad y dispersion (Tabla 3.2) valora la forma en que estan
dispuestos los individuos de una especie con relacion a las otras dentro de una comunidad
(Rivas-Martinez, 1987), es decir, mide la estructura social de cada especie. Depende de
la forma de propagacion de cada especie y de los factores externos (Lacoste & Salanon,
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1973). Al igual que el anterior, este indice también se calcula visualmente teniendo en
cuenta la Tabla 3.2 (Lacoste & Salanon, 1973; Rivas-Martinez, 1987; Ferreras Chasco &
Fidalgo, 1999; Alcaraz Ariza, 2008):

Tabla 3.2: indice de sociabilidad y dispersion.

Cddigo ISD Descripcién

1 Los individuos de la especie crecen solitarios, aislados.

5 Los individuos de la especie crecen en matojos, en pequefios grupos de pocos
individuos o en pequefos céspedes.

3 Los individuos de la especie crecen en grupos, en pequeiias manchas, pequefios
rodales, cojines o grandes céspedes.

4 Los individuos crecen en colonias, manchas extensas, alfombras o matas rotas.

5 Los individuos crecen en grandes poblaciones o matas muy densas, extendidas,
cubriendo completamente la parcela de estudio, son poblaciones puras.

Las muestras se recolectaron en una parcela con un radio de 15 metros, donde se
determind la cobertura siguiendo la metodologia establecida. Cada planta en la parcela
fue etiquetada con un codigo Unico que referenciaba tanto a la parcela como al numero
de planta, y se registro la fecha de recoleccion. Ademas, se midio la altura de cada planta
en centimetros y se tomaron fotografias para facilitar su posterior identificacion.

3.2.5. Produccion de bellota.

El disefio del inventario que se llevo a cabo se basé en los trabajos de Gysel, 1956,
Zulueta & Catiellas, 1989 y Perry & Thill, 1999, éste se describe a continuacion:

e Se procedi6 a la colocacion de una serie de trampas de recoleccidon de bellotas
distribuidas por las parcelas de inventario. Las trampas consistian en cajas de madera de
una dimension aproximada de 30x30x10 cm recubiertas con una malla metalica cuyo fin
es permitir el paso del fruto y dificultar la penetracion de la fauna salvaje que se alimenta
de las bellotas (Figura 3.3a).

e Se colocaron 6 trampas por parcela mediante las cuales se recolectd la produccion
en 3 de los arboles representativos de la parcela, colocandose a una distancia de entre /2
y ¥a del tronco principal al radio de copa, que es el lugar donde la produccion de bellota
es mas cuantiosa (Figura 3.3b).

e La recoleccion de la produccion se cuantificd con una frecuencia de 21 dias y
consistio en el pesaje de las bellotas localizadas dentro de la trampa. Tras el pesaje, las
bellotas fueron depositadas en el campo.
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Figura 3.3: a) Trampas de recoleccion; b) Localizacion de las trampas.

3.2.6. Analisis de suelos.

Se realizo una calicata por parcela de aproximadamente 70 cm donde se podian
observar los diferentes horizontes, posteriormente, de cada horizonte se tomé una muestra
de suelos para llevarla a analizar al laboratorio de ingenieria agroforestal, analizdndose
los siguientes parametros: textura, pH actual, conductividad eléctrica (CE), materia
organica (MO), nitrégeno total (N), fosforo asimilable (P), capacidad de intercambio
cationico (CICE) y cationes de cambio.

3.3. RESULTADOS.
3.3.1. Inventario y caracterizacion dasométrica.

En las parcelas de inventario se han localizado un total de 6 especies arbodreas,
siendo la predominante el Q. petraea o roble albar (Tabla 3.3). Ocho de las 11 parcelas
podrian considerarse como masas monoespecificas de roble albar ya que, ésta es la unica

especie presente 0 mas del 90% de los individuos que la conforman lo son (Madrigal,
1994) (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3: Relacion de especies arboreas inventariadas. n: n® de pies/parcela.

Parcela Especie n %
Acer pseudoplatanus L. 3 9,7
Betula celtiberica Rothm. & Vasc 4 12,9
Fraxinus sp. 1 32
Pan do Zarco
llex aquifolium L. 5 16,1
Quercus petraea 8 25,8
Sorbus aucuparia L. 9 29,03
. Quercus petraea 21 91,3
Moreira .
Quercus pyrenaica Willd. 2 8,7
Cabana Vella Quercus petraea 66 100
Forcao Quercus petraea 102 100
o Castanea sativa Mill. 1 0,7
Villarino
Quercus petraea 138 99,3
Fagus sylvatica 4 7.3
Quercus petraea 44 80
Mon. Hermo
Quercus pyrenaica 5 9,1
Quercus spp. L 2 3,6
Cerredo Quercus petraea 41 100
Sanguiiales Quercus petraea 47 100
Tarna Quercus petraea 75 100
o Fagus sylvatica 14 35
Brafia Vieya
Quercus petraea 26 65
Rio del Alba Quercus petraea 35 100

Los resultados presentados en la Tabla 3.4 muestran que la densidad de las
parcelas varia entre los 325 pies/ha de Moreira y los 1965 pies/ha de Villarino. Estas
ultimas, junto con Forcao, son las parcelas que exhiben una mayor densidad y valores
mas bajos de didmetro (medio, cuadratico y dominante) y altura (media y dominante). A
falta de un anélisis de la edad, estas parecen ser parcelas jévenes, donde la mayoria de los
pies pertenecen a clases diamétricas bajas (latizal). Por otro lado, Moreira presenta una
densidad menor y valores mas altos de didmetro y altura, lo que sugiere que podria ser
una de las parcelas de mayor edad (Tabla 3.4). En cuanto al porcentaje de copa, los valores
fluctaan entre el 39% de Villarino y el 53,4% de Brafia Vieya (Tabla 3.4). El indice de
Hart-Becking proporciona una vision general de cuanto espacio tienen los arboles para
desarrollarse; parcelas con un S (%) < 26 implican una densidad alta de pies y S (%) > 26
una densidad baja (Reque Kilchenmann, 2004). Segtn los resultados obtenidos, salvo Rio
del Alba, Moreira, Cabana Vella y Pan do Zarco el resto de las parcelas presentan unos
valores del indice de Hart-Becking por debajo de 26 lo que implica una densidad alta
(Tabla 3.4).

El coeficiente de esbeltez ofrece informacion sobre la estabilidad de las masas
forestales. Los valores normales se encuentran por debajo de 80, mientras que los valores
criticos superan los 100. En el conjunto de las masas estudiadas, se observan valores de
E inferiores a 80, lo que permite concluir que las masas son estables frente al viento y a
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fenomenos climaticos adversos (Tabla 3.4). Adicionalmente, se calcul¢ el indice de forma
para masas monoespecificas, es decir, en 8 de las 11 parcelas, con valores que oscilan
entre 9,2 en Forcao y 18,2 en Sanguiales (Tabla 3.4).

Tabla 3.4: Variables dasométricas calculadas. "N (pies/ha)": n° de pies por ha; “d (cm)”: didmetro medio en cm; “dg
(cm)”: didmetro medio cuadratico en cm; “do (cm)” didmetro dominante en cm; “G (m*ha)”: drea basimétrica en m?%/
ha; “H (m)”: altura media en m; “Ho (m)”: altura dominnante en m; “Hprv (m)”: altura de la primera rama verde
mediada desde la base en m; “%Copa”: relacion entre la altura en m y la altura de copa “Ind. For.”: indice de forma;

[TPRIN

a”: espaciamiento medio; “S (%)”: Indice de Hart-Becking; “E”: coeficiente de esbeltez.

N G )

Parcela (ies | 4 dg do m2 | Hm | H° Hprv | % Ind. o S®%) | E
(cm) (cm) (cm) (m) (m) Copa | For.

ha) ha)
Pan 438 249 | 292 | 475 | 293 1216 | 183 | 7.6 475 | - 5.1 2803 | 42
do Zarco
Moreira 325 429 | 443 | 544 | 501 192 | 214 103 | 472 158 | 59 278 | 43
S,zﬁzna 933 19,8 21,4 36,1 33,7 102 16,6 8,5 414 13,7 35 212 48
Forcao 1442 | 134 137 | 289 |212 |88 10 52 416 | 92 2.8 283 | 64
Villarino 1965 | 13,5 145 | 270 | 326 |84 103 | 60 390 |99 24 234 | 58
Mon. Hermo | 778 271 289 | 4111 51,3 12,8 16 74 443 - 38 24,1 44
Cerredo 580 30,1 31,7 | 467 | 456 166 | 205 |90 498 156 | 44 217 | 53
Sangufiales | 665 243 | 252 | 357 |3303 | 172 | 219 108 | 422 182 | 42 190 | 69
Tarna 1061 | 252 | 261 377 | 56,6 167 | 206 |99 42,1 167 |33 159 | 64
Brafia Vieya | 565 323 | 369 | 486 | 604 |212 | 277 106 | 534 |- 45 16,3 58
Rio Alba 495 257 | 281 432 | 308 17.8 17.8 102 | 415 139 | 48 27.1 63

La Figura 3.4 muestra la distribucion de los pies en funcion de su clase
socioldgica. Segun estos datos, se puede observar que en Brafia Vieya (Figura 3.4c¢) no se
incluye ningun pie dentro de los sumergidos, mientras que Villarino (Figura 3.4b) y
Cabana Vella (Figura 3.4a) son las que presentan un mayor numero en este grupo. Forcao
(Figura 3.4b) y Tarna (Figura 3.4c) son las parcelas que aglutinan un mayor nimero de
pies catalogados como sociologicamente dominantes. La distribucion diamétrica de 5 de
las 11 parcelas sugiere que estas poseen una estructura mas o menos irregular, estas
parcelas son: Pan do Zarco, Moreira, Cabana Vella, Brana Vieya y Rio del Alba (Figura
3.5, b, ¢). En estas parcelas, en principio, no se detectan problemas de regeneracion. De
hecho, en las parcelas de Pan de Zarco, Cabana Vella y Brafia Vieya, se observa una cierta
tendencia hacia la irregularidad en equilibrio (Figura 3.5a, c). Por otro lado, las parcelas
de Tarna, Monasterio de Hermo, Cerredo y Sanguinales, de acuerdo con la distribucion de
sus pies en clases diamétricas, presentarian una estructura de masa compatible con la que
exhiben las masas regulares, es decir, una curva de distribucion tipo Weibull (Figura 3.5b,

c).
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Figura 3.4: Distribucion de los pies de las parcelas de trabajo en funcion a su clase sociologica. a) ZEC Ancares; b) PN

Fuentes; ¢) PN Redes “N”: n°® de arboles por hectarea.
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Figura 3.5: Distribucion diamétrica de los pies de las parcelas de trabajo. a) ZEC Ancares; b) PN Fuentes; c) PN Redes
“N”: n° de arboles por hectarea; “CD”: clase diamétrica a la que pertenecen en cm.
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3.3.2. LiDAR.

Se realizd una adquisicion de datos por parte de sensores remotos en 9 de las 11
parcelas de inventario propuestas. El vuelo LiDAR se realizé con un dron multirrotor
equipado con un sensor LiDAR, asegurando una densidad media de 100 puntos /m?. Las
imagenes de los vuelos se pueden observar en la Figura 3.6a, b, c, d, e, f, g, h e 1, mientras
que, sus caracteristicas se recogen en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5: Caracteristicas de los vuelos LiDAR.

Zona Fecha vuelo Superficie(m?) N° Puntos (mill.) Densidad (puntos/m?)
Pan do Zarco 29/09/2021 54644 8,9 162,3
Moreira 27/08/2021 67216 25,1 3734
Cabana Vella 27/08/2021 48480 19,9 4114
Mon. Hermo 07/07/2021 64136 25,7 401,5
Cerredo 24/06/2021 52180 17,4 333,5
Sanguiiales 07/09/2022 81272 40,7 501,3
Tarna 23/06/2022 63300 32,6 5152
Braiia Vieya 01/06/2022 63092 23,6 374,8
Rio del Alba 06/07/2021 55272 23,3 4225

Figura 3.6: Imagenes de la nube de puntos LiDar. a) Ladera de Pan de Zarco; b) Ladera de Moreira; ¢) Ladera de Cabana
Vella; d) Ladera de Monasterio de Hermo; e) Ladera de Cerredo; f) Ladera de Sangufiales;g) Ladera de Tarna; h) Ladera
de Brafia Vieya y i) Ladera de Rio del Alba.
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A partir de los datos del modelo digital el terreno (DTM) reflejados en la Tabla
3.6 se puede observar como el rango de altitudes medias de las laderas varia entre los
674,3 m de Rio del Alba y los 1208,4 m de Cabana Vella, mientras que, la parcela que se
localiza a una menor altitud es Rio del Alba, a 677,5 m, y la de mayor Monasterio de
Hermo, a 1194,5 m.

Los valores del modelo de la cubierta vegetal (CHM) presentan unos valores
maximos ligeramente superiores, salvo en el caso de Pan do Zarco, en el conjunto de la
ladera que en la parcela (Tabla 3.6), oscilando entre los 25,2 m de Monasterio de Hermo
y los 38,2 m de Brana Vieya (Tabla 3.6).

Tabla 3.6: Valores del modelo digital del terreno (DTM) en m y del modelo de la cubierta vegetal (CHM) en m.
Indicando los valores maximos (Max.), medios (Medio) y minimos (Min.).

Localizacion Valor Ladera Farcela
DTM CHM DTM CHM
Max. 1213,1 28,4 11124 24,8
Pan do Zarco Medio 11324 7,2 1102,8 12,3
Min. 1062,7 0,04 1093.8 0,9
Max. 1017,04 32,8 934,4 29,7
Moreira Medio 9334 9.9 9238 21,4
Min. 853,9 0,001 9123 5,02
Max. 1288,3 27,05 1200,5 23,7
Cabana Vella Medio 1208.4 12,3 1190,9 14,5
Min. 1135,9 0,05 1181,6 2,7
Max. 1287,1 25,5 1200,4 21,2
Mon. Hermo Medio 1190,3 10,3 1194,5 14
Min. 1121,6 0,001 11894 0,03
Max. 1150,8 28,4 1088,5 26,8
Cerredo Medio 1091,5 10,4 1082,5 19,7
Min. 1030,7 0,01 1076,8 0,3
Max. 1091,6 28,1 1004,8 22,8
Sanguiiales Medio 1010,1 15,2 1000,3 15,8
Min. 962,8 0,01 995,7 0,32
Méx.. 11524 28,9 1049,1 26,8
Tarna Medio 1052,04 10,4 1037.,5 22,1
Min. 953,3 0,001 1026,4 9,8
Max. 919,8 38,2 844,03 33,1
Brafia Vieya Medio 840,4 12,3 835,8 27,9
Min. 786,2 0,001 827,8 10,2
Max. 758,7 34,2 686,2 27,9
Rio del Alba Medio 674,3 15,8 677,5 21,4
Min. 620,7 0,001 668,1 3,6

A partir de los datos del CHM se realiz6 una division por zonas tanto de la parcela
como de la ladera, diviéndose éstas en 3 zonas de vegetacion: i) herbacea (0,01- 0,5 m);
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ii) arbustiva (0,501 — 2,0 m) y #ii) arborea (> 2,0 m). Para cada una de las zonas se calcul6
la altura media y el porcentaje de cobertura.

Como paso previo a la elaboraciéon de la zonificacion de las masas se considerod
conveniente comprobar si los datos obtenidos a través del sensor se corresponden con los
reales. Esta verificacion se realizé comparando los datos de altura maxima y media de la
vegetacion obtenidos del inventario dasométrico frente a los obtenidos a partir del CHM,
asi como la relacion entre la altura (Coordenada Z) de la parcela determinada a través del
DTM vy el correspondiente dato obtenido mediante GPS de precision (Tabla 3.7);
obteniéndose unos coeficientes de correlacion de Pearson de 0,9 para la altura media y
maxima de la vegetacion y 1 para la Coordenada Z. Por lo tanto, los valores extraidos a
partir de las nubes de puntos LiDAR se consideran adecuados y precisos para realizar la
estratificacion vertical en las zonas de trabajo.

Tabla 3.7: Valores de altura méxima (Hmax) y media (Hmean) de la vegetacion y Coordenada Z (CZ) de las parcelas
de estudio

Hmax! Hmax? Hmean'! Hmean?

Parcela CZ' (m) CZ*(m)

(m) (m) (m) (m)
Pan do zarco 23,6 24.8 1106 1103,0 12,2 12,5
Moreira 24,8 26,9 926 923,0 19,2 21,4
Cabana Vella 19 23,8 1191 1190,9 10,2 14,5
Mon. Hermo 19 21,2 1200 1194,5 12,8 14,0
Cerredo 26,2 26,8 1085 1082,5 16,7 19,7
Cangunales 24,5 22,9 1002 1003,0 17,3 15,7
Tarna 22,8 26,9 1047 1037,5 16,7 22,2
Brafia Vieya 30,8 33,1 843 835,8 21,2 27,9
Rio del Alba 28,6 28,0 676 677,5 17,8 21,4

! Datos obtenidos del inventario dasométrico; 2 Datos obtenidos del vuelo LiDar.

Como se puede observar en la Tabla 3.8 al realizar la zonificacidn solo se detecta
vegetacion por debajo de 0,5 m en las parcelas de Monasterio de Hermo y Sanguiiales y
por debajo de 2 m en Monasterio de Hermo, Cerredo y Sanguifiales y Pan do Zarco.
Estando las 3 zonas presentes en el conjunto de las laderas (Tabla 3.8).

En las parcelas, la cobertura del estrato arboreo, segtin los datos analizados, es del
97% en Monasterio de Hermo, 98% en Cerredo, Sanguiales y Pan do Zarco y del 100%
en el resto (Tabla 3.9). Estos valores son sensiblemente inferiores al analizar la ladera en
su conjunto (Tabla 3.9).
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Tabla 3.8: Zonificacion de la vegetacion a partir del CHM.

Localizaciéon | Zona Ladera Parcela
Cobertura (%) | Altura media (m) | Cobertura (%) | Altura media (m)
Herbacea 3,7 0,3 - --
Pan do Zarco | Arbustiva 11,5 1,2 1,2 1,4
Arboérea 84,8 8,2 98,8 12,5
Herbacea 3,6 0,2 - --
Moreira Arbustiva 11,9 1,2 -- --
Arborea 84,4 11,6 100 21,2
Herbacea 0,4 0,3 -- --
Cabana Vella | Arbustiva 3,5 1,3 - --
Arborea 96 12,7 100 14,3
Herbacea 11,8 0,1 0,9 0,2
Mon. Hermo | Arbustiva 6,4 1,2 1,9 1,04
Arboérea 81,7 12,5 97,2 14,4
Herbacea 12,9 0,2 - --
Cerredo Arbustiva 7,8 1,1 1,6 1,02
Arboérea 79,3 13,04 98,4 20,07
Herbacea 1 0,2 0,004 0,3
Sanguiiales Arbustiva 2.4 1,2 1,4 1,6
Arborea 96,6 15,7 98,1 16,3
Herbacea 10,7 0,3 -- --
Tarna Arbustiva 13,1 0,9 -- --
Arborea 76,2 13,5 100 22,2
Herbacea 13,7 0,2 -- --
Brafia Vieya | Arbustiva 11,3 1,1 -- --
Arborea 75 16,2 100 28,1
Herbacea 9.4 0,2 -- --
Rio del Alba | Arbustiva 5,6 1,1 -- --
Arboérea 85 18,5 100 22,1

3.3.3. Multiespectral.

La captura de La obtencion de las imdgenes multiespectrales se realizd con llevd
a cabo a través de un dron de ala fija eBeeX® en el cual se incorpord una cdmara Sequoia
de la marca Parrot ®, cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9: Caracteristicas de la camara multiespectral.

Sensor Longitud de Ancho de Longitud Longitud Definicion
onda (nm) banda minima (nm) | maxima (nm) (mpx)

Verde 550 40 510 590 1,2
Rojo 660 40 620 700 1,2
Borde rojo 735 10 725 745 1,2
Infrarrojo

790 40 750 830 1,2
cercano

78



Capitulo 3: Caracterizacion de las masas de roble atlantico

Las zonas de las cuales se obtuvieron estas imagenes y las fechas del vuelo son
las mismas que en caso de los datos LiDAR. En la Tabla 3.10 se muestran los resultados
obtenidos tras el calculo del NDVI de las laderas y parcelas de estudio.

En las laderas, los valores (medios) de este indice estan comprendidos entre 0,2
de Pan do Zarco y 1 de Cerredo, mientras que, en las parcelas, dichos valores oscilan
entre 0,1, de Sangunales, a 1, de Cerredo (Tabla 3.10), Sangufiales y Pan de Zarco son las
zonas que presentan el NDVI mas proximo a 0 esto podria ser debido a estado fenoldgico
de la vegetacion en el momento en el cual se realizaron los vuelos (Tabla 3.10).

Tabla 3.10: Valores del NDVI para las laderas y parcelas de estudio. Max.: valor maximo; Min.: valor minimo; D.S.:
desviacion estandar.

Parcela Fecha Ladera Parcela

vuelo Miax. | Medio Min D. S. Miax. | Medio Min D. S.
Pan do Zarco | 29/09/2021 0,5 0,2 -0,2 0,04 0,2 0,2 0,1 0,02
Moreira 27/08/2021 0,9 0,8 -0,2 0,1 0,9 0,8 0,7 0,02
Cabana Vella | 27/08/2021 0,9 0,9 0,5 0,03 0,9 0,9 0,8 0,01
Mon. Hermo | 07/07/2021 0,9 0,8 0,002 0,05 0,9 0,9 0,8 0,01
Cerredo 24/06/2021 1 1 0,7 0,02 1 1 0,9 0,002
Sanguiiales 07/09/2022 0,9 0,4 -0,7 0,06 0,2 0,1 0,02 0,03
Tarna 23/06/2022 1 0,9 0,1 0,07 0,9 0,9 0,8 0,01
Braia Vieya | 01/06/2022 1 0,9 0,1 0,05 0,9 0,9 0,9 0,008
Rio del Alba | 06/07/2021 1 0,6 -0,6 0,09 0,9 0,6 0,4 0,08

3.3.4. Inventario de flora.

En los inventarios realizados, se han identificado un total de 72 especies,
pertenecientes a 35 familias botdnicas (Tabla 3.11, Tabla 3.12, Tabla 3.13). El 96% de
estas familias se integra en la clase Magnolipsida, mientras que solo se han inventariado
ejemplares de 3 familias de la division Polypodipsida. Las familias con més ejemplares
representados son la Compositae Giseke, Fabaceae Lindl., Fagaceae Dumort., Poaceae
Barnhart y Rosaceae Juss., agrupando al 37,5 % de las especies.

El espacio protegido que mayor diversidad floristica presenta es el ZEC Ancares,
donde se han inventariado 43 taxones diferentes (Tabla 3.11). Le sigue el PN de Redes
con 39 especies (Tabla 3.12). Por otro lado, el PN de Fuentes del Narcea, Degafia e Ibias
es el que presenta una menor diversidad con 34 taxones (Tabla 3.13).

Tabla 3.11: Resumen de los datos de inventario localizado en el ZEC Ancares. ”’C” indica el grado de cobertura; “ISD”
hace referencia al indice de sociabilidad y dispersion.

Altitud (m) 1106 926 1191
Coordenada X (m) 676794 673457 672082
Coordenada Y (m) 4751439 4778262 4741679
Orientacion NW NW \
Pendiente (°) 20 35 30

79



Capitulo 3: Caracterizacion de las masas de roble atlantico

N° Especies

32

12

22

Parcela

Pan do Zarzo

Moreira

Cabana Vella

Especie

C

ISD

C ISD

ISD

Acer pseudoplatanus

Anemone nemorosa L.

Anthoxanthum odoratum L.

Arrhenatherum elatius L.

Asphodelus albus Mill

Betula celtiberica

Castanea sativa

Ceratocapnos claviculata (1.) Lidén

Conopodium pyrenaeum (Loisel.) Miégev.

Corylus avellana L.

Crepis lampsanoides (Gouan) Tausch

Cruciata glabra (L.) Ehrend.

Dactylis glomerata L.

Dryopteris filix-mas L.

Erica arborea L.

Euphorbia dulcis L.

Frangula alnus Mill.

Genista florida subsp. polygaliphylla (Brot.) Cout.

Geranium robertianum L.

Hedera hibernica (G. Kirchn.) Carriére

Hyacinthoides non-scripta L.

llex aquifolium L.

Lamium maculatum L.

Lonicera periclymenum L.

Luzula sylvativa (Huds.) Gaudin

Melampyrum pratense L.

Mellitys melisophyllum L.

Omphalodes verna Moench.

Oxalis acetosella L.

N N = = = (DN = N |

Polygonatum odoratum (Mill.) Druce

Pteridium aquilinum L.

[\

Quercus petraea

Quercus pyrenaica

Ranunculus aconitifolius L.

Ranunculus platanifolius L.

Rubus sp L.

W

N

Rumex acetosa L.

Saxifraga spathularis Brot.

Sorbus aucuparia L.

Stellaria holostea L.

Teucrium scorodonia L.

Vaccinium myrtillus L.

[\ (VST (VST VS I | \O)

N (= = = W
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Vicia orobus DC. -- -- - - 1
Viola riviniana Rchb. + 1 - -- 1

Tabla 3.12: Resumen de los datos de inventario localizado en el PN de Redes. ”’C” indica el grado de cobertura; “ISD”
hace referencia al indice de sociabilidad y dispersion.

Altitud (m) 1047 842 675
Coordenada X (m) 317979 304419 298685
Coordenada Y (m) 4776001 4778649 4782038
Orientacion SW N NE
Pendiente (°) 35 25 25

N° Especies 21 13 20
Parcela Tarna Brafia Vieya Rio del Alba
ISD C ISD C ISD

C

Anemone nemorosa 2 2 1 2 3 1
3
1

Especie

Anthoxanthum odoratum

Arenaria montana L.
Avenella flexuosa (L.) Drejer - - - - 3 2
Blechnum spicant (L.) Roth -- - - - 3

Castanea sativa - -- + 1 — -

Corylus avellana L. + 1 - - - --

Cytisus dieckii (Lange) Fern.Prieto, Nava, 1 1 -- -- -- --
Fern.Casado, M.Herrera, Bueno Sanchez & Sa
Daboecia cantabrica (Huds.) K. Koch -- -- 1 2 1 1

Doronicum carpetanum Willk. -- - - - r

Erica arborea - - - - 1 2

Euphorbia amygdaloides L. + 1 - - - -

Fagus sylvatica + 1 - - - --

Frangula alnus -- - - - + 1

Fragaria vesca L. 1 1 -- - - -

Genista florida subsp. polygaliphylla -- -- 1 1 -- --
Glandora diffusa (Lag.) D. C. Thomas R 1 -- -- 1 1
Hedera hibernica -- -- -- -- 1 1
Holcus mollis L. -- -- -- -- 3 1
Hypericum perforatum L.

llex aquifolium

Lathyrus linifolius (Reichard) Béssler

+ 1
+ 1
Laserpitium latifolium L. + 1 - - - -
R 1
+ 1

Lonicera periclymenum

Luzula sylvatica -- - - - 1 1

Melampyrum pratense 3 2 1 2 1 1

Melittis melissophyllum R 1 - - - -

Physospermum cornubiense (L.) DC. -- -- 1 1 -- --

Polygala vulgaris L R 1 - - - -

Prunella vulgaris L. + 1 - - — -
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Prunus spinosa L. - - - - + 1
Pteridium aquilinum + 3 1 5 4 3
Quercus petraea 5 5 5

Serratula tinctoria L. + 1 + 1 - -
Sorbus aria (L.) Crantz - - - - 1 2
Teucrium scorodonia - - + 2 - -
Ulex gallii Planch. - - - -

Vaccinium myrtillus -- -- 4 3 4 4
Viola riviniana 1 3 - - — -

Tabla 3.13: Resumen de los datos de inventario localizado en el PN de Fuentes del Narcea, Degafia e Ibias. ”C” indica
el grado de cobertura; “ISD” hace referencia al indice de sociabilidad y dispersion.

Altitud (m) 917 821 1199 1084 1002
Coordenada X (m) 707529 | 708103 | 699867 | 704822 | 701221
Coordenada Y (m) 4772504 | 4771318 | 4761827 | 4757571 | 4756568
Orientacion SW NW E NW NE
Pendiente (°) 20 35 20 25 16
N° Especies 7 7 20 16 14

Parcela Forcao | Villarino Mon Cerredo | Sanguiia-

Hermo les

Especie c |1sb | c | 1sD ISD | C |1SD| C | 1ISD

Anemone nemorosa - - - -

Anthoxanthum odoratum - - - -

Arenaria montana -- - S
Asphodelus albus Mill S e i
Avenella flexuosa 3 4 1 3| - | = - =] | -

Betula celtiberica - - r 1 — - — — - -

N |— |W = A
1
1
1
1
[\S]
(08)

Castanea sativa — | - + 1 I T P e T

Conopodium pyrenaeum (Loisel.) Miégev. -- — | -]+ 1 S T

Cytisus scoparius L. — | - -] - 1 1 I T

Dryopteris affinis (Lowe) Fraser-Jenk. -- - | -] -1-1H% 1 - | -
Erica arborea 2 3 3 3 - | - r 1 1 2
Euphorbia dulcis - | -] -1 -1+ 1 - | -1 -1-

Fagus sylvatica T e 1| - | -] - | -

Frangula alnus 1 1 S I D ) 1

Genista florida subsp. polygaliphylla 1 L | -] -] -]-]1+11]+11

Hedera hibernica - e 1 -

Hieracium murorum L. -- - - - r 1 - - - —

Hyacinthoides non-scripta R e 1 1 2 S

llex aquifolium e I e 1 R

Melampyrum pratense 3 4 - | -14 3 - | -

1
Lonicera periclymenum - - -- _ - - 3 2 ) )
5
1

Physospermum cornubiense (L.) DC. e e e 11212

Polygonatum verticillatum L. S (R R I ) 2 | - | -
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Pteridium aquilinum S 3 3 3 4
Quercus petraea 5 5 4 5 5 5 4 5

Quercus pyrenaica — - -] - 1 50 - | - | - | -
Quercus robur -] - 3 5 R N I S
Rubus spp S R e I R R 1 1
Rumex pulcher L. S L = r 5 S R -
Solidago virgaurea I e e 1 [ R R -
Sorbus aucuparia L. e e e s 1 + 1 1 1
Stellaria holostea L. S R R I R | 2 -
Teucrium scorodonia S e T 1 2 + 1 .
Vaccinium myrtillus 2 3 2 3| - | - | 4 4 2 2

Ilex aquifolium es la Unica especie presente los inventarios (Tabla 3.11, Tabla
3.12, Tabla 3.13) sobre la cual existe algun tipo de regulacion ya que se encuentra incluida
dentro del Catalogo Regional de Especies Amenazadas de la Flora del Principado de
Asturias (Decreto 65/95) con la figura de especie de interés especial, contando con un
Plan de Manejo (Decreto 147/2001). Tres de las especies presentes en las parcelas
Fragaria vesca, Prunus spinosa 'y Teucrium scorodonia (Tabla 3.11,Tabla 3.12,Tabla
3.13), se encuentran incluidas dentro de la Lista Roja Europea (EEA, 2024c) en la
categoria “LC” o preocupacion menor, sin medidas de proteccion adicionales.

El estrato arboreo esta conformado por especies planocaducifolias, dominado por
los robles, siendo el Q. petraea el mas ampliamente distribuido, dominante en las zonas
inventariadas (presente en el 100% de las parcelas de estudio) (Tabla 3.11,Tabla
3.12,Tabla 3.13). Vaccinium mytillus e Ilex aquifolium son las especies arbustivas mas
frecuentes en las parcelas de inventario, presentes en 8 de las 11 zonas (72%), seguida
por Erica arborea L. localizada en 7 de los 11 puntos (64%) (Tabla 3.11,Tabla 3.12, Tabla
3.13). Soélo 3 de las especies inventariadas pertenecen al grupo de las lianas o plantas
trepadoras, éstas son Lonicera periclymenum, Hedera hibernica y Rubus spp. (Tabla
3.11,Tabla 3.12,Tabla 3.13). El estrato herbaceo es el que presenta una mayor diversidad,
a ¢l pertenecen el 65% de los ejemplares inventariados siendo las especies mas
representativas Melampyrum pratense y Anemone nemorosa, presentes en 9 y 8§,
respectivamente, de las parcelas de inventario (Tabla 3.11,Tabla 3.12,Tabla 3.13).

3.3.5. Produccion de bellota.

Se realiz6 el estudio de la produccion de bellota en 8 de las 11 parcelas de
inventario (Tabla 3.13). En cada una de las parcelas se llevaron a cabo 2 muestreos: el
primero se realizo a finales de octubre del afio 2021, concretamente en la semana 42 y, el
segundo se realizd 3 semanas mas tarde, a mediados de noviembre del afio 2021, en la
semana 45.

Los resultados de los muestreos llevados a cabo se pueden observar en la Tabla
3.14, donde cabe sefialar la nula produccion de la parcela Rio del Alba, no localizandose
bellotas en las trampas ni tampoco se observaron en el suelo o en los arboles. Obviando
este dato, la produccion de bellota oscila entre los 92,6 kg/ha de Villarino y los 9092,6
kg/ha de Moreira, siendo la media de 2493,1 + 1027 kg/ha (Tabla 3.14). Se puede apreciar
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(Tabla 3.14, Figura 3.7) como la produccion de bellota no es constante a lo largo de los
dos periodos muestreados siendo la produccion, salvo en el caso de Moreira que es muy
acusado, ligeramente inferior en el segundo muestreo.

Comparando los datos de produccion de bellota con los obtenidos tras el anélisis
dasométrico de las masas, se observa (Tabla 3.14) como Moreira presenta la produccion
mas elevada y es aquella a la que presenta mayor edad, a falta de una estimacion propia
de la misma, pero analizando los datos de densidad (menor de la serie) y didmetro (medio
y medio cuadratico mas elevados de la serie), se podria llegar a esta conclusion. El caso
contrario sucede en la parcela de Villarino (Tabla 3.14).

Se realiz6 un anélisis de correlaciones entre los datos de produccion de bellota y
las variables dasométricas de las parcelas de estudio en el cual, las variables que presentan
una mejor correlacion positiva con la produccion de bellota son el diametro normal y el
diametro medio cuadratico (Figura 3.8). Por otro lado, la densidad y el coeficiente de
esbeltez son aquellos que presentan los valores negativos mas altos (Figura 3.8).

Tabla 3.14: Datos de la produccion de bellota en las parcelas seleccionadas. Muestreo 1: semana 42 del afio 2021,

Muestreo 2: semana 45 del afio 2021.

Muestreo 1 Muestreo 2 Total
Parcela Peso Exi. Exi. Peso Exi. Exi. Parcela | Hectarea
(gr) Parcela Hectarea (gr) Parcela Hectarea (kg) (kg)
(kg) (kg) (kg) (kg)
Brana 65 85,1 1203,7 15 19,6 277,8 104,7 1481,5
Viella
Moreira 434 568,1 80370 57 74,6 1055,6 642,7 9092,6
Cabana 61 79,8 1129,6 8 10,5 148,1 90,3 1277,8
Vella
Villarino 5 6,5 92,6 0 0,0 0,0 6,5 92,6
Mon. 85 111,3 1574,1 28 36,7 518,5 147,9 2092,6
Hermo
Cerredo 90 117,8 1666,7 44 57,6 814,8 1754 2481,5
Sanguiiales 110 144,0 2037,0 75 98,2 1388.,9 2422 34259
Rio Alba 0 0 0 0 0,0 0,0 0 0
Produccion | 106, 139,1 1967,6 28,4 37,1 525,5 176,2 24931
Media 3
Des. 138, 180,7 2556,8 27,9 36,5 516,3 205,3 2904,7
estandar 1
Error 48,8 63,9 904,0 9,9 12,9 182,6 72,6 1027,0
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Evolucion en la produccion de bellota
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Figura 3.7: Evolucion de la produccion de bellota en kg/parcela.
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Figura 3.8: Diagrama de correlaciones de Pearson. n: pies/parcela; CoordZ: altitud de la parcela (m); Ho: altura
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3.3.6. Analisis de suelos.

Segun valores de pH los suelos sobre los que se sustentan las masas analizadas
son acidos, con valores comprendidos entre los 3,8 de Monasterio de Hermo y los 5,5 de
Cabana Vella (Tabla 3.15). Podrian calificarse como “fuertemente acidos” (Anexo 2:
Tabla 1), lo que podria inducir una posible toxicidad por AI**y exceso de Co, Cu, Fe,
Mn, Zn; deficiencia en Ca, K, N, Mg, Mo, P, S. y una escasa actividad bacteriana.

Los valores de P, Na, Ca y Mn son bajos, mientras que los del K son correctos
(Tabla 3.16, Anexo 2: Tabla 6, Tabla 7, Tabla 8 y Tabla 9). Se considera que el Al
provocaria dafios cuando su contenido en el suelo sea superior a 2 cmol (+)/kg, cuando el
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porcentaje de saturacion de Al en relacion al resto de cationes intercambiables sea
superior al 25 o, cuando la relacion (Ca+Mg+K)/Al < 1 (Casierra-Posada & Agular-
Avendafio, 2007; Rivera et al., 2016). Se puede observar como los valores de Al (Tabla
3.16) se encuentran por debajo del umbral que indica toxicidad, asi como, la relacion
(Cat+Mg+K)/Al es superior a la unidad en todos los casos, por lo que se considera que no
existe un problema de toxicidad provocado por el contenido en aluminio del suelo (Tabla
3.16).

Estos son suelos no salinos, con valores de CE inferiores a 0,35 dS/m (Tabla 3.15,
Anexo 2: Tabla 2). El contenido en materia orgénica (MO) es muy alto, que va desde
9,1% de Cabana Vella al 33,9% de Brafia Vieya (Tabla 3.15, Anexo 2: Tabla 3). El
contenido en carbono organico y nitrégeno estan directamente relacionados con el
contenido en por ello, aquellas parcelas que presentan unos valores mas altos en MO
también los tienen en estos parametros siendo, los valores de N altos en Cabana Vella,
Forcao y Sangunales y, muy altos en el resto de las parcelas (Tabla 3.15, Anexo 2: Tabla
3).

La relacion C/N indica el grado de mineralizacion de la MO y el tipo de humus
que se encuentra presente. Excepto en Brafia Vieya, los valores de esta relacion son altos
(Tabla 3.15, Anexo 2: Tabla 5) por lo que, teniendo en cuenta que cuanto mas bajos son
los valores de esta relacion mejor es la calidad del suelo, Braia Vieya seria la parcela que
tiene un suelo de mayor calidad y humus de tipo mull calcico, siendo moder en el resto.

Excepto Forcao y Sanguiales, que presentan suelos con textura franca o arenosa
franca, en el resto de las parcelas la textura es franco arenoso (Tabla 3.16). En general,
los suelos presentan una baja capacidad de intercambio cationico (Tabla 3.16, Anexo 2:
Tabla 10).

Tabla 3.15: Resultados globales del analisis de suelos. CE: conductividad eléctrica; MO: materia organica; C. organico:
Contenido en Carbono organico; N: contenido en Nitrogeno; C/N: Relacion Carbono/Nitrogeno; PM3: Foésforo
disponible por el método de Mehlich 3.

C
Parcela pH CE MO (%) | organico N (%) C/l\_l PM3
(dS/m) Ratio (mg/kg)
(%)

Braiia Vieya 4,9 0,2 33,9 19,7 2,3 9,1 27,4
Cabana 55 0,0 9,1 5,3 0,3 15,6 34
Vella

Cerredo 3,9 0,2 23,9 13,9 0,7 17,6 17,4
Forcao 4.8 0,0 9,2 5,3 0.4 15,2 5,0
Mon. Hermo 3,8 0,2 25,6 14,9 0,9 15,6 18,0
Moreira 5,0 0,2 20,3 11,8 0,6 16,5 21,2
Pan do Zarco 4.7 0,4 18,9 10,0 0,5 19,7 9.3
Rio del Alba 4,6 0,2 27,8 16,1 1,2 15,6 19,1
Sanguiiales 4,5 0,1 13,0 7,6 0,4 18,9 11,9
Tarna 5,1 0,1 25,5 14,8 0,8 17,7 8.4
Villarino 4,4 0,1 34,7 20,2 1,3 18,4 13,2
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Tabla 3.16: Resultados globales del andlisis de suelos. Ca: Calcio; Mg: Magnesio; K: Potasio; Na: Sodio. Al: Aluminio;
CICE: Capacidad de intercambio cationico.

Ca Mg K Na Al (Ca+M CICE
Parcela (cmol+/ | (cmol+/ | (cmol+/ | (cmol+/ | (cmol+/ +K)/ Alg (cmol+/ | Textura
kg) kg) kg) kg) kg) kg)
Brafia 2,0 13 0,6 0.9 1.4 2.9 6,3 Franco
Vieya arenoso
Cabana 0.9 0.3 02 0.8 1.0 13 32 Franco
Vella arenoso
Cerredo 1.7 1.1 0.6 0.8 1.1 3.0 5.3 Franco
arenoso
Forcao 1,1 0,3 0,2 0,4 1,0 1,5 3,1 Franco
Mon. 15 0.9 0.5 1.4 1.4 2.1 5.7 Franco
Hermo arenoso
Moreira 1,6 0,9 0,5 0.8 12 2.5 5,0 Franco
arenoso
Pan do 1.7 12 0.7 0.8 1.0 3.5 5.5 Franco
Zarco arenoso
Rio del 2.0 13 0.6 0.9 12 3.4 6.1 Franco
Alba arenoso
Sangufia- 1.4 0.8 03 0.6 1.0 2.4 41 Arenoso
les franco
Tarna 3.4 23 0,9 1,0 13 5.0 8,9 Franco
arenoso
Villarino 1.5 0.9 0.6 0.9 13 2.4 53 Franco
arenoso

3.4. DISCUSION.

Se ha realizado un estudio de las poblaciones de roble atlantico localizadas en
varios espacios naturales protegidos a lo largo de la Cordillera Cantédbrica a través del
analisis detallado de la composicién de la vegetacion en 11 parcelas de muestreo, 5
situadas en el PN de Fuentes del Narcea, Degana e Ibias, 3 en el PN de Redes y 3 en la
ZEC Ancares.

Los resultados obtenidos a partir del inventario dasométrico indican que el 72,7%
de las masas podrian considerarse como monoespecificas de Quercus petraea o roble
albar (carbayu montés o carballo albar) ya que, ésta es la Gnica especie presente 0 mas
del 90% de los individuos que la conforman lo son (Madrigal, 1994). Los robledales son
las formaciones arboladas mas caracteristicas de los pisos colino y montano inferior de la
zona hiimeda de la Peninsula Ibérica (Blanco Castro, 1997) por lo que no es inusual que
este tipo de formaciones sean las predominantes en la zona de estudio.

La descripcion del establecimiento y el desarrollo de a la regeneracion es esencial
para conocer los patrones de establecimiento, crecimiento y supervivencia de estos
robledales. En este sentido, el andlisis de las clases diamétricas y su distribucion en el
rodal pueden expresar su potencial de regeneracion (Johnson et al, 2002). Las parcelas de
Moreira, Monasterio de Hermo, Cerredo, Sangufiales y Tarna son las que presentan unos
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valores menores en las clases diamétrica mas baja (CD 10), pudiendo ser este un sintoma
de problemas regenerativos.

La distribucion de frecuencias de las edades de los arboles se utiliza para
diferenciar la tipologia de las masas, masas o rodales con una distribucion regular o bien
rodales irregulares. En este sentido y como una aproximacion a las clases de edad de un
rodal se puede utilizar las distribuciones de frecuencias de las clases de didmetro o la
distribucion diamétrica, ya que en unas condiciones de desarrollo mds o menos normal
estas cambian conforme la masa crece y se desarrolla. Atendiendo a estos valores se puede
indicar como la parcela de Moreira seria la de mayor edad frente a Villarino y Forcao,
que son las parcelas mas jovenes y aglutinan mayor cantidad de pies en las clases
diamétricas inferiores.

También de la clasificacion sociologica de los pies de las diferentes parcelas de
estudio se puede obtener informacidon relevante sobre la estructura de la masa, la
competencia que se establece entre los pies y el estado de desarrollo. Aquellas parcelas
que presentan un alto grado de pies catalogados como sumergidos indican que el grado
de competencia seria elevado, como es el caso de Cabana Vella y Cerredo.

La tecnologia LiDAR se ha convertido en una de las herramientas mas utiles en
el medio forestal debido a lo precisos que pueden llegar a ser sus datos. En este aspecto,
se debe de tener en cuenta que la precision de los datos obtenidos dependera de la
densidad de los puntos de la nube y de la cobertura (Coops et al., 2021). Mediante el uso
de esta tecnologia se ha realizado una zonificacion de 9 de las 11 laderas donde se
encuentran localizas las parcelas de estudio a través de la altura de la vegetacion, asi
como, el porcentaje que ocuparia cada una de las zonas (herbaceo, arbustivo y arbdreo) a
través del CHM. Este mapeo es un factor crucial especialmente relevante en los procesos
ecoldgicos y los servicios que ofrecerian los bosques (Zhou & Li, 2023), siendo esencial
para comprender las funciones de los ecosistemas terrestres (Lang et al., 2023). Los
modelos de cobertura de la vegetacion de alta resolucion son una herramienta 1til en la
determinacion de la heterogeneidad de un habitat (Tuanmu & Jets, 2015; Lang et al.,
2023) estando, este hecho, relacionado con la biodiversidad ya que, habitats diversos
proporcionarian distintos recursos para que un mayor numero de individuos hagan uso de
ellos (Benton et al., 2003).

Uno de los indices mas empleados para determinar el estado de la vegetacion es
el NDVI (Rouse et al., 1973), empleando para su estimacion los valores de reflectancia
del rojo y del infrarrojo cercano (NIR). A pesar de que cada tipo de vegetacion responde
de forma distinta, se cumplen unos pardmetros generales que, observando la firma
espectral de la vegetacion sana se aprecia un contraste muy evidente entre la zona del
infrarrojo cercano y el visible (Chuvieco, 2008). EI NDVI es un indice normalizado cuyos
valores van de +1 a -1; valores por debajo de 0,1 corresponderian a zonas sin vegetacion;
entre 0,2 y 0,5 serian para zonas de pastizal y matorral y, por encima de 0,5 a zonas de
vegetacion densa (Sobrino et al., 2000; Weier & Herring, 2000). En el caso de las masas
de roble estudiadas poseen valores por encima de 0,5, salvo en Pan do Zarco y
Sangunales, que son inferiores. Este hecho podria deberse al estado fenoldgico de la
vegetacion cuando se realizo el vuelo o quizé a alglin tipo de patologia alin sin determinar
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ya que la vegetacion que sufre algln tipo de dafio refleja mas el visible que el NIR, por
lo tanto, los valores del NDVI seran mas proximos a 0 (Weier & Herring, 2000).

El cortejo floristico inventariado es el tipico que acompafia a los robledales
atlanticos, donde 7. scorodinia, M. pratense, A.odoratum y A. nemorosa son utilizadas
como bioindicadoras de una fuerte acidez del suelo sobre el que se sustentan (Diaz
Gonzalez & Fernandez Prieto, 1994; Blanco Castro, 1997; Diaz-Maroto & Vila-Lameiro,
2007 ). En general, salvo el D. filix-mas que es una especie esciofila (crece en condiciones
de sombra), el resto son plantas presentan ciertas adaptaciones a vivir en condiciones
nemorales como, por ejemplo, A. nemorosa, T. scorodonia H. non-scripta o M.
melissophyllum que poseen rizomas donde acumulan sustancias de reserva gracias a las
cuales son capaces de desarrollar la parte aérea antes de la foliacion del estrato arboreo
(Diaz Gonzalez & Fernandez Prieto, 1994). Este cortejo arbustivo se caracteriza por la
tolerancia que presentan las especies a desarrollarse en condiciones nemorales
(umbréfilas) como las que se desarrollan en el interior de los robledales atlanticos.
Especies como F. alnus, S. aucuparia, E. arborea o V. myrtillus indican la presencia de
suelos acidos, utilizandose como bioindicadoras de este pardmetro.

Como se ha mencionado en parrafos anteriores, la especie dominante en las
parcelas de estudio es el Q. petraea, acompanado en algunas de las zonas de otros robles
atlanticos como el Q. robur y/o el Q. pyrenaica. En la zona del PN de Redes los caracteres
botanicos de las muestras tomadas para su identificacion indican, a falta de analisis mas
concretos, que esos ejemplares serian puros mientras que, en el resto de las zonas se
encuentran caracteristicas que indican una posible hibridacién entre las distintas especies
de roble. Esta presunta hibridacion se observa en las zonas que presentan un clima mas
mediterraneo, es decir, aun perteneciendo a la Region Eurosiberiana la influencia
Mediterranea es cada vez mayor debido a las condiciones climaticas actuales. Kremel
(2010) realizé un analisis de como responderian los robles europeos frente al cambio
climatico siendo la hibridacién entre Q. robur y Q. petraea uno de los mecanismos que
facilitarian la supervivencia de las especies en las nuevas areas de distribucion donde se
abocarian a desarrollarse y, quizd sea este el fenomeno que estd desarrollindose en
algunas de las zonas de estudio.

Las especies del género Quercus tienen un rango edafico amplio (Rodriguez-
Campos et al. 2010) cuya caracteristica comun es que son suelos de caracter cido al igual
que lo que indica el analisis de los suelos.

En Gea-Izquierdo et al. (2006) indican que, aunque la produccion de bellota es
variable, ésta estd influenciada de forma negativa con la densidad de la masa. Los
resultados obtenidos en el presente estudio estan de acuerdo con esta afirmacion puesto
que las parcelas con mayor produccion son las que menores densidades presentan. Asi
mismo, los datos obtenidos estan en consonancia con los de Martinik et al. (2013) en
donde indican que la produccion de bellota esta relacionada con el espaciamiento entre
los pies, siendo mayor cuanto mayor es este valor.

Entre los resultados mas significativos de la produccion de bellota es la nula
recoleccion de bellotas en la parcela de Rio del Alba, parcela que visualmente no presenta
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ningln problema fitosanitario. Hay diversos condicionantes de los cuales depende la
produccion de bellota, por un lado, estdn los condicionantes ecologicos y por otro los
propios del individuo, ambos influyen en la floracion y posterior fructificacion. Los
factores ambientales influyen directamente en el proceso de floracion de robles y en el
posterior desarrollo de la bellota (Gea-Izquierdo et al., 2006, Jonson et al., 2009). El estrés
hidrico durante el periodo de floracién, la incidencia de patogenos o predadores influye
negativamente en la produccion de bellota (Koening et al., 2013). Otro aspecto del cual
depende la produccion de bellota es de la veceria que consiste en que la produccion de
semillas no se produce todos los afios, si no de una forma intermitente y periddica, con
ciclos que en la mayor parte de las especies son de 2, 3 6 4 afios (Serrada Hierro, 2011).

La veceria ha sido fendmeno ampliamente estudiada y aun no estan claros los
condicionantes que la desencadenan. Recientemente, Fleurot et al. (2023) realizaron un
estudio de este fendémeno en masas de Q. petraea en Francia durante 8 afos y de ¢l se
extrae que dependiendo de la localizacion de las masas la produccion de semilla se ve
afectada por unos condicionantes u otros. En lugares con un clima mas favorables la
fructificaciéon aumenta al hacerlo el esfuerzo de floracion (ntimero de flores producidas)
mientras que, en climas mas desfavorables ésta depende principalmente del tiempo
primaveral, lo que sugiere que esta especie podria poseer distintas estrategias
dependiendo de las condiciones ambientales (Fleurot et al., 2023). McClory et al (2024)
hacen un estudio de la produccién de bellota en Q. robur en Reino Unido y durante uno
de los afios de muestreo obtienen una produccion baja de forma generalizada, lo que
coincide con el hecho de que este es un fenomeno geograficamente sincronizado en las
especies de roble. Esta afirmacion no concordaria con lo que ocurrio en la parcela de Rio
del Alba ya que, la parcela de Braa Vieya (ambas en el PN Redes) se encuentra en una
localizacion proxima y donde si se constato la produccion de bellota.

3.5. CONCLUSIONES.

En este capitulo se hace un detallado andlisis y caracterizacion de las masas de robles
atlanticos inventariadas, desprendiéndose las siguientes conclusiones:

o Importancia para la conservacion: Los robledales atlanticos, catalogados como
habitats vulnerables en la Lista Roja de Hébitats de la Union Europea, desempeian un
papel fundamental en la biodiversidad. Por ejemplo, para especies consideradas como
paraguas, como el oso pardo cantabrico, cuya proteccion implica la proteccion indirecta
de otras especies con las que comparten su hébitat. Por ello, la implementacion de
medidas de gestion forestal sostenible y la promocion de la restauracion de habitats
degradados son acciones clave para preservar la integridad de estos ecosistemas.

e  Diversidad y singularidad: La singularidad de los robledales atlanticos en la
Peninsula Ibérica se manifiesta en su riqueza bioldgica y en su papel como refugio para
especies endémicas. Por ejemplo, la competencia natural que ejerce el haya (Fagus
sylvatica) sobre los robledales destaca la importancia de comprender las dindmicas de
sucesion ecologica en estos bosques. La conservacion de estos ecosistemas no solo
garantiza la supervivencia de especies emblematicas, sino que también contribuye a
mantener la diversidad genética y la resiliencia frente al proceso de cambio climatico.
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e Regeneracion y desarrollo: El analisis dasométrico revela la presencia de
problemas regenerativos en ciertas parcelas de robledales atlanticos, como la escasez de
individuos jovenes y la falta de diversidad estructural. Por ejemplo, la identificacion de
areas con una baja densidad de arboles jovenes en parcelas como Moreira y Tarna sugiere
la necesidad de implementar estrategias de regeneracion activa, como la promocion de la
dispersion de semillas y la restauracion de areas degradadas. El fomento de la
regeneracion natural y el manejo adaptativo son clave para garantizar la viabilidad a largo
plazo de estos bosques.

e Relacion suelo-vegetacion: El estudio detallado de las caracteristicas edaficas en
las parcelas de estudio resalta la importancia de la interaccion entre el suelo y la
vegetacion en los robledales atlanticos. Por ejemplo, la disponibilidad de nutrientes en el
suelo y su influencia en la produccion de bellotas son aspectos significativos para la
regeneracion y el crecimiento de los robles. El mantenimiento de la calidad del suelo a
través de practicas de manejo sostenible, como la incorporacion de materia organica, es
importante para asegurar la salud y la productividad ecologica de estos ecosistemas
forestales.

o Conservacion y gestion sostenible: La conservacion efectiva de los robledales
atlanticos requiere la implementacion de estrategias de gestion sostenible que aborden
tanto las amenazas antrdpicas como las naturales. Por ejemplo, la promocion de la
diversidad estructural en los bosques, mediante la creacion de claros y la promocion de
la regeneracion natural, puede aumentar la resiliencia de estos ecosistemas frente a
eventos extremos como incendios forestales. Asimismo, la monitorizacion continua de la
salud de los robledales y la evaluacion de su respuesta a los cambios ambientales son
aspectos muy importantes para adaptar las estrategias de conservacion a largo plazo.
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Capitulo 4. Diversidad fiingica de raices y rizosferas de especies de robledal atlantico

4.1. INTRODUCCION.

En el capitulo anterior, se realizaron estudios para analizar detalladamente las
comunidades vegetales que conforman los ecosistemas. La especie principal en estos
ecosistemas es el roble atlantico, que se desarrolla en la zona occidental de la Cordillera
Cantébrica, especificamente en Asturias y Lugo. Una vez que se ha comprendido lo que
crece sobre el suelo, es esencial, para obtener una vision holistica del ecosistema,
discernir qué se desarrolla por debajo de este horizonte.

Las plantas que conforman los ecosistemas interactuan de forma natural con los
organismos que habitan en el suelo que rodea sus sistemas radiculares, una region
conocida como rizosfera. Seglin Ingiehon & Babaloa (2018), la rizosfera es la region del
suelo cercana a las raices de las plantas y alberga una gran diversidad de organismos.
Entre los organismos que se pueden encontrar en la rizosfera, destacan los hongos
micorricicos arbusculares y las rizobacterias. Estos organismos se nutren de las
secreciones de las raices de las plantas, como los mucilagos y los flavonoides, que pueden
influir en su diversidad y funcién. Ademas, estas secreciones pueden aumentar el
potencial de estos organismos para colonizar las raices de las plantas.

Los hongos son uno de los elementos més importantes dentro de la rizosfera de
las plantas. Se estima que 1 g de suelo puede contener unos 100 metros de micelio
(Whitfield, 2017), lo que da una idea de la importancia que estos organismos tienen en
los ecosistemas. La existencia de una gran red miceliar que se desarrolla en el suelo y de
la cual las plantas se benefician ha sido teorizada durante la ultima década. Esta red se
conoce como Wood-wide web o common mycorrhizal network (CMN) (Simard & Drurall,
2004, Simard et al., 2012, Horton, 2015) y generalmente se asocia a hongos micorricicos
(Merkx et al., 2024). En la actualidad hay una gran controversia sobre el grado de
implicacion que tiene esta red en el desarrollo de las comunidades vegetales. Por un lado,
estan las investigaciones basadas en las teorias en las cuales se hace hincapié en la
existencia de dicha red y como esta jugaria un papel importante en desarrollo de los
ecosistemas, como por ejemplo Merkx et al. (2024), Rillig et al. (2024) o Ullah et al.
(2024). Por otro, hay una serie de investigadores que ponen en entredicho el grado
importancia que se le otorga a esta red como Robinson et al. (2023) o Karst et al. (2023).
Karst el a. (2023), aunque reconocen su existencia, indican que una serie de afirmaciones
sobre la CMN tales como, a) es una red extendida por los bosques, b) los recursos se
transfieren a través de la red para favorecer el desarrollo y c) los arboles maduros
favorecen a sus descendientes a través de dicha red, carecen de suficientes argumentos
cientificos solidos que las apoyen o tendrian una explicacion alternativa.

En el presente capitulo se realizara un estudio de las comunidades fungicas que se
encuentran presentes en la rizosfera de robledales atlanticos, tratando de discernir las
especies o grupos de especies que tienen su habitat en estas localizaciones.
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4.2. MATERIAL Y METODOS.
4.2.1. Localizacion de las zonas de estudio.

Se han seleccionado 3 zonas de estudio localizadas en una serie de masas de roble
atlantico emplazadas en espacios naturales protegidos situados a lo largo de la Cordillera
Cantébrica tal y como se muestra en la Figura 4.1.

A

Asturias

Rio del Alba
[ 3

lonasterio de Hermo

Cabanavella

ZEC Ancares [ Limite provingial
PN Redes ® Zona de estudio
PN Fuentes del Narcea, Degafia e |bias Masas de roble atlantico

Figura 4.1: Localizacion de las parcelas de estudio en masas de roble atlantico.

Las parcelas de estudio se seleccionaron ya que las comunidades vegetales
observadas poseen una diversidad alta y reflejan como es el espectro vegetal por encima
del suelo en este tipo de ecosistemas. La parcela de Rio del Alba se selecciond, ademas
de por lo indicado anteriormente, debido a la nula produccion de bellota que se observo
durante el inventario de produccion llevado a cabo. La descripcion pormenorizada de las
zonas seleccionadas se encuentra descrita en el Capitulo 3 de la presente memoria.

4.2.2. Muestreo de los sistemas radicales.

Para estudiar la diversidad fungica de las poblaciones de roble, se realiz6 un
muestreo de los sistemas radicales. Se seleccionaron varios arboles dentro de cada
parcela, basdndose esta seleccion en los pardmetros sociologicos del arbolado. Se eligié
un ejemplar aleatoriamente de cada clase sociologica, resultando en un total de 12
ejemplares analizados (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1: Ejemplares arboreos seleccionados para el estudio de sus sistemas radicales. Cod. Arbol: codigo
identificativo del arbol para los analisis; Didmetro (cm): didmetro normal medido a 1,30 m; Altura (m): altura total en
m; Clase socioldgica: clase sociologica del arbolado segun Serrada Hierro (2011).

Parcela Especie Céd. Arbol Didmetro Altura (m) ?la’s €
(cm) socioldgica
Al 42,3 18,4 Dominante
Cabana Vella (Ql\-/[p;tl)” aeae A2 33,8 16,8 Codominante
att.
Liebl A3 18,8 13,5 Intermedio
A4 11,5 6,3 Sumergido
F1 26,1 17,5 Dominante
Monasterio de Q. petraeae 2 26.5 14,6 Codominante
Hermo (Matt.) -
Liebl F3 32,5 12,9 Intermedio
F4 17,8 12 Sumergido
R1 41,4 24,9 Dominante
Rio del Alba O. petraeae R2 26,7 16,7 Codominante
(Matt.) R3 23,9 16,6 Intermedio
Liebl .
R4 11,9 11,2 Sumergido

Una vez seleccionado el ejemplar, se procedio a la toma de la muestra de la raiz.
Para ello se escogid una raiz principal del arbol, comprobando que efectivamente
pertenecia al arbol que se deseaba analizar. Sabiendo que las micorrizas se encuentran en
las raices laterales, se recorrid la raiz principal hasta llegar su localizacion (Figura 4.2).
Con la ayuda de una tijera de podar se corta una seccion de la raiz variable.

Figura 4.2: Localizacion de muestras en un ejemplar arboreo.

La muestra es introducida en una bolsa Zip de plastico a la cual se le anade un
poco de agua para mantener la humedad. Las muestras tomadas en campo se almacenan
en la camara fria, a una temperatura de 4°C hasta su posterior analisis.
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4.2.3. Descripcion macroscopica y microscopica.

Una vez recolectadas, las muestras se acondicionan para su posterior analisis
macro y microscopico. Este proceso comienza con el lavado de las muestras con agua
corriente para eliminar la tierra adherida. Una vez limpias, las muestras se dividen en sub-
muestras de aproximadamente 10 cm. Cada sub-muestra se coloca en una placa Petri, a
la que se afiade un poco de agua para mantener la humedad. Tras el procesamiento, todo
el material se almacena a 4 °C hasta su analisis.

4.2.4. Ectomicorrizas (EcM).

Tras la recoleccion de las sub-muestras, se llevdo a cabo la caracterizacidon
macroscopica de la diversidad micorricica presente con la ayuda de una lupa Leica EZ
410. Las distintas EcM encontradas se agruparon por morfotipos, utilizando como
referencia las fichas identificativas de Fernandez-Miranda (2014), basadas en la
sistematica empleada por Agerer (1990) y Goodman et al. (1996) (Anexo 3). Para cada
morfotipo, se realizaron mediciones de las distintas partes que conforman una micorriza,
analizando un total de 20 micorrizas por morfotipo (ver Tabla 4.2). Posteriormente, se
recolectd una parte de estas micorrizas en un tubo eppendorf de 1,5 ml con el fijador FAA
(90% etanol, 5% formol y 5% de acido acético) para su posterior analisis microscopico.
Ademas, se recolecto otra serie de puntas (ver Tabla 4.2) en otro tubo eppendorf de 1,5
ml, las cuales fueron congeladas a -80 °C para su uso en los futuros analisis moleculares.

Tabla 4.2: Numero de sistemas utilizados para la descripcion EcM.

Morfotipo N° sistemas
Medicién Histologia Molecular

1 20 10 20
2 20 10 14
3 20 10 20
4 20 10 20
5 20 10 20
6 20 10 18
7 20 10 10
8 20 10 10
9 20 10 20
10 6 ) 7
11 20 10 20

Para la descripcion microscopica de cada morfotipo, se realizaron cortes de entre
10-30 um de espesor con un criostato Leica modelo CM1510-1. Su caracterizacion
histologica se realizdé con la ayuda de fichas descriptivas (Fernandez-Miranda, 2014)
elaboradas basadas en lo indicado por Goodman et al. (1996) e Ingleby et al. (1990)
(Anexo 4).

Posteriormente, los cortes se tifieron con azul de algodon al 0,06% en lactoglicerol
(compuesto por glicerina, 4cido lactico y agua en una proporcion de 1:1:1) sobre un
portaobjetos. De los cortes obtenidos se efectuaron diez medidas del manto para
cuantificar el grosor de este. Los cortes de las raices se estudiaron con microscopio Leica
DM 2000 y camara fotografica Leica DFC295.
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4.2.5. Micorrizas vesiculo arbusculares y otros endoéfitos.

Para cuantificar la presencia o ausencia de endomicorrizas u otros endofitos se
procedi6 a la recoleccion de una serie de pequefias raices que se almacenaron en tubos
eppendorf a los que se les anadi6 previamente fijador FAA (90% etanol, 5% formol y 5%
de acido acético). Para su analisis se siguid el protocolo de clarificacion y tincion
establecido por Phillips y Hayman (1970), ligeramente modificado, que consiste en los
siguientes pasos:

. Lavado inicial, consistente en lavar las raices en abundante agua corriente para
eliminar impurezas.
. Tratamiento con KOH (hidréxido de potasio): colocar las raices en una solucion de

KOH al 10% dentro de una estufa a 100 °C durante 10-15 minutos, para suavizar
los tejidos.

. Lavar nuevamente con agua corriente para eliminar restos de KOH.

. Blanqueo con H202 (peroxido de hidroégeno), en el cual se colocan las raices en una
solucién de H202 al 10% durante 10-15 minutos, con el objetivo de aclarar los
tejidos.

. Tratamiento con HCL (Acido clorhidrico) mediante el cual se colocan las raices en

una solucion HCL 1N durante 10 minutos dentro de una estufa a 100°C para detener
la accion del H20o.

. Decantacion del HCL, sin lavar las raices para no diluir el 4cido.

. Tincion con azul de tripan al 0,05% y colocarlas a 100 °C durante 10 minutos para
tefir las células.

. Eliminacioén del exceso de colorante.

. Lavado final con lactoglicerol para preparalas para la observacion microscopica.

. Montaje de la muestra colocando las raices, lo mas extendidas posibles, en un

portaobjetos al que se le ha afiadido lactoglicerol y cubrirlas con un cubreobjetos.

Una vez que tenemos las raices ya colocadas en el portaobjetos se procedi6 a su
observacion mediante un microscopio Leica DM 2000.

4.2.6. Extraccion de DNA genémico.

Para el estudio de los organismos responsables de las asociaciones endofiticas se
llevé a cabo seleccionado varios trozos de raiz, con una longitud comprendida entre 2 y
4 cm, localizados a lo largo de la muestra del sistema radical del ejemplar a analizar. Estos
fragmentos de raiz, junto con los morfotipos identificados macroscopicamente como EcM
seleccionadas para el estudio genémico (Tabla 4.2), se almacenaron, etiquetados de forma
individual, en tubos eppendorf de 1,5 ml congeladas a -80 °C hasta su posterior analisis.
La homogeneizacion de las muestras se realizdo con la ayuda del homogeneizador
Silamat® S6, extrayéndose el ADN mediante el GeneMATRIX Plant & Fungi DNA
Purification Kit (EURX) siguiendo los protocolos del fabricante.

4.2.7. DNA Metabarcoding.

Una vez obtenidas las muestras de ADN, éstas fueron analizadas siguiendo las
técnicas de DNA Metabarcoding que se describen a continuacion.
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Al igual que en el capitulo 2, para la preparacion de la libreria se amplificé un
segmento de la region ITS1 (Espaciador Transcrito Interno 1), de aproximadamente 280
bp, utilizando las parejas de cebadores ITS1f e ITS2 (Espaciador Transcrito Interno 2),
como se detalla en la Tabla 4.3. Estos cebadores también se incluyeron en la plataforma
de secuenciacion Illumina afiadidos a sus extremos 5.

Tabla 4.3: Cebadores y cebador de bloqueo utilizados en la amplificacion de la region ITS. F indica el cebador fordward
y R el reverse.

Region Cebador Direccion Secuencia (5°-3) Referencia
Gardes &
ITSIf F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Bruns, 1993
ITS -
ITS2 R TCCTCCGCTTATTGATATGC Whllt;;(; al,
Quercus ITS2BP -- ATGCGAGAGCCTAGATATCCGTTGCC --

Para evitar la amplificaciéon del ADN Quercus L. spp., se disefio un cebador de
bloqueo (Quercus_ITS2BP) siguiendo la metodologia de Vestheim y Jarman (2008), que fue
incluido en el protocolo de preparacion de la biblioteca (Tabla 4.3). Para disefar de este
cebador, se utilizdo Geneious 11.1.5 (https://www.geneious.com) (BiomattersLtd), y se
baso en la complementariedad de secuencias de Quercus petraea y Quercus robur L.
(GenBank: FM244132 y FM244246, respectivamente), intentando, al mismo tiempo,
minimizar su complementariedad con las secuencias de hongos endofiticos disponibles
publicamente. Se anadi6 un espaciador C3 CPG al extremo 3' del cebador de bloqueo
para evitar el alargamiento.

En el primer paso de amplificacion, las PCR se llevaron a cabo en un volumen
final de 12,5 pL, que contenia 1,25 pL de ADN molde, 0,5 uM de los cebadores, 10 uM
de los cebadores de bloqueo y 3,13 pL de Supreme NZYTaq 2x Green Master Mix.
(NZYTech) y agua ultrapura hasta 12,5 pL. La mezcla de reaccion se incubd de la
siguiente manera: un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 5 min, seguido de
35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 65 °C durante 45 s, 52,9 °C durante 45 s, 72 °C durante
45 s y un paso final paso de extension a 72 °C durante 7 min.

Salvo en el primer paso de la amplificacion, los siguientes pasos llevados a cabo
en el proceso del DNA Metabarcoding son los descritos en el Capitulo 2. Finalmente, la
asignacion taxonémica se realizé siguiendo el mismo procedimiento descrito en el
Capitulo 2.

4.2.8. Analisis de diversidad.

Los analisis de diversidad llevados a cabo fueron los descritos en el Capitulo 2 de
la presente memoria. En el caso de las EcM también se realiz6 la cuantificacion de la
colonizacién del sistema radical analizado siendo ésta el nimero de puntas observadas
por cm de raiz estudiadas, basandose en Brundrett et al. (1996), asi como la localizacion
de los sistemas EcM observados.
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4.3. RESULTADOS.

Cabe destacar en este punto una peculiaridad extra de la parcela del PN de Redes
(Rio del Alba) con respecto al resto de parcelas analizadas, que no se tuvo en cuenta a la
hora de realizar la seleccion previa de las zonas de muestreo, pero, junto con la nula
produccion de bellota es una caracteristica diferencial con el resto de las parcelas. Cuando
se fue a campo a recoger las muestras de raiz (Marzo de 2022) se observo que desde la
ultima visita (Noviembre de 2021) la parcela habia sufrido un incendio, poco severo, en
el cual la masa no se vio comprometida.

4.3.1. Ectomicorrizas (EcM).
4.3.1.1. Descripcion morfologica, histologica y asignacion taxonomica.

Tras realizar el andlisis, tanto macroscopico como microscopico, de los sistemas
radicales de los doce arboles seleccionados, se diferenciaron un total de 11 morfotipos.
En el conjunto de las extracciones de ADN de los morfotipos se obtuvieron 332 ASVs
(Amplicon Sequence Variant) de los cuales, 163 se asignaron al filo Ascomycota Caval.-
Sm., 143 a Basidiomycota R.T. Moore, 11 a Mucoromycota Doweld, 11 se quedaron
asignados a nivel de reino y 4 a Cryptomycota M.D.M. Jones & T.A. Richards.

A continuacion, se reflejan las caracteristicas de cada de uno de los morfotipos
localizados, asi como, su caracterizacion taxonomica.

Morfotipo 1: EcM no ramificadas, puntas derechas o ligeramente dobladas de
textura lisa y color negro mate. La longitud del sistema y de la punta es de 0,7+0,1 mm,
el ancho de la punta y el de su base es de 0,2+0,01 mm y el ancho del eje mayor es de
0,3+0,01 mm. Ademas, presenta hifas emergentes de color negro (Figura 4.3a). El manto
(red densa alrededor de las raices de las plantas sin penetrar en las células de la planta)
posee un espesor de 26,7+2,4 pum, con una primera capa de pseudoparénquima en
estructura de red seguido de uno irregular. La red de Hartig se extiende hasta la primera
capa de células corticales (Figura 4.3b).

Figura 4.3: Morfotipo 1. a) Aspecto macroscopico; b) Corte histologico tefiido con azul de algodon. RH: Red de Hartig.
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En la muestra de ADN perteneciente a este morfotipo se obtuvieron un total de 71
ASV. 43 pertenecientes al filo Ascomycota, 22 al Basidiomycota, 2 al Cryptomycota, 1
al Mucoromycota y 3 se quedaron asignados a nivel reino. Tras la realizacion de la
asignacion taxondmica el 96,9% de las lecturas se asignaron al filo Ascomycota,
correspondiendo el 87,5% de ellas con Cenococcum geophilum Fr. El restante 2,9% de
las lecturas corresponden a diversos organismos encuadrados dentro del filo
Basidiomycota siendo el orden més comun, Trechisporales K.H. Larss. (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxondémica del morfotipo 1.

Morfotipo 2: EcM no ramificada o monopodial pinnanda. Su forma doblada o
inclinada de color beige, textura aterciopelada y lustre brillante, posee hifas emergentes
(Figura 4.6a). La longitud del sistema y de la punta es de 0,7+0,1 mm, el ancho de la
punta y el de su base es de 0,2+0,01 mm y el ancho del eje mayor es de 0,3+0,01 mm. El
manto presenta un espesor de 13,8+0,4 pm, con una primera capa de pseudoparénquima
en estructura de red seguido de uno irregular. La red de Hartig se extiende hasta la primera
capa de células corticales (Figura 4.6b).
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Figura 4.6: Morfotipo 2. a) Aspecto macroscopico; b) Corte histologico tefiido con azul de algodon. RH: Red de
Hartig.

Tras la secuenciacion de la muestra de ADN perteneciente a este morfotipo se
obtuvieron un total de 72 ASV: 24 pertenecientes al filo Ascomycota, 47 al
Basidiomycota mientras que, 1 se quedo asignados a nivel reino. Después de la asignacion
taxonoémica aproximadamente el 70,7% de las lecturas corresponden a especies del filo
Basidiomycota, siendo el 69,1% pertenecientes a la familia Russulaceae Lotsy,
concretamente a los géneros Lactarius Pers. y Russula Pers. Al filo Ascomycota le
pertenecen el 29,3% de las lecturas totales, donde el 18,5% de las mismas serian de Genea
hispidula Berk. ex Tul. & C. Tul. y, aproximadamente, el 9,3% a especies pertenecientes
al orden Helotiales Nannf. (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxonémica del morfotipo 2.

Morfotipo 3: EcM no ramificada o monopodial pinnada, punta derecha o
ligeramente doblada. Presenta una coloracion grisacea sobre un fondo beige, lustre mate
y textura aterciopelada (Figura 4.8a y b). La longitud del sistema es de 0,9+0,1 mm, la
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longitud de la punta es de 0,7+0,1 mm, ancho de la punta, el ancho del eje mayor y el de
su base es de 0,24+0,01 mm y el ancho del eje mayor es de 0,3+0,01 mm. El manto presenta
un grosor de 27,5+3,7 um, siendo éste bicapa donde la primera de ellas posee una
estructura de prosénquima en red seguida de una capa de pseudoparénquima irregular
(Figura 4.8c). La red de Hartig se extiende hasta la segunda capa de células corticales
(Figura 4.8d).

En la muestra de ADN procesada se obtuvieron un total de 56 ASV: 26
pertenecientes al filo Ascomycota, 26 al Basidiomycota y 4 al Mucoromycota.
Taxondmicamente el 96,2% de las lecturas totales se asignan al filo Basidiomycota,
siendo el 87,02% de las mismas de Tomentella lilacinogrisea Wakef., el 8% del género
Lactarius (Figura 4.9). Un 3,7 % de las lecturas totales pertenecen al filo Ascomycota,
siendo un 2,7% especies del orden Helotiales (Figura 4.9). El filo Mucoromycota
representa el 0,07% de las lecturas (Figura 4.9).

Figura 4.8 Morfotipo 3. a) y b) Aspecto macroscopico; ¢) Corte histologico tefiido con azul de algodon: manto; d). Corte
histoldgico tefiido con azul de algodon: Red de Hartig.
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Figura 4.9: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxonémica del morfotipo 3.

Morfotipo 4: EcM no ramificada, de puntas derechas o dobladas y textura lisa;
color, blanco roto y lustre brillante. La longitud de la punta es de 0,7+0,1 mm y el ancho
0,2+0,01 mm (Figura 4.10a). Se caracteriza por presentar un manto de 15,8+1,3 um
constituido por una sola capa que presenta una estructura de pseudoparénquima en red y
una red de Hartig que se extiende hasta la segunda capa de células corticales (Figura
4.10b).

Figura 4.10: Morfotipo 4. a) Aspecto macroscopico; b) Corte histoldgico tefiido con azul de algodén. RH: Red de Hartig.

En el andlisis de la muestra de ADN de los ejemplares recolectados que
presentaban este morfotipo se obtuvieron 74 ASV, siendo 49 del filo Ascomycota, 22 del
Basidiomycota y 3 del Mucoromycota. En este caso, el 99% de las lecturas corresponden

108



Capitulo 4. Diversidad fiingica de raices y rizosferas de especies de robledal atlantico

al filo Basidiomycota, donde el 98% de las mismas perteneceria a la clase
Agaricomycetes siendo 59,2% asignables al orden Agaricales y el 38,7% al Russulales
(Figura 4.11). El 0,8 % de las lecturas totales se asignan al filo Ascomycota y, en este
caso, el filo Mucoromycota esta representado con el 0,2% de las lecturas totales (Figura
4.11).
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Figura 4.11: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxonémica del Morfotipo 4.

Morfotipo S5: EcM monopodial pinnada no ramificada. De color negro mate y
textura reticulada (Figura 4.12a y b), se caracteriza por poseer hifas emergentes de color
negro. Las puntas dobladas, inclinadas o tortuosas. La longitud del sistema es de 0,8+0,1
mm, longitud de la punta 0,5+0,1 mm, ancho de la punta 0,1+0,01 mm, ancho del eje
mayor y de la base de la punta de 0,2+0,01 mm. Presenta un manto con una estructura de
pseudoparénquima en red con un espesor medio de 40,3t1,9 um (Figura 4.12c),
extendiéndose la Red de Hartig hasta la primera capa de células corticales (Figura 4.12d).

La secuenciacion de la muestra de ADN indic6 la presencia de 57 ASV, de los
cuales, 28 pertenecian al filo Ascomycota, 22 al Basidiomycota, 6 al Mucoromycota y 1
se quedo asignado a nivel reino. Una vez efectuada la asignacion taxondmica se observo
como los 3 filos estan representados, al igual que en el caso anterior, siendo el mas
abundante el Basidiomycota al cual le corresponden el 88% de las lecturas totales, cuya
especie principal seria Russula lepida Fr. Las especies del orden Helotiales serian las
dominantes dentro del filo Ascomycota, con el 11,3% de las lecturas totales; por tltimo,
filo Mucoromycota representa el 0,6% de las lecturas (Figura 4.13).
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Figura 4.12: Morfotipo 5. a) y b) Aspecto macroscopico; ¢) Corte histologico tefiido con azul de algodén: manto; d).

Corte histologico tefiido con azul de algodon.
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Figura 4.13: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxonémica del Morfotipo 5
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Morfotipo 6: EcM monopodial pinnada o no ramificada. Puntas doblada o
tortuosa, de textura aterciopelada y color que varia entre el gris oscuro al negro, con lustre
mate (Figura 4.14a). La longitud del sistema es de 1,8+0,2 mm, longitud de la punta
1,1£0,1 mm, ancho de la punta 0,3+0,01 mm, ancho del eje mayor 03+0,02 mm y de la
base de la punta de 0,2+0,01 mm. Presenta un manto con una estructura de prosénquima
deshilachado con un espesor medio de 20,2+2 um, extendiéndose la Red de Hartig hasta
la primera capa de células corticales (Figura 4.14b).

Figura 4.14: Morfotipo 6. a) Aspecto macroscopico; b) Corte histologico tefiido con azul de algodon. RH: Red de
Harting.

En la muestra de ADN perteneciente a este morfotipo se obtuvieron un total de 20
ASV. 13 pertenecientes al filo Ascomycota, 6 al Basidiomycota y 1 al Mucoromycota.
Tras la realizacion de la asignacion taxonomica, el 98,8% de las lecturas corresponden al
filo Basidiomycota, donde solo estd presente Tomentella coerulea Hohn. & Litsch.,
mientras que, 1,1% pertenecen a diversas especies del filo Ascomycota y el 0,2% al
Mucoromycota (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxonémica del morfotipo 6.
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Morfotipo 7: EcM monopodial pinnada o no ramificada. De puntas dobladas o
inclinadas. Suelen presentar una textura reticulada-algodonosa de color crudo sobre fondo
negro; en ocasiones, presentan una parte de la punta de color negro y textura reticulada.
El lustre tiende a ser mate (Figura 4.16a). La longitud del sistema es de 0,9+0,2 mm,
longitud de la punta 0,7+0,1 mm, el ancho de la punta, ancho del eje mayor y de la base
de la punta de 0,2+0,01 mm. Presenta un manto con una estructura de pseudoparénquima
en red con un espesor medio de 40,3+1,9 um. En los cortes histoldgicos realizados a este
morfotipo no se ha apreciado Red de Hartig (Figura 4.16).

Figura 4.16: Morfotipo 7. a) Aspecto macroscopico; b) Corte histoldgico tefiido con azul de algodon.

Se han obtenido un total de 60 ASV tras la secuenciacion de la muestra de ADN,
perteneciendo 23 pertenecientes al filo Ascomycota, 31 al Basidiomycota, 2 al
Cryptomycota, 3 al Mucoromycota y 1 se quedd asignado a nivel reino.
Taxondémicamente, el 88,2% de las lecturas totales se encuadran dentro del filo
Basidiomycota, representando, casi en su totalidad por Melanogaster ambiguus (Vittad.)
Tul. & C. Tul. (Figura 4.17); el filo Ascomycota, esta representado en el 11,4% de las
lecturas, siendo el orden Helotiales el que posee un mayor peso (Figura 4.17). El filo
Mucoromycota aglutina al 0,3% de las lecturas (Figura 4.17).
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Figura 4.17:Distribucion de lecturas tras la asignacion taxondémica del morfotipo 7.

Morfotipo 8: EcM no ramificada, de puntas tortuosas y textura reticulada. Posee
un color marron claro, con la punta negruzca y lustre brillante (Figura 4.18a). La longitud
de la punta y del sistema es de 0,9+0,1 mm, y el ancho de la punta, ancho del eje mayor
y de la base de la punta es de 0,24+0,01 mm. Presenta un manto de pseudoparénquima en
estructura de red con un espesor medio de 9,6+0,8 um, extendiéndose la Red de Hartig
hasta la primera capa de células corticales (Figura 4.18b).

Figura 4.18: Morfotipo 8. a) Aspecto macroscépico; b) Corte histologico tefiido con azul de algodon. RH: Red de
Hartig,

En la muestra de ADN procesada se obtuvieron un total de 67 ASV: 36
pertenecientes al filo Ascomycota, 29 al Basidiomycota y 2 se quedaron asignados a nivel

113



Capitulo 4: Diversidad fiingica de raices y rizosferas de especies de robledal atlantico

de reino. Taxondmicamente el 65,4% de las lecturas corresponden a miembros del filo
Basidiomycota, siendo el orden Trechisporales el mas representativo (Figura 4.19). El
restante 35,6% se atribuyen Ascomycota, donde domina el orden Helotiales; por ultimo,
Mucoromycota el 0,01% de las lecturas (Figura 4.19).
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Figura 4.19: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxondmica del morfotipo 8.

Morfotipo 9: EcM irregulares o no ramificadas, de puntas tortuosas y textura
algodonosa. Presentan un color blanco mate (Figura 4.20a). La longitud del sistema y de
la punta de 1,4+0,2 mm, y el ancho de la punta, ancho del eje mayor y de la base de la
punta es de 0,2+0,01 mm. Presenta un manto bi-estratificado con una primera capa de
prosénquima en estructura de red y otra de pseudoparénquima en estructura de red, con
un espesor medio de 8,6+0,4 um, pudiendo llegar la Red de Hartig hasta la segunda capa
de células corticales (Figura 4.20b).

Figura 4.20: Morfotipo 9. a) Aspecto macroscopico; b) Corte histologico tefiido con azul de algodon. RH: Red de
Hartig.

Tras la secuenciacion del ADN de este morfotipo se obtuvieron 28 ASV: 12
pertenecientes al filo Ascomycota, 15 al Basidiomycota y 1 al Mucoromycota. Una vez
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realizada la asignacion taxondmica, el 99,1 % de las lecturas pertenecen al filo
Basidiomycota, siendo el género Cortinarius (Pers.) Gray, el dominante (Figura 4.21). El
filo Ascomycota estaria representado por un 0,9% de las lecturas totales y el Mucormycota
por el 0,01% (Figura 4.21).
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Figura 4.21: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxonomica del morfotipo 9.

Morfotipo 10: EcM monopodial piramidal o no ramificadas. Puntas dobladas o
inclinadas, de color gris, ligeramente brillante, y textura aterciopelada (Figura 4.22a). La
longitud del sistema es de 1,8+0,2 mm, longitud de la punta 1,4+0,2 mm, ancho de la
punta, del eje mayor y de la base de la punta de 0,4+0,03 mm. Presenta un manto de
pseudoparénquima en estructura de red con un espesor medio de 24,5+1,2 pm,
extendiéndose la Red de Hartig hasta la segunda capa de células corticales (Figura 4.22b).

Figura 4.22: Morfotipo 10. a) Aspecto macroscopico; b) Corte histoldgico tefiido con azul de algodon. RH: Red de
Hartig.
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Una vez analizada la muestra de ADN se obtuvieron 46 ASV de los cuales, 31
pertenecen al filo Ascomycota, 13 al Basidiomycota, 1 al Mucoromycota y 1 se quedo
nivel de reino. Taxondmicamente, el 75,2% de las lecturas totales se asignaron al filo
Ascomycota, siendo orden Helotiales es el mas comun (Figura 4.23). El filo
Basidiomycota acogeria el restante 24,8% de las lecturas, donde el orden Russulales
Kreisel ex P.M. Kirk, P.F. Cannon & J.C. David, seria el dominante (Figura 4.23). El
0,02% de las lecturas corresponden con el filo Mucoromycota (Figura 4.23).
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Figura 4.23: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxonémica del morfotipo 10.

Morfotipo 11: EcM monopodial pinnada o no ramificada. Puntas tortuosas con
estructura reticulada, color marrén oscuro y lustre mate (Figura 4.24a). La longitud del
sistema es de 0,94+0,1 mm, longitud de la punta 0,9+0,1 mm, el ancho de la punta, ancho
del eje mayor y de la base de la punta de 0,1+0,04 mm. Presenta un manto con una
estructura de pseudoparénquima en red con un espesor medio de 26,7+2,4um, no
observandose Red de Hartig en los cortes histologicos (Figura 4.24b).
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Figura 4.24: Morfotipo 11. a) Aspecto macroscopico; b) Corte histologico tefiido con azul de algodon (mato e hifas).

En el analisis de la muestra de ADN de los ejemplares recolectados que
presentaban este morfotipo se obtuvieron 61 ASV, siendo 51 del filo Ascomycota, 8 del
Basidiomycota y 2 se quedaron asignados a nivel de reino. E1 79,6% de las lecturas totales
obtenidas se asignan al filo Basidiomycota, siendo la tnica especie presente Luellia
recondita (H.S. Jacks.) K.H. Larss. & Hjortstam (Figura 4.25). El filo Ascomycota acoge
al 19,8% de lecturas donde, el orden Helotiales es el mas representativo (Figura 4.25).
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Figura 4.25: Distribucion de lecturas tras la asignacion taxondmica del morfotipo 11.

4.3.1.2. Analisis de la diversidad y distribucion.

Una vez realizados los analisis de los sistemas radicales recolectados y, tal como
se puede observar en la Tabla 4.4, los menores valores en cuanto a colonizacion se dan
en los ejemplares localizados en la parcela de Rio del Alba, asi como, la menor
variabilidad de sistemas. De forma global, la parcela de Monasterio de Hermo es la que
presenta unos valores mas altos (Tabla 4.4).
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Tabla 4.4: Colonizacion y variabilidad EcM en los sistemas radicales de estudio. Cod. Arbol: codigo identificativo del
arbol para los analisis; Clase: clase socioldgica del arbolado segun Serrada Hierro (2011); Colonizacion: Numero de
puntas/centimetro de raiz muestreada: Variabilidad: Expresa los distintos morfotipos identificados en el conjunto de
las muestras en la parcela.

Parcela Cod. Arbol Clase Colonizacion Variabilidad
Al Dominante 3,6 6
A2 Codominante 2.4 5
Cabana Vella -
A3 Intermedio 5.8 8
A4 Sumegido 1,4 4
F1 Dominante 5,4 9
Mon. Hermo F2 Codominante 3,2 3
F3 Intermedio 4,5 7
F4 Sumegido 4,3 7
R1 Dominante 0,4 4
Rio del Alba R2 Codominante 0,6 3
R3 Intermedio 0,3 3
R4 Sumegido 2,6 5

La distribucion de los morfotipos encontrados se describe en la tabla 4.5. Los
morfotipos 1,2 y 3 se observaron en todos los sistemas radicales estudiados. El morfotipo
4 no se observo en los pies codominantes y en la parcela de Rio del Alba tampoco en el
dominante. El morfotipo 5 se localiz6 en el conjunto de ejemplares de Rio del Alba y
Monasterio de Hermo pero solo en el intermedio de Cabana Vella. El morfotipo 6 estaba
presente en Cabana Vella y en Monasterio de Hermo salvo en el codominante. El
morfotipo 7 solo se vio en el ejemplar intermedio de la parcela de Cabana Vella. Los
morfotipos 8 y 9 se localizaron en las mismas parcelas, Monasterio de Hermo y Cabana
Vella. Los morfotipos 10 y 11 se observaron solo en Monasterio de Hermo.

Tabla 4.5: Localizacién de los morfotipos observados. Cod. Arbol: codigo identificativo del arbol para los analisis
EcM: morfotipo.

, EcM
Parcela Cad. Arbol

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11
Al si si si si si | no | no| no | no| no | no
Cabana Vella A2 si si si no si no | no | no | no | no | no
A3 si si si si si no | no | no | no | no | no
A4 si si si no si no | no | no | no | no | no
Fl1 si si si si si si | no | no | si si | no
Mon. Hermo F2 si si si no si no | no | no | no | no | no
F3 si si si si si si | no | si si si si
F4 si si si si si si | no | no | si | no| si
R1 si si si si si si si si si | no | no
) R2 si | si | si | si | no | si [ no | no | no | no | no

Rio del Alba : ; ; - B 3
R3 S1 si si no no si no si si no no
R4 si si si si | no| si | no| si si | no | no
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4.3.2. Histologia.

En las clarificaciones y tinciones de los segmentos de raiz analizados se
observaron varias estructuras compatibles con infecciones fungicas en el conjunto de las
parcelas analizadas. En todas ellas se observaron hifas septadas (Figura 4.26a), endofitos
septados oscuros (Figura 4.26b y c), vesiculas de almacenamiento (Figura 4.26d) y un
tipo de infeccion sin determinar, pero perteneciente a un hongo ya que, el tinte utilizado
es especifico para este tipo de organismos (Figura 4.26¢).

Figura 4.26: a) Hifas septadas; b) Endofitos septados oscuros (DSE); ¢) DSE, la flecha indica la infeccion desconocida
y d) Vesiculas.

4.3.3. Diversidad fungica obtenida a través de los analisis de ADN.
4.3.3.1. Caracterizacion taxonomica.

Poblacion global.

En el conjunto de las extracciones de ADN, de los segmentos de raiz, se han
obtenido un total de 1.043 ASVs de los cuales, 659 se asignaron al filo Ascomycota, 280
a Basidiomycota, 46 a Mucoromycota, 42 se quedaron asignados a nivel de reino, 12 a
Cryptomycota M.D.M. Jones & T.A. Richards, 2 a Zygomycota Moreau, 1 a
Chytridiomycota Dowel y 1 a Glomeromycota C. Walker & A. Schii3ler, obteniéndose
un total de 4.401.585 lecturas. La distribucion de los ASVs se encuentra reflejada en la
Tabla 4.6.
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Tabla 4.6: Distribucion de los ASV en el conjunto de las masas y en cada una de las poblaciones.

Filo PN Fuentes!' PN Redes ZEC Ancares Total
Ascomycota 289 249 338 659
Basidiomycota 118 74 149 280
Chytridiomycota -- -- 1 1
Cryptomycota 12 3 1 12
Glomeromycota 1 -- -- 1
Mucoromycota 23 27 15 46
Zygomycota -- -- 2 1
Sin Asignar (Reino) 22 13 17 42
Total ASVs 465 366 523 1043

'PN Fuentes: PN Fuentes del Narcea, Degafia e Ibias.

Como resultado de esta asignacion se ha constatado la presencia, de un total de
298 especies, 249 géneros, 141 familias, 69 6rdenes, 20 clases pertenecientes a los filos
mencionados anteriormente. Estos resultados indican una rica composicion de hongos en
las raices y rizosfera de los robles analizados, lo que sugiere una interaccion muy diversa
y compleja entre los hongos y las plantas hospedantes en el ecosistema estudiado.

En la Figura 4.27 se muestra la distribucion del nimero de lecturas del conjunto
de las parcelas analizadas, observandola se puede indicar que el filo Ascomycota es el
dominante, seguido por Basidiomycota y Mucoromycota, suponiendo los 3 el 99,6% de
las lecturas. Las especies con mayor representacion son Rhizodermea veluwensis Verkley
& J.D. Zijlstra (14,7%), seguida de Lachnum pygmaeum (Fr.) Bres. (5,1%) y de
Rhizoscyphus monotropae (Kernan & Finocchio) W.Y. Zhuang (4,3%); siendo, a su vez,
los géneros de estas especies, los principales. En cuanto a las familias, las tres mas
comunes son Nectriaceae Tul. & C. Tul. (15,8%), Dermateaceae Fr. (14,9%) e
Hyaloscyphaceae Nannf. (12,2%). En el caso de los 6rdenes, aquellos en los cuales se
encuentran presentes las familias mas representativas son a la vez los mas comunes, éstos
son Helotiales (49,8%) e Hypocreales Lindau. (16,1%), completando el grupo, Russulales
(7,3%). Como cabria esperar, las clases donde se engloban estos 6rdenes son, a su vez,
las mas representativas siendo éstas Leotiomycetes O.E. Erikss. & Winka (51%),
Sordariomycetes O.E. Erikss. & Winka (19,6%) y Agaricomycetes Doweld (12,7%).

En el Anexo 5 se indica el nimero de lecturas en cada una de las parcelas de
estudio y los graficos de distribucion de las lecturas de los principales filos.
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Figura 4.27: Distribucion de las lecturas efectuadas durante la asignacion taxondmica en el conjunto de las parcelas
analizadas.

PN Fuentes del Narcea, Degaiia e Ibias (PN Fuentes): Monasterio de Hermo.

En los andlisis de DNA pertenecientes a los ejemplares seleccionados en la parcela
se han obtenido un total de 465 ASV difrententes de los cuales, 289 pertenecen al filo
Ascomycota, 118 a Basidiomycota, 23 a Mucoromycota, 12 a Cryptomycota, 1 a
Glomeromycota y 22 se quedaron asignados a nivel de reino. La distribucion de éstos
ASV se encuentra reflejada en Tabla 4.7

Tabla 4.7: Distribucion de los ASVs en los arboles analizados en el PN Fuentes y en la parcela.

Dominante | Codominante | Intermedio Sumergido Parcela

Ascomycota 113 121 145 103 289
Basidiomycota 18 38 54 41 118
Cryptomycota - 2 11 1 12
Glomeromycota - - 1 - 1
Mucoromycota 8 9 11 11 23
Sin Asignar

(Reino) 5 6 11 6 22
Total 144 176 233 162 465

Se han identificado un total de total de 137 especies, 129 géneros, 85 familias, 49
ordenes, 15 clases y 5 filos en la poblacion del PN de Fuentes, donde, como se puede
apreciar en la Figura 4.28, los filos Ascomycota (89,3%), Basidiomycota (9,8%) y
Mucoromycota (0,3%), por este orden, son los mas representativos aglutinando el 99,5%
de las lecturas. Globalmente, las especies dominantes son las mismas que las indicadas
en el apartado anterior, pero en distinto orden, siendo la primera L. pygmeum (12,3%).,
seguida de R. monotropae (10,3%) y R. veluwensis (10%). Lachnum Retz.(23,1%),
Rhizoscyphus W.Y. Zhuang & Korf (10,3%) y Rhizodermea Verkley & J.D. Zijlstra
(10%) son los principales géneros. Lachnaceae Raitv. (23,2%), Hyaloscyphaceae (20%)
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y Nectriaceae (15,6%) serian las familias con mayor representacion. Claramente, el orden
Helotiales (64,7%) es el dominante, seguido de Hypocreales (15,8%) y Chaetothyriales
M.E. Barr (2,8%). Las clases donde se ubican estos ordenes, Leotiomycetes (64,7%),
Sordariomycetes O.E. Erikss. & Winka (17,1%) y Agaricomycetes (7,5%) son a su vez

las mas comunes.
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Figura 4.28: Distribucion de las lecturas efectuadas durante la asignacion taxondmica en la parcela del PN Fuentes.

En la Tabla 4.8 se indican los niveles taxonémicos principales de cada uno de los
arboles que se analizaron en la parcela y, como se puede observar, existen algunas
diferencias entre estos. Por ejemplo, a nivel de filo en el arbol intermedio aparece el
Cryptomycota como componente terciario en lugar de Mucormycota, o en la clase, donde
Sordariomycetes es la principal del arbol codominante en lugar de Leotiomycetes, que lo
es en el resto. Ocurre lo mismo a nivel de orden, siendo Helotiales el principal salvo en
el arbol codominante que es Hypocreales. En cuanto a las familias, aparece Nectriaceae
en el arbol codominante y Gloniaceae E. Boehm, C.L. Schoch & Spatafora en el
intermedio. Oidiodendron Robak. sp. ¢ Hyaloscypha Boud. sp., solo estan presentes (entre
los componentes principales) en el codominante e intermedio respectivamente. En cuanto
a las especies, en el arbol dominante aparecen Lactifluus vellereus (Fr.) Kuntze e
Hyaloscypha hepaticicola (Grelet & Croz.) Baral, Huhtinen & J.R. De Sloover,
Oidiodendron majus G.L. Barron en el codominante y C. geophilum en el intermedio.

122




Capitulo 4. Diversidad fiingica de raices y rizosferas de especies de robledal atlantico

Tabla 4.8. Componentes principales de cada uno de los niveles taxondémicos en los ejemplares analizados en el PN
Fuentes (parcela de Monasterio de Hermo). Los valores entre paréntesis indican el porcentaje con respecto al total de
las lecturas del arbol. Comp.: Componente; Prin.: principal; Sec.: Secundario; Terc.: terciario.

Nivel Comp Clase sociolégica
. Dominante Codominante Intermedio Sumergido
. Ascomycota Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Prin. | 299 (96,7) (81,6) (89,3)
Filo Sec. gazl)dlomycota Basidiomycota (3) ga6s19d)10mycota ﬁaomfd)lomycota
Terc Mucoromycota Mucoromycota Cryptomycota Mucoromycota
~ 10,5 0,2) 0.9) (0,3)
Prin Leotiomycetes Sordariomycetes Leotiomycetes Leotiomycetes
) (83) (53) (62,6) (83,1)
Clase Sec Agaricomycetes Leotiomycetes Agaricomycetes Agaricomycetes
O] (40.8) 11.2) 9.9
Terc Dothideomycetes | Agaricomycetes Dothideomycetes | Eurotiomycetes
- 1@23) (2,6) 10.2) (CXD)
Prin. | Helotiales (83) gyzp;);reales Helotiales (62,4) | Helotiales (83,1)
Orden | Sec. | Russulales(47) | Helotiales (40.8) ?;[%t)ﬂm‘dlales (Tsrezc)h“porales
Chaetothyriales Chaetothyriales Chaetothyriales
Terc. Russulales (1,9
(1.7) ) e (3.2)
Prin. Lachnaceae (42,3) | Nectriacee (52,3) g‘}éaé(;scyphaceae Lachnaceae (36,9)
Familia | Sec. ](Dle;rrél)ateaceae Lachnaceae (21,8) z)leingl)ateaceae E};aé())scyphaceae
Terc. | Mollisaceae (13,5) E%aéc))scyphaceae Gloniaceae (7,5) Mollisaceae (14,4)
Prin. Lachnum (42,3) Lachnum (21,7) 1(’?2h6zz6o)scy phus Lachnum (36,9)
. Rhioodermea Rhioodermea Rhioodermea ..
Género | Sec. (19,6) (4.6) (11,5) Mollisia (12,7)
Terc. | Mollisia (13,5) )O idiodendron (2.8 Hyaloscypha (7,8) §)h izoscyphus (11,
Prin. R. ‘ L. R. monotropae L.
veluwensis (19,6) | pygmaeum (21,4) | (26,6) pygmaeum (31,5)
. R. R. R. monotropae
Especie | Sec. L. vellereus (4,7) veluwensis (4,6) veluwensis (11,7) | (11,2)
H . C. geophilum R.
Terc. hepaticicola (1,8) 0. majus (2,7) (7,5) veluwensis (4,3)

PN de Redes: Rio del Alba

En los andlisis de DNA pertenecientes a los ejemplares seleccionados en la parcela
del PN de Redes se han obtenido un total de 366 ASV difrententes de los cuales, 249
pertenecen al filo Ascomycota, 74 a Basidiomycota, 2 a Mucoromycota, 3 a
Cryptomycota, y 13 se quedaron asignados a nivel de reino, cuya distribucion se indica
en la Tabla 4.9.
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Tabla 4.9: Distribucion de los ASVs en los arboles analizados en el PN de Redes y en la poblacion.

Dominante Codominante Intermedio Sumergido Parcela

Ascomycota 111 128 194 25 249
Basidiomycota 29 36 29 8 74
Cryptomycota 2 3 1 -- 3
Mucoromycota 18 10 8 12 27
Sin Asignar

(Reino) > > / B 13
Total 165 182 149 45 366

En la poblacion del PN de Redes se ha determinado la presencia, de un total de
122 especies, 119 géneros, 75 familias, 45 6rdenes, 15 clases y 4 filos. En la Figura 4.29,
donde se visualiza la asignacion taxondmica de las lecturas correspondientes a la parcela,
se observa como las especies con mayor representacion son R. veluwensis (7,2%), seguida
de Phacidium mollerianum (Thiim.) Crous (3,6%) y de Chaetosphaeria vermicularioides
(Sacc. & Roum.) W. Gams & Hol.-Jech. (3,4%). Cabria esperar que los géneros de estas
especies fuesen los tres principales, sin embargo, éstos son Rhizodermea (7,2%),
Lachnum (4,4%) y Chaetosphaeria Tul. & C. Tul. (4,02%). En cuanto a las familias, las
tres méas comunes son Nectriaceae (17,3%), Hyaloscyphaceae (10,5%) y Dermateaceae
Fr. (7,5%). En el caso de los 6rdenes, aquellos en los cuales se encuentran presentes las
familias més representativas son a la vez los mas comunes, éstos son Helotiales (33,1%)
e Hypocreales (17,8%), completando el grupo, Russulales (4,5%). Las clases donde se
engloban estos 6rdenes son, a su vez, las mas representativas siendo éstas Leotiomycetes
(37%), Sordariomycetes (29,1%) y Agaricomycetes (5,1%). El filo Ascomycota, con
73,2% de las lecturas es el principal, seguido de Basidiomycota, con el 24,4% y
Mucoromycota, con el 2,3%.

nd | g
Lachnum virgineum 'ZIIE;W
o

|
siS |
garmea Ve
Rhizo

Figura 4.29:Distribucion de las lecturas efectuadas durante la asignacion taxonomica en la parcela del PN Redes.

Al igual que en el caso anterior, se ha realizado un resumen de los componentes
principales de cada uno de los niveles taxonémicos en los arboles analizados, recogido
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en la Tabla 4.10. En cuanto a nivel de filo y clase, los componentes son similares variando
su posicion, es decir, su porcentaje. Cabe mencionar la aparicion de la clase
Dothideomycetes O.E. Erikss. & Winka solo (entre los componentes principales) del
arbol dominante. A nivel de orden, solo Helotiales estad presente en los 4 arboles
analizados siendo el resto de los componentes diverso similar a lo que ocurre en el resto
de los niveles donde existe bastante diversidad entre los distintos arboles. Cabe mencionar
que, a nivel de especie, solo R. veluwensis esta entre los componentes principales de los
pies seleccionados.

Tabla 4.10: Componentes principales de cada uno de los niveles taxonomicos en los ejemplares analizados en el PN
Redes (parcela de Rio del Alba). Los valores entre paréntesis indican el porcentaje con respecto al total de las lecturas
del arbol. Comp.: Componente; Prin.: principal; Sec.: Secundario; Terc.: terciario.

(2.8)

. Comp Clase sociolégica
Nivel
. Dominante Codominante Intermedio Sumergido
. Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Prin. (72.4) (57.8) (59.4) Ascomycota (94)
Filo Sec Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota
~1(203) (40.7) (38) (5.5
Terc Mucoromycota Mucoromycota Mucoromycota Mucoromycota
AN (1.5) (2,0) 0.4)
Prin Leotiomycetes Leotiomycetes Leotiomycetes Sordariomycetes
- 1(293) (39.4)) (54.9) (56.9)
Clase Sec Sordariomycetes Sordariomycetes Agaricomycetes Leotiomycetes
) (23,7) 12,1 (17.,5) (35,1)
Terc Dothideomycetes | Agaricomycetes Sordariomycetes Agaricomycetes
~ [ do.n (5.6) (4.3) (4.3)
Prin. Helotiales (29,1) Helotiales (39,1) Helotiales (53) Hypocreales (51)
Oorden | SeC fgle;;’SporaleS gf‘g;“phae“ales Russulales (17.4) | Helotiales (24.4)
Mortierellales Mortierellales -
Terc. 7.1) Russulales (5,3) (2.6) Phacidiales (10,7)
. Hyaloscyphaceae | Dermateaceae .
Prin. Lachnaceae (12,3) 21.2) (20.9) Nectriaceae (50,6)
Familia | Sec Dermateaceae Chaetosphaeriacea | Russulaceae Phacidiaceae
~ | (8.5) e (9.5) (17.4) (10.7)
Terc Melanommatacea Russulaceae (5.3) Mortierellaceae Dermateaceae
~ le(6A ’ (2,0) 0.2)
. Chaetosphaeria Rhizodermea -
Prin. Lachnum (42,8) (9.5) (20.9) Phacidium (10,6)
Género | Sec. thzo)odermea Russula (5,2) Lactarius (17,4) Rhizodermea (9,2)
Terc. ggo)trzchocladmm Rhizodermea (2,8) | Mortierella (2,6) Lachnum (5,7)
R Chaetosphaeria R, veluwensis Phacidium
Prin. vé luwensis (1,2) vermicularioides (2'0 9) mollerianum
’ (8,2) ’ (10,7)
Especie Pleotrichocladium g Lactarius R. veluwensis
Sec. opacum (6,4) R. densifolia (4,9) rostratus (17,4) 9,2
Terc. | L. virgineum (4,1) R. veluwensis Leotia atrovirens L. virgineum (3)

1.8)
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ZEC Ancares: Cabana Vella

En los andlisis de DNA pertenecientes a los ejemplares seleccionados en la parcela
de la ZEC Ancares se han obtenido un total de 523 ASV difrententes de los cuales, 338
pertenecen al filo Ascomycota, 149 a Basidiomycota, 15 a Mucoromycota, 2 a
Zygomycota 1 a Chytridiomycota, 1 a Cryptomycota, y 17 se quedaron asignados a nivel
de reino. La distribucion de éstos se indica en la Tabla 4.11.

Tabla 4.11: Distribucion de los ASVs en los arboles analizados en la ZEC Ancares y en la poblacion

Dominante | Codominante | Intermedio Sumergido Poblacion

Ascomycota 124 125 158 111 338
Basidiomycota 50 46 75 32 149
Chrytridiomycota - - 1 - 1
Cryptomycota - - 1 - 1
Mucoromycota 4 2 11 6 15
Zygomycota - 2 11 - 2

Sin Asignar

(Reino) 5 8 0 3 17
Total 183 183 257 152 523

En el conjunto de los sistemas radicales analizados se identificaron 165 especies,
152 géneros, 103 familias, 52 o6rdenes, 16 clases y 6 filos, siendo el 99,5% de las lecturas
correspondientes a los filos Ascomycota (73,3%), Basidiomycota (25,8%) vy
Mucoromycota (0,4%). Globalmente, tal y como refleja la Figura 4.30, las especies
principales son R. veluwensis (25,6%), Lactarius camphoratus (Bull.) Fr. (8,3%) y O.
majus (3,5%); siendo, los principales, géneros Rhizodermea (25,6%), Lactarius (8,5%) y
Russula (6%). Dermateaceae (25,8%), Nectriaceae (15%) y Russulaceae (14,5%) serian
las familias con mayor representacion. Claramente, el orden Helotiales (44,9%) es el
dominante, seguido de Hypocreales (15,3%) y Russulales (14,6%). Las clases donde se
ubican estos oOrdenes, Leotiomycetes (45,6%), Agaricomycetes (24,1%) y
Sordariomycetes (15,6%), son a su vez las mas comunes
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Rhizodermea veluwensis  26%

Mucoromycota  0.5% .
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Figura 4.30: Distribucion de las lecturas efectuadas durante la asignacion taxondmica en la parcela de la ZEC Ancares.

Seglin lo indicado en la Tabla 4.12 existe una cierta homogeneidad, en cuanto a
los componentes principales, a nivel de filo y clase en los pies seleccionados de Cabana
Vella, destacando la presencia de Zygomycota en arbol codominante. Helotiales y
Russulales son los principales 6rdenes del conjunto siendo, Russulaceae la tnica familia
que se encuentra presente, entre las principales, en todos los sistemas radicales analizados.
Se podria indicar que, salvo en el sumergido que es L. camphoratus, R. veluwensis es la
especie principal en todos los arboles analizados siendo sus acompafiantes variados.
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Tabla 4.12: Componentes principales de cada uno de los niveles taxonomicos en los ejemplares analizados en el PN
Redes (parcela de Rio del Alba). Los valores entre paréntesis indican el porcentaje con respecto al total de las lecturas
del arbol. Comp.: Componente; Prin.: principal; Sec.: Secundario; Terc.: terciario.

Nivel Comp Clase sociolégica
. Dominante Codominante Intermedio Sumergido
. Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Prin. (67.5) Ascomycota (81) (77.3) (67.7)
Filo Sec Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota
~ 133,60 (18,2) (21.2) (37.7)
Terc Mucoromycota Zygomycota Mucoromycota Mucoromycota
~ 104 (0,6) Q) (0.5)
Prin Leotiomycetes Leotiomycetes Leotiomycetes Leotiomycetes
) (48,4) (37,3) (59,9) (36,2)
Clase Sec Agaricomycetes Sordariomycetes Agaricomycetes Agaricomycetes
~ 1 GBLY) (33.3) (20.2) (3L.5)
Terc Dothideomycetes | Agaricomycetes Dothideomycetes | Sordariomycetes
~ 1 (133) (5.5) (6.8) (25)
Prin. Helotiales (48,3) Helotiales (35,8) Helotiales (59,7) Helotiales (35,8)
Hypocreales
Orden Sec. Russulales (13,5) (33.1) Russulales (15,2) | Russulales (27,6)
Terc Botryosphaeriales | Trechisporales Chaetothyriales Hypocreales
- 172 (1.2) (6.3) (24.6)
. Russulaceae . Dermateaceae Russulaceae
Prin. (13.5) Nectriaceae (33) (39.8) (27.6)
- Dermateaceae Russulaceae .
Familia | Sec. (8.5) Russulaceae (7) (14.7) Nectriaceae (25,4)
Terc Botryosphaeriacea | Hydnodontaceae Myxotrichaceae Hyaloscyphaceae
~le(@2) (6,9) (2,0) (13.4)
Prin. Rhioodermea (30) i@zhzlz%dermea Rhizodermea (8,6) | Lactarius (26,4)
Género | Sec. (B;Og)yOSp haeria Luellia (6,9) Russula (10,7) Rhizodermea (5)
Terc. | Lactarius (7) Russula (5,2) (08wéz)odendron Hyaloscypha (3,9)
Prin R. R. veluwensis R. veluwensis L. camphoratus
) veluwensis (30,1) | (22,7) (39,8) (26,4)
Especie | Sec Botryosphaeria Luellia recondita 0. majus (8,5) R. veluwensis (5)
P ) stevensii (7,2) (6,9) ey ’ )
L. camphoratus Phoma herbarum | C. geophilum .
Terc. O. majus (3,6
0 @.5) (48) yus 3.9
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Resumen de la asignacidn taxonomica.

En el conjunto de las parcelas analizadas se identifico la presencia, en menor o
mayor grado, de un total de 298 especies, 249 géneros, 141 familias, 69 6rdenes, 20 clases
pertenecientes a 7 filos siendo, la parcela que presenta unos mayores valores en cada uno
de los niveles taxondmicos, Cabana Vella (ZEC Ancares) y, la menor, Rio del Alba (PN
Redes) (Figura 4.31).

100%
90% o
7
0% 69 141 241 298
70%
S 60% ) - -
E s0% 103 152 165
T 40%
= 15 45
£ 30% 4 75 119 e
S 20%
2 10% 5 15 49 85 129 137
C0%
Filo Clase Orden Familia Género Especie

PN Fuentes PN Redes ZEC Ancares Global

Figura 4.31: Resumen de la asignacion taxonomica.

En la Tabla 13 se muestra un resumen de la asignacion taxondmica en funcion a
los ejemplares analizados, indicandose entre paréntesis los valores Uinicos para ese taxon
que solo aparecen en el pie estudiado siendo, en el caso de Cabana Vella y Monasterio de
Hermo, los arboles socioldgicamente clasificados como intermedios los que poseen un
mayor numero de taxones propios y, en Rio del Alba, el codominante.

Tabla 13: Resumen de la asignacion taxonémica de los ejemplares analizados en las parcelas seleccionadas (el valor
entre paréntesis indica los valores inicos de esa categoria para esa especie en esa localizacion). Cod. Arbol: codigo
identificativo del arbol para los analisis.

Localizacion Acr(;i'l Filo Clase Orden Familia Género Especie
Cabana Al 3(0) 11 (0) 28 (5) 50 (9) 54 (14) 56 (19)
Vella A2 4(1) 12 (1) 30 (3) 54 (12) 73 (25) 64 (25)
(ZEC A3 5(2) 12 (2) 40 (12) 66 (19) 84 (32) 92 (43)
Ancares) A4 3 (0) 112) 28 (3) 50 (10) | 63(18) | 56(21)
F1 3(0) 9 (0) 28 (3) 38 (5) 51 (7) 46 (12)
Mon. Hermo F2 4(0) 10 (0) 27(2) 40 (7) 55 (14) 55 (18)
(PN Fuentes) F3 5(1) 13 (1) 36 (7) 59 (19) 76 (24) 78 (33)
F4 4 (0) 13 (1) 33 (2) 44 (7) 68 (21) 61 (20)
R1 4 (0) 12 (0) 32 (3) 46 (7) 64 (19) 63 (26)
Rio del Alba R2 3(0) 14(2) 34 (6) 49 (11) 63 (24) 64 (31)
(PN Redes) R3 3 (0) 9 (0) 16 (0) 20 (2) 22 (3) 20 (5)
R4 4(0) 11 (0) 31 (3) 49 (11) 64 (21) | 48(16)
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4.3.3.2. Analisis de diversidad.

A nivel poblacional, se puede observar como el Indice de Shannon alcanza su
punto maximo a nivel de familia en las 3 zonas analizadas, disminuyendo para género y
especie (Figura 4.32a). Salvo a nivel de filo, en las poblaciones los valores son normales,
encontrandose entre 1,5 y 3,5, excepto en clase y orden en ZEC Ancares donde se
encuentran por debajo de este rango (Figura 4.32a).

En términos generales, el Indice de Pielou, con la excepcion del nivel de filo,
fluctia entre 0,4 y 0,6. Esta oscilacion sugiere una dominancia relativa de ciertas especies
o grupos de especies sobre otros. Es mas, existe una probabilidad considerable de que
algunas especies o grupos sean mas abundantes que otros. Esta probabilidad se
incrementa a medida que el valor del indice disminuye (Figura 4.32b).

Segun los datos del Indice de Simpson, se observa que las poblaciones del Parque
Natural de Fuentes y Redes exhiben una alta diversidad, con valores superiores a 0,7. Sin
embargo, a nivel de filo, la diversidad es s6lo moderada. En la Zona Especial de
Conservacion (ZEC) Ancares, la diversidad también es alta en general, pero se vuelve
moderada para los niveles de filo y clase (Figura 4.32c). Esto sugiere una variedad
significativa de especies en estas areas, aunque con algunas limitaciones a nivel de filo y
clase

Sﬂ b Clase

1.0

Especie Orden

0.0 Género Familia

Filo Clase Orden Familia Género Especie

PN Redes PN Fuentes ZEC Ancares PN Redes PN Fuentes ZEC Ancares

Clase

C 1.0
0.5
Especie Orden
0.0
Género Familia
PN Redes PN Fuentes ZEC Ancares

Figura 4.32: Diversidad alfa en la poblacién. a) Indice de Shannon; b) indice de Pielou; ¢) Indice de Simpson

Teniendo en cuenta los valores de los 3 indices, en términos generales, se podria
indicar que la poblacion del PN de Fuentes presenta unos valores de diversidad moderada-
alta, donde no existe dominancia de unas pocas especies o grupos existiendo una cierta
equitatividad en la distribucion de sus miembros. El PN Redes presenta unos valores de
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diversidad similares al caso anterior y, donde sus miembros se encuentran bien
distribuidos, aunque puede existir un cierto de dominancia. La ZEC Ancares, aunque
presenta unos valores de diversidad ligeramente inferiores a nivel de clase y orden, sigue
el paton establecido en el resto de las poblaciones analizadas.

A continuacion, se realizara un breve analisis de como es esta diversidad teniendo
en cuanta los arboles seleccionados para hacer el estudio de la diversidad fungica.

PN Fuentes del Narcea, Degafa e Ibias: Monasterio de Hermo.

Teniendo en cuenta los valores de los 3 indices se podria indicar que, en el
conjunto de los arboles analizados, a nivel de familia, género y especie, los valores de
diversidad son normales (Figura 4.33a) donde las especies o grupos de especies se
encuentran distribuidos de forma, mads o menos, equitativa (Figura 4.33b) y la
probabilidad de seleccionar de forma consecutiva, al azar, dos veces el mismo ejemplar
es baja (Figura 4.33c). En el resto de los niveles la diversidad disminuye ligeramente
manteniéndose similar la equitatividad y distribucion. En cuanto a los ejemplares,
dependiendo del nivel taxonémico y del indice de estudio los valores varian de unos
ejemplares a otros, siendo, el arbol intermedio, el que tiene una mayor diversidad en todos
los niveles analizados (Figura 4.33a), presentando una poblacion (fingica) bien
distribuida (Figura 4.33¢c) donde no existe dominancia (Figura 4.33b).

3, Filo
ﬁ b 10
2.5
Especie o Clase
2.0 4
L5 0,0
1.0 )
Género Orden
0.5
0.0 [ | Familia
Filo Clase Orden Familia Género Especie . .
=== Dominante Codominante Intermedio
m Dominante Codominante ®Intermedio ™ Sumergido MPN Fuentes Sumergido PN Fuentes
Filo
C 1,0
Especie 0,5 Clase
>
0,0
Género Orden
Familia
= Dominante Codominante Intermedio
Sumergido PN Fuentes

Figura 4.33. Diversidad alfa en Monasterio de Hermo: a) Indice de Shannon; b) Indice de Pielou; ¢) Indice de Simpson
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PN Redes: Rio del Alba.

En la parcela de Rio del Alba en el conjunto de los pies, salvo a nivel de filo, que
es menor de 1, en el resto de los niveles taxondmicos la diversidad oscila entre 1,1 y 2,2
siendo esta moderada-baja (Figura 4.34a), donde las especies o grupos de especies se
encuentran bien distribuidos (Figura 4.34c) pero existiendo un cierto grado de dominancia
(Figura 4.34b). El arbol dominante es el que presenta una mayor diversidad en su
comunidad fungica en todos los niveles taxonémicos, estando ésta bien distribuida, con
una cierta prevalencia de unas especies o grupos frente a otros (Figura 4.34). Al contrario
que en el caso anterior, en la parcela de Rio del Alba es el arbol intermedio el que presenta
unos valores de diversidad menores (Figura 4.34).

3,0 Filo
a b 10

Especie 0,52 Clase
2,0

15 0,0
1,0
Género Orden

0,5

0,0 Familia

Filo Clase Orden Familia Género Especie -~ :
P Dominante Codominante Intermedio

Dominante Codominante Intermedio Sumergido PN Redes Sumergido PN Redes

Filo
1,0
Especie 0,5 Clase
0,0

Género Orden

Familia

Dominante Codominante Intermedio
Sumergido PN Redes

Figura 4.34: Diversidad alfa en Rio del Alba: a) Indice de Shannon; b) indice de Pielou; ¢) indice de Simpson.

ZEC Ancares: Cabana Vella.

Seglin los resultados mostrados en la Figura 4.35 se podria indicar que, en el
conjunto de los arboles analizados, a nivel de familia, género y especie, los valores de
diversidad son normales (Figura 4.35a) donde las especies o grupos de especies se
encuentran bien distribuidos (Figura 4.35c), pero con una cierta dominancia de unas
especies o grupos de especies frente a otros (Figura 4.35b). En el resto de los niveles, la
diversidad disminuye ligeramente manteniéndose similar la equitatividad y distribucion,
salvo para filo donde la distribucion y equitatividad se comportan de forma inversa. En
cuanto a los ejemplares no existen diferencias significativas entre ellos, siendo, el arbol
dominante, el que tiene una mayor diversidad en todos los niveles analizados (Figura
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4.35a), presentando una poblacion bien distribuida (Figura 4.35¢) donde existiria
dominancia de unas especies o grupos frente a otros (Figura 4.35b).

3,0

Filo
a b 1.0
25
20 Especie N Clase
15 \ |
1,0 ||
Género 2 Orden
0,5 I I
0,0 Familia
Filo Clase Orden Familia Género Especie
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8 —Sumergido ZEC Ancares

Especie Clase
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=== Dominante Codominante e[ ntermedio

e S umergido ZEC Ancares

Figura 4.35. Diversidad alfa en Cabana Vella. a) Indice de Shannon; b) indice de Pielou; ¢) Indice de Simpson.

4.4. DISCUSION.

El analisis de los sistemas radicales de las poblaciones de roble Atlantico
seleccionadas han permitido conocer la diversidad del ecosistema fungico asociado a los
mismos, mostrando un complejo sistema de organismos que tienen como habitat comin
la rizosfera de los ejemplares estudiados.

Se han muestreado aproximadamente 28,4 m de raiz, observandose 8076 EcM,
entre las cuales se diferenciaron 11 morfotipos atendiendo a sus caracteres
macroscopicos. Estos resultados en niimero de morfotipos son inferiores a los obtenidos
por Milovi¢ et al. (2023) que identificaron 26 morfotipos en masas de Q. petraea en
Serbia, sin embargo, se debe tener en cuenta que la diversidad de EcM depende tanto de
factores biodticos como de abiodticos (Rinaldi et al., 2008), estando las comunidades
fingicas del suelo intensamente influenciadas por diversos fatores entre ellos, clima,
parametros edaficos, vegetacion o biogeografia, entre otros (Wang et al., 2023).

Los estudios llevados a cabo en la determinacion de los organismos responsables
de las asociaciones EcM reflejan una coexistencia, en la misma punta, de diversas
especies de hongos. Generalmente, el hongo EcM principal, aquel responsable de la
formacion del manto y la Red de Hartig, pertenece al filo Basidiomycota salvo, en el caso
del morfotipo 1 cuyo responsable es C. geophilum, y estd acompafiado de un grupo, mas
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o menos numeroso, de hongos pertenecientes, principalmente, al filo Ascomycota. En
algunas ocasiones también del Cryptomycota y Mucoromycota.

Cenoccum Moug. & Fr., Cortinarius (Pers.) Gray, Inocybe (Fr.) Fr., Lactarius,
Melanogaster Corda., Russula 'y Tomentella Pers. ex Pat. son los principales géneros de
hongos formadores de EcM en los morfotipos analizados. Como acompafiantes se suelen
encontrar otros hongos EcM en menor proporcidon como, por ejemplo, Amanita Pers. sp.,
Elaphomyces T. Ness. sp., Genea Vittad. sp. o Pachyphlodes Zobel sp. Junto con estos
géneros, en una misma punta, se encuentran organismos pertenecientes al orden
Helotiales, tales como O. majus o R. veluwensis, o al Chaetothyriales, como
Cladophialophora chaetospira (Grove) Crous & Arzanlou. Los resultados obtenidos son
coincidentes con los reflejados en Tedersoo et al. (2009) o Pellitier & Zak (2021), que
reflejan dicha coexistencia, donde en un mismo sistema micorricico se encuentra el hongo
EcM junto con un cortejo de otros organismos fingicos entre los que se encuentran otros
hongos EcM, endofitos, saprofitos o patogenos. En Pellitier & Zak (2021) se indica que
“la coexistencia de multiples especies fungicas dentro de una misma punta de raiz pone
de manifiesto la complejidad de las interacciones subterraneas en los ecosistemas y la
importancia de comprender la dindmica de estas comunidades fungicas para la salud de
las plantas y el funcionamiento de los ecosistemas ™.

Los resultados del estudio de la diversidad fingica de los sistemas radicales
efectuados a través del andlisis del material genético obtenido de segmentos de raiz
muestran una amplia diversidad de organismos que habitan dentro o sobre la superficie
de raiz, entre los que se encuentran hongos EcM, endofitos, parasitos, saprofitos o
levaduras. Identificandose un total de 298 especies, valor superior al de Halmschlager &
Kowalski (2004) en masas de Q. robur'y Q. petraea (126 especies), Kwasna & Szewczyk
(2016) en Q. robur (41 especies) o Jankowiak et al. (2022) también en Q. robur (111
especies).

En cuanto a las parcelas analizadas, la localizada en el PN de Redes es la que
presenta unos menores valores en cada nivel taxonomico (Figura 4.30) y también se
detectd una menor variabilidad de morfotipos (Tabla 4.4). Esta parcela presenta dos
signos diferenciales: la ausencia de produccion de fruto en el periodo otonal previo a la
recoleccion de las muestras (Marzo) y el haber sufrido un incendio. Corcobado et al.
(2014) es su estudio sobre Q. ilex L. encontraron que una mayor abundancia de EcM en
arboles sanos que en afectados por un patdégeno, de la misma manera Bzdyk et al. (2019)
observaron un bajo grado de colonizacién de EcM en masas Q. robur con patologias,
mostrando, estos dos estudios, que existiria una relacion entre el estado sanitario de la
masa y el grado de colonizacion. Dove & Hart (2017) en su metaanalisis del efecto del
fuego en los hongos (comunidades fingicas saprofiticas y micorricicas) concluyen que el
fuego reduce la riqueza de especies y la colonizacidén micorricica in situ. Estos resultados
coinciden con los de Pérez-Izquierdo et al. (2020) donde, los autores observaron una
menor abundancia de especies fungicas en zonas quemadas. En ambas circunstancias, la
existencia de alguna patologia en la masa aun sin detectar y los efectos adversos del fuego
pueden ser los motivos por los cuales esta parcela presenta una menor presencia de
especies fungicas.
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El orden Helotiales (Ascomycota, Leotiomycetes) es, sin lugar a duda, el mas
representativo, siendo el dominante en el conjunto de las poblaciones estudiadas. Este
orden es uno de los principales ordenes dentro del filo Ascomycota, en la actualidad
cuenta con mas de 8.400 especies reconocidas (Catalogue of life, 2024), entre ellas
patogenos, saprofitos, endofitos, micorricicos ericoides (ErM) y EcM (Vrélstad et al.,
2002). Estos resultados son coincidentes con los de Halmschlager & Kowalski (2004), en
masas de Q. robur y Q. petraea, y Toju et al. (2013), en ecosistemas dominados por
Quercus spp., mientras que, Voriskova et al. (2014), en su estudio en suelos de masas de
Q. petraea, encontraron a este orden el segundo en importancia tras Agaricales Underw.
(Basidiomycota). Bruyant et al. (2024) indican que en este orden jugaria un papel
fundamental en la nutricion de las plantas en ausencia de simbiosis vesiculo arbuscular,
lo que podria ocurrir en caso de los robles que no presenten asociaciones con hongos
Glomeromycota.

Rhizodermea veluwensis, Lachnum pygmaeumy Rhizoscyphus monotropae son
las especies mas comunes, todos pertenecientes al orden Helotiales. En el conjunto de las
poblaciones estudiadas, la especie principal es R. veluwensis cominmente asociado a
miembros de la familia Ericaceae (hongos ErM) (Verkley et al., 2010) sin embargo, se
encuentra presente formando asociaciones otros grupos, entre ellos, las fagaceas
(Nakamura et al., 2018). L. pygmaeum y R. monotropae, al igual que R. veluwemsis se
asocian a ericaceas (Fehrer et al., 2019, Lou et al., 2022) sin embargo, cada vez es mas
comun encontrar hongos ErM en asociaciones con diversas especies que no pertenecen a
la familia Ericaceae, entre ellas Q. ilex (Bernego et al., 2000).

Lactarius, Russsula (ambos del filo Basidiomycota) y Cenoccocum (Ascomycota)
son los principales géneros EcM, es decir, aquellos que acumulan un mayor niimero de
lecturas en el conjunto de las 3 poblaciones seleccionadas. Como se menciona en un
parrafo superior, estos géneros son los hongos formadores principales de alguno de los
morfotipos analizados. Estudios llevados a cabo en poblaciones de Q. robur y/o petraea,
como Courty et al. (2008), Suz et al. (2014), Barsoum et al. (2021) o Milovi¢ et al. (2023),
revelan un cortejo de hongos EcM similar al identificado en las parcelas de los espacios
naturales de estudio.

Como no se han esterilizado las muestras antes de proceder a su analisis molecular
no podemos discernir si la presencia de hongos saprofitos, como por ejemplo Luellia
recondita (Basidiomycota), se encuentran en la parte exterior o bien en la interna de la
raiz. Si bien hay algunos saprofitos que pueden asociarse simbidticamente con orquideas
(Martos et al., 2009), raramente ocurre con especies arboreas (Smith et al., 2017). En este
caso, no se podria establecer la funcién que desempefian estos organismos en los sistemas
analizados. Hibbet et al. (2000) indican que “/la evolucion de los hongos EcM implica
complejas interacciones entre hongos y plantas, con transiciones entre estilos de vida
simbioticos y saprotroficos que dan forma a la diversidad y dindmica de estas
asociaciones mutualistas en ecosistemas terrestres”.

Mucoromycota es el tercer filo en importancia en el conjunto de las extracciones
realizadas, siendo los géneros mas representativos Mortierella Coem. y Linnemannia
Vandepol & Bonito. Ambos géneros fueron identificados por Diez-Hermano et al. (2024)
en su estudio en sistemas radicales de varias especies de Quercus sp. sanas y con alguna
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patologia, sin embargo, Linnemannia solo fue aislada en Q. suber con patologias. En
nuestro estudio este género estd representado en todas las localizaciones analizadas, sin
embargo, es en la parcela del PN de Redes donde tiene un mayor peso (aproximadamente
el 0,3% de las lecturas totales), parcela que, como se menciono previamente, podria tener
algin tipo de patologia aun sin detectar y sufrio un incendio. Generalmente, los
Mortierellales Caval.-Sm., donde pertenecen Mortierella y Linnemannia, son
considerados saprofitos (Bonfante & Venice, 2020), sin embargo, hay varios estudios que
demuestran como especies del género Mortierella aisladas como endofitos de diversas
especies donde favoren su crecimiento (Liao et al., 2019, Ozimek & Hanaka, 2020).

El resto de los filos, Cryptomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota y
Zygomycota, también aparecen en nuestro estudio, aunque con menor peso que los
descritos anteriormente. Los miembros del filo Cryptomycota habitualmente se aislan en
suelos (Tedersoo et al., 2017). Tanto Chytridiomycota como Glomeromycota y
Zygomycota se aislaron formando parte de la rizosfera de especies de roble (He et al.,
2016) por lo tanto, no seria inusual la presencia de estos filos en las zonas de estudio.

Algunos de los hongos EcM identificados, a efectos de este estudio, podriamos
considerar que son generalistas ya que se identificaron en todos los ejemplares analizados,
como es el caso de C. geophilum o T. lilacinogrisea, pudiendo, estos hongos, formar parte
de una red micorricica propia entre los distintos individuos de roble. Como se indic6 en
parrafos superiores, las principales especies de hongos identificadas se consideran ErtM
aislandose, cada vez mas comunmente, en otras especies que no forman parte de las
ericaceas. En el caso de la parcela de Rio del Alba, en el inventario floristico se detectaron
ericaceas en la parcela de estudio (Daboecia cantabrica (Huds.) K. Koch y Vaccinium
myrtillus L.) 1o que podria ser un indicativo de la existencia de una CMN, entre estas
especies y el roble, que interconectaria ambos grupos de especies mediante la cual se
realizaria una transferencia azicares y otros nutrientes. Serian necesarios mas estudios
para confirmar estos hechos.

4.5. CONCLUSIONES.

Se ha realizado el andlisis de la comunidad fungica asociada a los sistemas
radicales de Q. petraea pertenecientes a masas naturales que se localizan en varios
espacios naturales protegidos a lo largo de la Cordillera Cantdbrica. Dicho analisis
consistio en determinar, por un lado, los organismos fingicos de responsables de las EcM
observadas y por otro, la diversidad global a partir de extracciones de ADN de varios
segmentos de raiz. Este analisis es un elemento indispensable para conocer las complejas
interacciones entre los distintos elementos que conforman el ecosistema del robledal
atlantico.

A continuacion, se detallan las principales conclusiones obtenidas de este estudio:

e  Morfotipos: Se han identificado 11 morfotipos diferentes, presentando, todos, un
manto bien desarrollado, no observandose Red de Hartig en los cortes histologicos
realizados en 2. En los analisis moleculares realizados con las muestras de estos 11
morfotipos se han obtenido 332 ASVs, de los cuales, 163 se asignaron al filo Ascomycota,
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143 a Basidiomycota, 11 a Mucoromycota, 11 se quedaron asignados a nivel de reino y 4
a Cryptomycota. Cenoccum, Cortinarius, Inocybe, Lactarius, Melanogaster, Russula y
Tomentella son los principales géneros de hongos formadores de EcM en los morfotipos
analizados y junto con el un diverso de hongos que reflejan coexistencia, donde en un
mismo sistema micorricico se encuentra el hongo EcM junto con un cortejo de otros
organismos fingicos entre los que se encuentran otros hongos EcM, endofitos, saprofitos
0 patogenos.

o  Diversidad taxonomica: A través de las extracciones de ADN de los segmentos
de raiz se obtuvieron 1.043 ASVs, de los cuales, 659 se asignaron al filo Ascomycota,
280 a Basidiomycota, 46 a Mucoromycota, 42 se quedaron asignados a nivel de reino, 12
a Cryptomycota, 2 a Zygomycota, 1 a Chytridiomycota y 1 a Glomeromycota. Como
resultado de la asignacidon taxonomica de las secuencias obtenidas se identificaron 298
especies, 249 géneros, 141 familias, 69 ordenes, 20 clases y 7 filos donde, los elementos
con mayor numero de lecturas es cada uno de los niveles son R. veluwensis (especie),
Rhizodermea sp. (género), Nectriaceae (familia), Helotiales (orden), Leotiomycetes
(clase), Ascomycota (filo).

e Identificacion de hongos ectomicorricicos generalistas: como Cenoccum
geophilum y Tomentella lilacinogrisea, que se encontraron en todos los ejemplares
analizados, sugiere la existencia de una red micorricica interconectada entre los
individuos de roble. Estos hongos generalistas podrian desempefiar un papel relevante en
la transferencia de nutrientes y la comunicacion subterranea entre los distintos arboles de
robledal atlantico. Ademas, la presencia de especies de hongos ErM que se asocian cada
vez mas comunmente con especies no pertenecientes a las ericaceas plantea interrogantes
sobre la posible existencia de una red micorricica comin que conecta diferentes grupos
de especies vegetales en estos ecosistemas.

e Riqueza taxonomica: Los valores de diversidad taxondémica indicaron unos
valores similares en las parcelas de Cabana Vella y Monasterio de Hermo mientras que,
en la parcela de Rio de Alba fueron sensiblemente inferiores, debido, este hecho,
probablemente a la existencia de unos condicionantes diferenciales de esta parcela frente
a las otras.

e [Indices de Diversidad: Los indices de diversidad alfa (a) proporcionaron valores
detallados sobre la diversidad fungica en las parcelas estudiadas, mostrando una
comunidad que posee una diversidad moderada con una distribucion de las especies que
no es completamente equitativa, pero tampoco estd dominada por unas pocas especies o
grupos de especies.

El estudio detallado de la diversidad fungica de raices y rizosfera de especies de
robledal atlantico presentado en este trabajo sienta una base solida y necesaria para
futuros trabajos de investigacion en este campo. La amplia variedad de organismos
fingicos identificados, incluyendo hongos EcM generalistas y especialistas, endofitos,
saprofitos y patdgenos, proporciona una vision integral de las interacciones subterraneas
en estos ecosistemas. Esta informacion detallada no solo enriquece nuestra comprension
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de la ecologia micorricica en los robledales atlanticos, sino que también abre nuevas
puertas para investigaciones adicionales sobre la conectividad entre especies vegetales,
la transferencia de nutrientes y la salud de los bosques. Por lo tanto, este estudio se
posiciona como una referencia imprescindible y un punto de partida fundamental para
futuros estudios que profundicen en la complejidad de las relaciones fungicas en los
ecosistemas de robledal atlantico, contribuyendo al avance del conocimiento cientifico y
a la conservacion de estos valiosos ecosistemas forestales.
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Conclusiones

CONCLUSIONES.

En la presente tesis doctoral se ha realizado un minucioso estudio de la comunidad
fungica que habita en raices y rizosferas de diversas especies de ecosistemas Cantabricos.
Utilizando técnicas moleculares se han realizado analisis taxonOmicos precisos,
revelandose una gran diversidad de la comunidad flngica, la estructura de las
comunidades y las diferencias taxonomicas, indicando variaciones especificas en la
composicion de especies fungicas entre los distintos hospedantes. A continuacion, se
detallan las principales conclusiones obtenidas de este estudio:

e Ladiversidad taxondmica en las comunidades fungicas de las especies estudiadas
reveld la presencia de diversos filos, clases, ordenes, familias, géneros y especies. En
ambas comunidades dominan los miembros del filo Ascomycota, seguidos de
Basidiomycota y, en el caso de las poblaciones de pastizal alpino, los
Glomeromycota, mientras que en los robledales serian los Mucoromycota.

e En el conjunto de las poblaciones se ha observado como en las zonas de muestreo
que se sustentan sobre suelos acidos, las comunidades fingicas dominantes pertenecen al
orden Helotiales (Leotiomycetes, Ascomycota) mientras que, en las zonas basicas domina
el orden Pleosporales (Dothideomycetes, Ascomycota).

e Se ha constatado la presencia en las raices y rizosfera de las especies analizadas
de miembros de los mismos géneros, tales como Lachnum spp. o Entoloma spp., lo que
indica la capacidad que tienen estos organismos de desarrollarse en diversos habitats,
proporcionandoles una ventaja evolutiva significativa, ya que les permite colonizar
diversos territorios y sobrevivir en condiciones cambiantes.

e En los pastizales alpinos, se ha observado que los factores ambientales influyen
en la composicion de la comunidad fungica asociada a especies especificas, tomando
como ejemplo a Thymus praecox. Los especimenes recolectados en la localizacion de los
Picos de Europa muestran una mayor diversidad fingica en comparacion con los de San
Emiliano, presentando ademds comunidades fungicas asociadas significativamente
diferentes entre ambas localidades.

e Se hallevado a cabo un analisis de la comunidad fingica asociada a los sistemas
radicales de Quercus petraea pertenecientes a masas naturales, constandose que, en un
mismo sistema micorricico, se encuentra el hongo ectomicorricico (EcM) principal junto
con un conjunto de otros organismos fingicos, entre los que se incluyen otros hongos
EcM, endofitos, saprofitos y patdgenos.

e Se ha observado como los factores ambientales e intrinsecos de las masas
forestales influyen en la composicion de la comunidad fingica asociada a las raices y la
rizosfera de los robledales. En la parcela localizada en el Parque Natural de Redes, se
presenta una riqueza y diversidad fungica inferior en comparacioén con el resto de las
parcelas analizadas. Esta menor diversidad puede atribuirse a las caracteristicas
diferenciales de dicha parcela, como la posible existencia de una patologia aun no
identificada y el haber sufrido un incendio de baja intensidad.
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Tabla 1: Distribucion de las lecturas segtin filo en la localizacion de Picos de Europa.

Anexo 1

A.cantabrica | A. vulneraria | C. sempervirens T. praecox Global
Ascomycota 526168 280921 284607 518483 1610179
Basidiomycota 176122 49225 306086 174495 705928
Chytridiomycota 130 0 0 51 181
Cryptomycota 1397 33 1252 412 3094
Fungi (Reino) 1389 267 3632 3260 8548
Glomeromycota 13106 8570 1090 30055 52821
Mucoromycota 9448 1087 5099 1129 16763
Zoopagomycota 13 0 13 0 26
Total 727773 340103 601779 727885 2397540
Tabla 2: Distribucion de las lecturas segtn filo en la localizacion de San Emiliano.

A.duriaei T. praecox L. caespitosa Global
Ascomycota 550791 416692 522077 1489560
Basidiomycota 44756 124820 42289 211865
Chytridiomycota 2480 0 2750 5230
Cryptomycota 729 55 21 805
Entorrhizomycota 0 11 0 11
Fungi (Reino) 18495 80455 4676 103626
Glomeromycota 264 0 49284 49548
Mucoromycota 24433 6248 7114 37795
Total 641948 628281 628211 1898440
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Figura 1: Distribucion de lecturas del filo Ascomycota en la poblacion de Picos de Europa.
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Figura 3: Distribucion de lecturas del filo Ascomycota en la poblacion de San Emiliano.
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Figura 2: Distribucion de lecturas del filo Basidiomycota en la poblacion de Picos de Europa.
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Figura 4: Distribucion de lecturas del filo Basidiomycota en la poblacion de San Emiliano.
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Figura 5: Distribucion de lecturas del filo Glomeromycota en la poblacion de Picos de Europa.
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Figura 6: Distribucion de lecturas del filo Glomeromycota en la poblacion de San Emiliano.
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Figura 7: Distribucién de lecturas del filo Mucoromycota en la poblacion de Picos de Europa.
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Figura 8: Distribucion de lecturas del filo Mucoromycota en la poblacion de San Emiliano.
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Tabla 1: Valores del pH y sus efectos.

Anexo 2

pH Evaluacion Efectos en el intervalo
<4.,5 Extremadamente acido | Condiciones muy desfavorables
4,5-5 | Muy fuertemente 4cido | Posible toxicidad por Al3+y exceso de Co, Cu, Fe, Mn, Zn;
5,1-5,5 | Fuertemente acido deficiencia en Ca, K, N, Mg, Mo, P, S. Escasa actividad bacteriana.
5,6-6 | Medianamente 4cido | ypervalo adecuado para la mayoria de los cultivos; maxima
6,1-6,5 | Ligeramente acido disponibilidad de nutrientes (por debajo de pH 7 el CaCO3
6.6-73 | Neutro no es estable)
7,4-7,8 | Medianamente basico | Suelos generalmente con CaCO3; disminuye la disponibilidad
7,9-8.4 | Basico de P y B; deficiencia creciente de Co, Cu, Fe, Mn, Zn
8,5-9.0 | Ligeramente alcalino Ep suelos con carbonatqs, el pH alto puede deberse al MgCO3,
si no hay Na intercambiable

9.1-10 | Alcalino Presencia de carbonato soédico; elevado porcentaje de Na

’ intercambiable (ESP>15%); toxicidad Na, B; escasa actividad
>10 Fuertemente alcalino microbiana; micronutrientes poco disponibles excepto Mo

Tabla 2: Valores de referencia de conductividad eléctrica (CE).

CE (dS/m) Evaluacion
<0,35 No salino
0,36-0,65 Ligeramente salino
0,66-1,15 Salino
>1,16 Muy salino
Tabla 3: Porcentaje de M.O. en suelos.
MO (%) Evaluacién
0-1,0 Muy bajo
1,0-2,0 Bajo
2,0-2,5 Normal
2,5-3,5 Alto
>3,5 Muy Alto
Tabla 4: Valores de referencia de nitrogeno Kjeldahl.
N (%) Evaluacién
<0,05 Muy Bajo
0,06-0,10 Bajo

153




Anexo 2

0,11-0,20 Norma
0,21-0,40 Alto
>0,41 Muy Alto

Tabla 5: Relacion C/N y tipo de humus asociado

C/N Evaluacién Tipo de humus
<8 Muy baja Mull célcico
8-12 Baja Mull célcico
12-15 Adecuada Mull forestal
15-25 Elevada Moder
>25 Muy elevada Mor
Tabla 6:Interpretacion del contenido en sodio.
Na (cmol) /kg) Valoracion
<2 Bajo
2 Norma
2-4.5 Alto
>4.5 Muy alto
Tabla 7: Interpretacion del contenido en calcio (cmol(+)/kg).
Calcio asimilable Interpretacion
<4,5 Muy bajo
4,5-9 Bajo
9-10,5 Correcto
10,5-12 Alto
>12 Excesivo
Tabla 8: Interpretacion del contenido en magnesio (cmol(+)/kg).
Magnesio (cmolw) /kg) Interpretacion
<0,75 Muy bajo
0,75-1,5 Bajo
1,5-2,25 Correcto
2,25-3 Alto
>3 Excesivo
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Tabla 9: Interpretacion del contenido potasio asimilable (cmol(+)/kg).

Potasio asimilable (cmol /kg) Interpretacion
<0,13 Muy bajo
0,13-0,30 Bajo
0,30 - 0,60 Correcto
0,20 - 1,20 Alto
>1,20 Excesivo

Tabla 10: Valoracion de la CICE (cmol(+)/kg).

CICE (cmol /kg) Interpretacion
<6 Muy bajo
6-12 Bajo
12-25 Medio
25-40 Alto
>40 Muy alto
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Tipo de ramificacion:

Anexo 3

8% P
] —

'—’:_‘[[]ll;lf/ v m &/Z//i/
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£ %,‘7 ?t’ aa g -
Monopodial- | Monopodial- dicotomicas Tuberosas Irregular No ramificada Coraloides
pinnada piramidal
Forma:
Derecha Moldeada Club-shaped Tortuosa Doblada, inclinada
Textura:

e 2 5“(“::1 il

= i | TV
Lisa Reticulada | Granulosa | Tuberculosa | Lanosa Algodonosa | Aterciopelada | Fibrosa Espinosa
Dimensiones:

Color:
Lustre:
Mate:
Brillante:

Reflectante:

Observaciones:

a = longitud del sistema =

b =longitud de la punta =

¢ = ancho de la punta =

d = ancho del eje mayor =

e = ancho de la base de punta =

(Agerer, R. (1990) y Goodman, D.M. et al. (1996))
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Estructura del manto:

>

Anexo 4

Prosenquima
deshilachado

Prosénquima en
estructura de red

Pseudoparenquima en
estructura de red

Pesudoparenquima
irregular

Pseudoparenquima
regular

Extension de la red de Hartig:

Ornamentacion:
e C(ristaloide:

e Verrucosa:
e Globular:

Observaciones:

(Goodman, D.M. e al. (1996) e Ingleby, K. et al. (1990))
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Tabla 1: Distribucion de las lecturas segun filo en los robledales atlanticos.

Anexo 5

PN Fuentes PN Redes ZEC Ancares Global
Ascomycota 1561279 819058 1125716 3506053
Basidiomycota 172079 272424 396198 840701
Chytridiomycota 0 0 31 31
Cryptomycota 4902 202 113 5217
Fungi (Reino) 4306 709 5560 10575
Glomeromycota 43 0 0 43
Mucoromycota 5616 25932 6951 38499
Zygomycota 0 0 466 466
Total 1748225 1118325 1535035 4401585

Ascomycota
Fungi

80% of
Fungi

Lecanoromycetes 06% -

Arciacomizomyces 0.3% [

na 01%.

Incertae sedis 0.1% .

Pezizales 0.04% .

Orbiliaceae  0.03% .

Taphrina 0.006% .

Saccharomycetaceae 0.006% .

Figura 1: Distribucion de lecturas del filo Ascomycota en el conjunto de las parcelas de roble atlantico.
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Figura 2: Distribucion de lecturas del filo Basidiomycota en el conjunto de las parcelas de roble atlantico.
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Figura 3: Distribucion de lecturas del filo Mucormycota en el conjunto de las parcelas de roble atlantico.
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