TESIS DOCTORAL

INTERACCIONES ECOLOGICAS ENTRE INSECTOS Y HONGOS
EN PINUS PINASTER AIT.

MONTSERRAT PESTANA NIETO
VIGO, 2009

UNIVERSIDADE DE VIGO
DEPARTAMENTO DE ECOLOXIA E BIOLOXIA ANIMAL



UNIVERSIDADE DE VIGO
DEPARTAMENTO DE ECOLOXIA E BIOLOXIA ANIMAL

—

e

o

o

INTERACCIONES ECOLOGICAS ENTRE INSECTOS Y
HONGOS EN PINUS PINASTER AIT.

TESIS DOCTORAL
Montserrat Pestania Nieto

Vigo, 2009









Adolfo Cordero Rivera, catedratico de ecologia de la Universidade de Vigo y tutor de la
tesis, certifica que el trabajo titulado “Interacciones ecoldgicas entre insectos y hongos en
Pinus pinaster Ait.” ha sido realizado por la Licenciada en Biologfa Montserrat Pestafia Nieto
bajo la direccién de la Dra. Serena Santolamazza Carbone, investigadora contratada del
Centro de Investigacion Forestal de Lourizan (Consellerfa de Medio Rural-Xunta de
Galicia), y autoriza su presentacion como Tesis de Doctorado en el Departamento de

Ecologia y Biologia Animal de la Universidad de Vigo.

En Pontevedra a 9 de octubre de 2009

V°B° del Director de la Tesis V°B° del Tutor de la Tesis

Serena Santolamazza Carbone Adolfo Cordero Rivera






Los resultados presentados en esta tesis han sido publicados o estan en tramite de

publicacién en las siguientes revistas:

« Pestana Nieto, M. Santolamazza Carbone, S., 2009. Characterization of juvenile
maritime pine (Pinus pinaster Ait.) ectomycorrhizal fungal community using

morphotyping, direct sequencing and fruitbodies sampling. Mycorrhiza 19:91-98.

* Pestana, M. Santolamazza Carbone, S., 2009. Defoliation negatively affects plant
growth and the ectomycorrhizal community of the maritime pine (Pinus pinaster

Ait.). (en revision).

* DPestana, M. Santolamazza Carbone, S.; 2009. Ecological interactions between
Pissodes castaneus DeGeer and Leptographium serpens (Goid.) M.J. Wingf. in maritime

pine (Pinus pinaster Ait.) (en revision).






A mi familia,






“Acércate a la Iuz de las cosas. Deja que Ia
naturaleza sea quien te ensefie”

Willian Wordsworth






Agradecimientos

Esta tesis doctoral, si bien ha requerido de esfuerzo y dedicaciéon por mi parte, no hubiera

sido posible sin la ayuda de cada una de las personas que se citan a continuacion.

En primer lugar, me gustarfa darle las gracias a mi directora de tesis Serena Santolamazza
Carbone porque creo que sin ella este trabajo nunca habria sido posible, gracias por confiar
en mi y brindarme esta oportunidad. Quiero darle las gracias por todo lo que me ha
ensefiado a nivel profesional, asi como por el gran apoyo y la incansable dedicacion que ha

mostrado en la elaboracion de esta tesis.

A todos los que han contribuido en el duro trabajo de campo y de laboratorio, como a
Marina Peleteiro, y principalmente a Pepe Gémez Bragana porque me ha ensefiado mucho
y ha aportado a este trabajo toda su experiencia sobre el mundo forestal acumulada durante
muchos afios, un bien muy valioso que no se encuentra en los libros. También quiero
agradecer, a toda la gente que ha pasado por el laboratorio de Fitopatologia del Centro de
Investigacion Forestal de Lourizan y han aportado su granito de arena en la elaboracion de
este trabajo, asi como al Laboratorio de Genética y de Edafologia por permitirnos utilizar

sus instalaciones.

Quiero hacer una menciéon especial a la Dra. Ana de Miguel del Departamento de Biologia
Vegetal de la Universidad de Navarra por permitirme realizar una estancia en su laboratorio
y por su hospitalidad, asi como por transmitirme sus valiosos conocimientos acerca de la
descripciéon morfologica de las micorrizas y por el interés que ha mostrado durante el

desarrollo de este trabajo.

Por ultimo y de forma intencionada, he dejado los agradecimientos para las personas que
siempre han estado a mi lado. Quiero agradecer hoy y siempre a mi familia todo lo que han
luchado en la vida para poder ofrecerme esta oportunidad de futuro. A Berto, quiero
agradecerle la comprension mostrada durante todos estos afios, ya que muchas de las horas
aqui invertidas se las he robado a él, y a pesar de ello me ha prestado siempre el apoyo y
carifio necesarios. A mis amigos y compafieros de carrera quiero darles las gracias por

haber estado ahi en los buenos y malos momentos brindindome su apoyo y amistad.

Para la realizaciéon de este trabajo he contado con una beca predoctoral concedida por la

Conselleria de Medio Ambiente e Desenvolvemento Sostible (Xunta de Galicia) desde 2006



hasta 2009. El estudio ha sido financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion-INIA a
través del proyecto “Interaccién hongo-planta-insecto en el ecosistema de Pinus pinaster

para aclarar la dindmica de algunas importantes patologias” (RTA 2006-00124-00-00).









INDICE

1. CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL........cceooiiiiiiiiiiniiniicie e 1
1.1. Las interacciones €COLOZICAS ..........ccuuuiiiiiiiiiii it e e 3
1.1.1. INEULALSITIO .ottt e e e e e e e e e bbb e r e e e r e e n e e 4
1.1.2. (@06} s TS a1y 1 1o T YT PPPTTIN 4
1.1.3. AMENSALISMO 1evviiiiiiiiiiiii i e 5
1.1.4. COMPELEIICIA 11 vvveeetsaerreeeee e s et ee e e e e s e et e et e e e e e e e s e s et e e e s as s et e e s sennn e e e e e s amnnneeeenannnnneeees 6
1.1.5. Depredacion v parasitiSmo ..eiiureeeeeesisisreeieessiiiiiiss s siisees s 7
1.1.6. IMUBUALISITIO 11ttt ettt e e ettt e e st e e e s et et e e e e e e e s e e e e e n e e s 10
1.1.7. Mutualismo influenciado por Otros OfganiSmMOS. ..vvvviieiieeiiiiiiiiii e 11
1.1.7.1. Mutualismo mantenido por un enemigo natural de una de las partes ........ceeeeieiiiieeniininnnn, 12
1.1.7.2.  Mutualismo mantenido por un competidor de una de 1as partes ........ccoevveeeiiiiiiiiiiiiinnnns 12
1.1.7.3.  Mutualismo alterado por antagonistas de una de las partes .....cceeeevviiiiiiiiiiiiiiiiiii, 13
1.1.7.4.  Mutualismo alterado por mutualistas de una de 1as partes ........eeveeiiiiiiiieiiiii, 14
1.1.7.5.  Mutualismo alterado por especies que explotan el mutualismo ..........oovvvviiiiiiiiiiiiiineenn. 15
1.1.7.6.  Mutualismo alterado por causas antrOPOZENICAS ....ovvvriiiiiriiriiiiiiiiiiii it 15
1.2. Interacciones ecoldgicas en el ecosistema de Pinus pinaster Ait. ...........cccoooviiiiiiiiiiiiiiincininnnnn, 17

2. CAPITULO II: INTERACCIONES ECOLOGICAS ENTRE INSECTOS DEFOLIADORES

Y HONGOS SIMBIONTES EN PLANTAS DE PINUS PINASTER AIT. .......ccceoiiiiiiieeiiieee. 25
2.0, INtEOAUCCION ...ttt e et e ettt e et e e e e e et te e e et e e eaa e e et e eateeennn e eaa e e et aeannanes 27
2.1.1. L0S hoNgos MICOLHICICOS 1o vviuvrrrieeeiiitrieie e e et e e e et e e e e e e e e 21.

2.1.2. Ecologia de las ectomicortizas
2.1.3. El analisis molecular para la identificacién de las ectoOmicOLtizas. ... uuveeerrvrrereeernrireereeenninnen, 36
2.1.4. Interaccién entre las micorrizas, los herbivoros y las plantas.............ccevvvvviiiiiniicnnniiiiiiiiiinnn, 41
2.1.4.1. Efecto de los herbivoros sobre los hongos micotrticicos ...oovvumiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 2.4
2.1.4.2. Efecto de los hongos micorricicos sobre los hetbivoros .....oocciiiiiiiiiiiiiiii, 1.4
2.2. ODJEtiVOS el ESTUAIO. .. ceevtttitiiie e e e e ettt e e e e e e e e e e et e e e ettt et e e e e e e e e e e e eeee bbbt s 49
2.3. MAteriales Y MELOAOS «..oieiiieeeeei ittt ettt e e e e e e s e s s bbb e e e e ettt e et e e e e e e e e e e aannrr e e 49
2.3.1. Descripcién de las zonas de eStudio ...evuvvueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 49
2.3.1.1. o) Y 2 PP 50
2.3.1.2. Rt Y S TSP 52
2.3.2. R s sTelnn eI ra 118 s Tere XY U 53
2.3.3. Diseflo eXperimental ..uuuiiiieeeiiiiiiiiiiiiiiiiii e 54
2.3.4. Recogida de muestras v limpieza en el Iabotatorio .........ovveeieiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 56
2.3.4.1. Porcentaje de MICOITIZACION vuvvvvviiiiiiiiiiiiiii i 57
2.3.5. Descripcién morfolégica de las ectomicortizas (MOrfOtPOS) «vvveeviiiiiiiviiiiiiinneieeeeeneceeeiiiianns 58
2.3.5.1. Caracteristicas MOTfOIOZICAS ...oovvviiiiiiiiiiii i 59
2.3.5.2. Caracteristicas anatdmicas del MANTO .. vuu.iitieiuiei e e e e e e e eanes 61
2.3.5.3. Caracteristicas de los elementos que emManan ........c.eeeeiviiiiiiiiiiiiiiiii e 62
2.3.5.4. TIPO EXPLOLATOLIO 1uuiiiitiiiiiiiiiiii it 65
2.3.6. Analisis molecular de 12 eCtOMICOTTIZAS «vvuevunrereitieiieeiteeiieeeteeteeaeeeteesaeeeeenaeetaeenaeenaaennaes 67
2.3.6.1.  Amplificacion y secuenciacion de ADN .uuviiiiiiiiiiiiiiii i, 67
2.3.62.  Identificacion de 1as ESPECIES «uvveeirurrrrriesiirieeieeesietreee e e e st e e 68
2.3.7. Pardmetros €COIOZICOS vvvuvrrrrreesiirieeeeee s it ee e e s s e e s s e e e e s s e e e e s s nnn e e e e s s nnnnneeeas 69
2.3.7.1.  Abundancia y frecuencia relativa. Valor de impottancia ........ccuvveveeriiorveeeeeiniiiieeneennens 69.
2.3.7.2. Proporcion de especies con poca y mucha biomasa.......oooevvviiiiiiiiiiiiieeieeenn, 70
2.3.7.3.  Riqueza y diversidad.........oooiiiiiiiiiiiiiiiii 0
2.3.8. ANALISIS EStATSTICOS vt arurrtetueetu ettt eete st eet e et e et e et eeeaaesa e et eeaasenseenaeanesneesnassnseanaeenaaeen 70
2.4, RESUILAAOS . oevuiiiiieii e e et e et e e e e et e e e et ee e et e e et e e eat e e eaa e e et e eea e aean e eanaartaaaaennaes 71
24.1. Variables de crecimiento de 108 ArDOLES «ovvuuviuuiiiiiiiii ettt r e e 71

2.4.2. Caracterizacion de la comunidad de ectOmMICOITIZAS cvvurvnenrenrenrenrenrenrenrenrenrenrenreniernrenrenens 73



INDICE

2.4.2.1.  Anilisis molecular de 1as eCtOMICOLTIZAS ...ccvvvviriiiiiiiiiiiie e 75
2.4.2.2. Caracterizaciéon morfolégica de las principales especies de micorfizas.......ooeeveiiiiiiiiiiinnnn. 79
2.4.3. Pardmetros ecolégicos de 1os Apices MICOTHZAAOS .vvvvreeerirrrreeeesiirieieeeesisrreeeeesserreeeee e 98
2.43.1.  Abundancia y frecuencia relativa. Valor de impottancia ........ccuveeeeeriicrieeeeeniiinneeeeennens 98.
2.43.2.  Potcentaje de micortizacion, riqueza y diversidad........ccovvecrririeiiniiiiine e 100
2.43.3.  Proporcion de especies con poca y mucha biomasa.........ooovvviviiiiiiiiiiiiiiiin, 104
2.4.4. Pardmetros ecolégicos de 10s carpOforos. . .uuumiumiiiiiiiiiiiiiiiieie i, 105
2441, Identificacion taXOMOMICA ....ooiiiiiiiiiiiiiiiti e e s 105
2.4.4.2.  Abundancia, frecuencia relativa y biomasa. Valor de impottancia ........ccceeeeeiiiiiiiniiiinnns 105
2.44.3.  Riquezay diversidad.........oooiiiiiiiiiiiiiiiiii s 111
T 0 YT o 112

3. CAPITULO III: INTERACCIONES ECOLOGICAS ENTRE INSECTOS XILOFAGOS Y
HONGOS PATOGENOS ..o oottt eeee et et ettt e e et e e e et e e et e s ettt e se e eesaieesseeeeseeesaaeeenas 120

3.1. Influencia de la colonizacién de Leptographium serpens en plantas de Pinus pinaster sobre la

biologia del gorgojo del pino Pissodes Castaneus............ooevveeviiriiiiiiiiiiiiiiie e e 125
3.1.1. INtroducCiOn . ..ccceiiiiiiii 125
3.1.1.1. Importancia de los hongos en la dieta de los insectos xil6fagos .........cuvvvvviiiniiiiinnniiinin, 125
3.1.1.2. Biologfa y ecologfa de Pissodes castanens De Geer......uuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeeens 126
3.1.1.3.  Biologia y ecologia de Leptographium serpens (Goid.) M.J. Wingf........ccccooeeeeiiiiiiiiiiiiinnnn, 131
3.1.2. Objetivos del €StUAIO +.uvvrrrreeiiirieieee et it e et e s e e e s e e e s e e 132
3.1.3. Matetial ¥ MELOOS ..viiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 133
3.1.3.1.  Capturay cria de Pissodes castaness ...................ccccciviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeie e 133
3.1.3.2.  Cultivo de Leptographium Serpens ........uuuuuuvvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin e 133
3.1.3.3.  Diseflo experimental .u.uuiiiiiiiiiiiiiiiii i 34
3134, AnAliSiS €StAISTCOS veeeriiurreiieeeiirie i e e e e et e e e e 137
3.1.4. RESUIEAAOS - vvveeeee ettt 138
3141,  Tratamiento en OtOflO-NVIEINO wuuvreeeiirrreiieeesietrteeeee e s st e eee e s s srerree e s senreeeee s s snreeeeeenaas 138
3.1.42. Tratamiento en PriMAaVEra-VELANO ....ccvviiiiiiiiiiirririisieeeiieirrereese e e s ssssssesesrer e 140
3.1.43.  Efecto estacional.........cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir e 143
3.1.5. DiSCUSION. 11 uutvttritttitii ittt 145

3.2. Capacidad de Pissodes castaneus para transportar e inocular esporas de Leptographium

serpens en plantas de Pinus PINASter ...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 148
3.2.1. N aoTa 1D TeTor oY s W PRSPPI 148
3.2.2. Objetivos del €StUAIO +.uvvrvrreeiiiriiieee et it e et seee e e e e e e s e e e 150
3.2.3. Matefial ¥ MELOAOS veeeviuvrreeeeeeiiirieiee e s et e e e s s e e e st e e e s e e e s e e e e e 150

3.23.1. Experimento 1: ¢;Puede P. castanens transportar esporas de L. serpens? ...uvvvvvvvviivienniennnnn. 150
3.23.2. Experimento 2: ¢;Puede P. castanens determinar la contaminacion de plantas sanas? ........ 151
3.24. RESUITAAOS 1 evvvueeeeetiie e e ettt e e ettt e e ettt e e e e e et e e e e et et e e e e e ta e e e eeeaa e e e e ean b e aeeenbnn e aeaees 153
3.2.5. DSCUSION . 11t teti ettt ettt ettt ettt e e e ettt e e et aa e e et e et e e et e n e e et e ra e e e e eera e aaee 154
4. CAPITULO IV: CONCLUSIONES GENERALES ..........ccccceitiitiiieiieiiecteeeesiestesveeseareaneas 157
5. BIBLIOGRAFIA ..o 163



1. CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL







CAPITULO I

1.1. Las interacciones ecoldgicas

En 1859, Charles Darwin resalté en su obra “El origen de las especies” la importancia de
las relaciones tréficas que se establecen entre distintos organismos. En un famoso parrafo
decia: “Mediante experimentos he descubierto que los abejorros son indispensables para la fertilizacion de
algunos tipos de trébol. |...] De esto se puede inferir que si el género completo de abejorros se extinguiese en
Inglaterra, el trébol rojo se haria muy raro, o desapareceria completamente. El niimero de abejorros en
cualguier 3ona depende en gran medida del niimero de ratones de campo, que destruyen sus nidos y panales.
Actualmente el niimero de ratones depende basicamente, como todo el mundo sabe, del nimero de gatos; el
Coronel Newman dice: “Cerca de los pueblos y pequenas ciudades, he encontrado que los nidos de abejorros
son mds abundantes que en otras partes, lo que es atribuido al nimero de gatos que destruyen a los
ratones”. jPor lo tanto es posible que la presencia de felinos en gran niimero pueda determinar, por medio de
la intervencion primero de los ratones y después de los abejorros, la frecuencia de ciertos tipos de flores en esta
zona!”. Sin duda Darwin contribuy6 a impulsar definitivamente un estudio mas riguroso de
la Historia Natural, al reconocer la importancia de las interacciones entre distintos
organismos para el funcionamiento de los ecosistemas. Sin embargo no fue hasta 1869
cuando aparecié6 por primera vez la definicién del término “ecologia”, en donde se
destacaba la importancia del estudio cientifico de las interacciones entre los organismos. El
bidlogo aleman Ernst Haeckel, seguidor de la teorfa darwiniana de la evolucion, definié en
general la ecologia como el estudio de las relaciones de un organismo con su ambiente
organico e inorganico, y en particular como el estudio de las relaciones “amistosas”

(positivas) o negativas entre las plantas y los animales (Haeckel 1866).

Es conocido que los ecosistemas terrestres y acuaticos estan formados por comunidades de
organismos pertenecientes a distintos niveles troficos, cuyas interacciones determinan su
abundancia, distribucion y diversidad (Whittaker 1972; Hudson 1994; van der Putten et al.
2001; Bardgett & Wardle 2003; Wardle et al. 2004). Segin una vision simplista de los
hechos, las interacciones entre dos poblaciones de organismos pueden ser positivas,
negativas o neutras (Tabla 1) para el crecimiento de ambas en funcién de las especies
implicadas y de las circunstancias ambientales (McNaughton & Wolf 1984). A continuacion
se detallaran los distintos tipos de interacciones que se pueden establecer entre dos

poblaciones.
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Tabla 1. Distintos tipos de interaccién entre poblaciones (McNaughton & Wolf 1984)

I " Influencia en el crecimiento de la poblacion
nteraccion
Poblacion 1 Poblacion 2

Neutralismo 0 0
Comensalismo + 0
Amensalismo - 0
Competencia - -
Depredacion y parasitismo + -
Mutualismo + +

1.1.1. Neutralismo

El neutralismo describe la relacién entre dos especies que interactiian entre si, aunque no se
afectan mutuamente en ningun aspecto de su biologia y ecologia (McNaughton & Wolf
1984). En realidad el neutralismo es muy dificil de probar y posiblemente no exista en la
naturaleza. Considerando la increible complejidad de los ecosistemas, es practicamente
imposible que dos organismos no se afecten mutuamente de forma positiva o negativa.
Considerando que el neutralismo es muy raro o inexistente, el término se suele usar para
indicar una situacién puntual en donde la competencia o los beneficios obtenidos son

imperceptibles.

1.1.2. Comensalismo

Se trata de un tipo de interaccién que determina un efecto positivo sobre una poblacién y
un efecto neutro sobre la otra. En principio el término (e + mensa = en la misma mesa)
fue acufiado para indicar los beneficios que obtienen ciertos animales que se alimentan de
los restos de comida de otros seres. Sucesivamente se incluyeron los conceptos de foresis
(transporte a expensas de otro animal), inguilinismo (convivencia) y fanatocresia (utilizacion de
individuos muertos o de alguna parte de estos como soporte o proteccion), todos ellos

ejemplos de interacciones en donde s6lo una poblacién obtiene un claro beneficio.

Los paguroideos (Crustacea, Paguroidea) son una superfamilia de crustaceos decapodos
marinos, conocidos popularmente como cangrejos ermitafios. Estos crusticeos representan
un ejemplo de tanatocresia, ya que utilizan conchas de caracol para cubrir la parte final del

abdomen que no esta recubierta por el exoesqueleto. Por otra parte, un claro ejemplo de
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inquilinismo en el reino vegetal esta representado por algunas plantas epifitas
pertenecientes a la familia Bromeliaceae, que abundan en la selva de Argentina, Brasil,
Ecuador y Uruguay. En la naturaleza estas plantas, como por ejemplo la Tillandsia spp.,
crecen normalmente encima de arboles, sin llegar nunca a convertirse en parasitos (Benzing

1980).

En un estudio llevado a cabo en Papua Nueva Guinea desde 1966 hasta 1978, se demostrd
que los pseudoescorpiones del género Megachernes (Pseudoscorpionida, Chernetidae) se
asocian habitualmente a mamiferos marsupiales para ser transportados (Durden 1991).
Después de examinar cientos de mamiferos, se encontraron 471 individuos del género
Megachernes, pertenecientes principalmente a las especies M. papuanus Beier y M. limatus
Hoff. Los animales que los trasportaban eran sobre todo roedores marsupiales como
Antechinus wilhelmina Tate (Dasyuridae) y al menos diez especies de roedores de la familia
Muridae, incluyendo Rattus niobe Thomas, R. novaeguineae Taylor & Calaby y Melomys rubex

Thomas. Cada uno de ellos podia llegar a transportar hasta 54 pseudoescorpiones.
1.1.3.  Amensalismo

Este tipo de interaccion determina un efecto negativo para una especie y un efecto neutro
para la otra. Un ejemplo de este fenémeno es la alelopatia, que es la produccioén por parte
de ciertas plantas de compuestos quimicos, como los monoterpenos, que limitan el
desarrollo y el crecimiento de otros vegetales (Reigosa et al. 2006) y de organismos del
suelo, incluyendo bacterias (Souto et al. 2001), nematodos (Shaukat et al. 2002), hongos
patégenos y micorrizas (Souto et al. 2000). Un claro ejemplo de este fenémeno es el arbol
de origen australiana Acacia dealbata Link. En el siglo XIX, esta especie fue introducida
como planta ornamental en el sur de Europa, pero en la actualidad se ha convertido en una
especie invasora que se extiende desde Portugal hasta Italia (Sheppard et al. 2000).
Actualmente la planta esta ampliamente distribuida en la comunidad gallega, donde ha
invadido los bosques autéctonos y se ha convertido en un serio problema medio ambiental.
Este arbol tiene un alto potencial alelopatico que dificulta la germinacion de otras plantas,
creando un horizonte monoespecifico y amenazando seriamente la diversidad local (Casal

et al. 1985; Souto et al. 2001).

Otro ejemplo de amensalismo esta representado por las bacterias y los hongos del suelo
capaces de liberar sustancias antibidticas que inhiben el crecimiento de otros organismos.

Los actinomicetos (Actinobacteria, Actinomycetales) de los géneros Streptomyces, Nocardia y
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Micromonospora  pueden  sintetizar sustancias como  estreptomicina, cloranfenicol,
cicloheximida y clorotetraciclina. Esta capacidad es bastante comun también en las
bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas y en los hongos de los géneros Penicillinm,
Trichoderma, Aspergillus y Fusarium que producen antibiéticos capaces de inhibir el desarrollo

de otros hongos, bacterias y actinomicetos (De Weger et al. 1995).

1.1.4. Competencia

La competencia generalmente es una interacciéon doblemente negativa, experimentando las
especies implicadas una tasa de crecimiento reducida debido al hecho de compartir una
serie de recursos limitados en cantidad y variables en calidad. La competencia puede ocurrir
entre individuos de la misma especie (competencia intraespecifica) o de especies diferentes

(competencia interespecifica) que utilizan el mismo recurso (luz, alimento, espacio, etc.).

El concepto de competencia es una de las piedras angulares de la ecologia evolutiva. De
hecho, Charles Darwin basé su idea de la seleccion natural en el concepto de competencia
y lucha por la supervivencia (Darwin 1859). El estudio de la competencia en condiciones
naturales exige el conocimiento de los nichos ecolégicos que ocupan las distintas especies.
El concepto formal de “nicho” incluye todos los elementos bidticos y abidticos con los
cuales los organismos interaccionan y las adaptaciones a estos. El nicho ecoldgico permite
que en un area determinada convivan e interactien muchas especies de herbivoros,
carnfvoros y omnivoros, habiéndose especializado cada una de ellas en una determinada

planta o presa, sin llegar nunca a solaparse (McNaughton & Wolf 1984; Molles 2002).

Un claro ejemplo de competencia por el espacio lo proporciona el pez territorial Szegastes
Pplanifrons Cuvier (Perciformes, Pomacentridae) que se distribuye por las barreras de coral en
el oeste del Océano Atlantico. Cada individuo protege territorios de menos de 1 m’, que se
distribuyen a lo largo de toda la barrera de coral y contienen la mayor parte de los recursos
que esta especie necesita, como las grietas en donde protegerse de los depredadores, las
zonas con algas de rapido crecimiento para alimentarse y, en los territorios de los machos,
un 4area para reproducirse. Estos peces vigilan continuamente su territorio, atacando
violentamente a cualquier intruso. Los individuos que no tienen un espacio propio viven en
areas marginales a la espera de una oportunidad. En el momento en el que quede un
territorio libre, los nuevos candidatos de esta especie o de otras, como S. variabilis
Castelnau, se enfrentan en una violenta lucha para hacerse con el nuevo espacio rico en

recursos (Robertson et al. 1981; Robertson 1996; Molles 2002).
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En otros casos, la competencia no es tan dramatica como en los peces territoriales y no
siempre se resuelve tan rapidamente. En 1931 se realiz6 un estudio en un bosque maduro
de Pinus strobus L. en New Hampshire (EEUU) para comprobar si las raices de los pinos
competian con las raices de otras plantas, inhibiendo su crecimiento. Los investigadores
realizaron una zanja de 0,92 m de profundidad alrededor de una parcela de estos arboles,
cortando 825 raices, y suprimiendo asi su capacidad para competir por los recursos
disponibles. El experimento se desarrollé durante 8 afios y los resultados fueron tan
espectaculares como en el caso de los peces de la barrera de coral. La vegetacion que se
establecié en las parcelas en donde la competencia de las raices de los pinos se habia
eliminado, era diez veces superior que en las parcelas control. Aparentemente las raices de
pino ejercfan una competencia interespecifica por el agua y los nutrientes que suprimia el
crecimiento de otras plantas. Ademas se observé también cierto grado de competencia
intraespecifica, ya que en la parcela control existia una menor regeneracion natural de P.
strobus en comparacion con las parcelas en donde la masa radical habia sido reducida

(Tourney & Kienholz 1931; Molles 2002).

1.1.5.  Depredacién y parasitismo

La depredaciéon es un tipo de interaccion en donde el depredador obtiene biomasa a
expensas de la presa. Aunque el ejemplo mas comin de depredaciéon es el de los
carnivoros, el término en realidad incluye a todas esas interacciones en las cuales un
organismo se alimenta de otro, independientemente de su nivel tréfico (carnivoro o

herbivoro) y de lo estrecha que sea la interaccion (parasito o parasitoide).

La herbivoria en ocasiones puede tener una connotacién muy positiva si es parte del
mecanismo del control biolégico, en donde un organismo invasor es controlado en su
expansion por un enemigo natural (Heard & Winterton 2000; Hoddle 2004). Un claro
ejemplo de este fendmeno es el caso del cactus Opuntia stricta (Haw.) Haw. (Cactaceae),
nativa de Mexico, Norteamerica y Cuba, que fue introducida en Australia como planta
ornamental aproximadamente en 1850. Poco a poco este cactus se fue expandiendo y se
estableci6 en las zonas naturales en donde encontraba las condiciones idoneas para crecer y
reproducirse. Alrededor de 1930, la planta ya ocupaba unos 24 millones de hectareas. Los
investigadores se dieron cuenta de que esta espectacular expansion era debida a la ausencia
de enemigos naturales de esta planta. Después de una larga busqueda, se encontré que uno

de los enemigos naturales mas efectivos era la mariposa Cactoblastis cactorum Berg.
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(Lepidoptera, Pyralidae). De hecho, las hembras de esta especie primero introducen sus
huevos en el interior del cactus, y luego las larvas forman galerfas en su interior,
introduciendo a su vez hongos y bacterias patbgenos que atacan a los tejidos vegetales. Los
investigadores introdujeron a este enemigo natural en Australia y comprobaron que el
control biolégico era contundente: en dos afios la poblacién de cactus se redujo de 12.000

individuos por hectarea a tan sélo 27 (Fig. 1).

Figura 1. Area colonizada por Opuntia stricta antes (a) y después (b) de la introduccion de la
mariposa Cactoblastis cactorum (Molles 2002).

El parasitismo es considerado como una forma particular de depredacion, en donde el
parasito consigue beneficios de la relaciéon intima con su hospedador, que es mantenido
con vida durante un largo tiempo. Un curioso ejemplo de parasitismo es el que se observa
todos los afios en las Montafias Rocosas, situadas en el sector occidental de Norteamérica,
en donde ademas de muchas coloridas flores salvajes, existe una brillante flor amarilla cuyo
crecimiento es alterado cuando es infectada por un hongo patégeno (Fig. 2). El hongo es
Puccinia monoica Arthur (Basidiomycota, Pucciniaceae) y sus hospedadores son plantas del
género Arabis (Brassicaceae). Estas plantas pasan meses o incluso afios en forma de roseta
basal y durante este tiempo invierten mucho en desarrollar raices en donde almacenan
recursos. Al terminar esta fase, crecen rapidamente y florecen. Una vez polinizadas, las
plantas forman semillas que maduran y completan el ciclo. Sin embargo, cuando el hongo
ataca a las plantas en el estado de roseta basal, estimula a las hojas para que produzcan
pseudoflores muy parecidas en color, tamano y forma a las flores verdaderas (Fig. 2). Las
falsas flores producen una fragancia dulce que atrae a los polinizadores y ademas exudan
una solucién rica en fructosa muy apreciada por estos. Este sistema favorece la
reproduccién sexual del hongo, a través de los insectos que buscan alimento siguiendo

seflales visuales y olfatorias, pero normalmente provoca la muerte de la planta.
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Figura 2. Efectos del hongo Puccinia monoica en la morfologia de las plantas del género .Arabis.
Desarrollo normal de la planta (a). Pseudoflor desarrollada por la infeccién del hongo (b). Las
pseudoflores son atractivas para una amplia variedad de insectos polinizadores (c) (Molles 2002).

En los afios ochenta se realiz6 un interesante estudio sobre la interacciéon entre parasitos y
hospedadores (Moore 1984). Las especies implicadas fueron el gusano endoparasito,
Plagiorhynchus ~ cylindracens Goeze (Acantocephala, Plagiorhychidae), la cochinilla de la
humedad Amwadillinm vulgare Latreille (Crustaceae, Isopoda) y el estornino pinto, Sturnus
vulgaris L. (Passeriformes, Sturnidae). Se demostré que los adultos del gusano ponen huevos
en el intestino de los estorninos, que son expulsados luego al exterior a través las heces. El
isopodo al ingerir las heces infectadas propicia el desarrollo de los huevos y la formacién de
larvas maduras en aproximadamente 60 dias. Estas larvas alteran el comportamiento de los
isopodos, ya que los individuos infectados abandonan las zonas protegidas y se trasladan a
zonas abiertas donde son vulnerables a la depredacion por parte de los estorninos. Los
isbpodos ingeridos por los estorninos liberan los acantocéfalos en el intestino, cerrando asi

el ciclo vital del parasito.

Dentro de la categoria de los parasitos se encuentran los parasitoides, que merecen sin duda
una menciéon a parte debido a la complejidad de su biologia y ecologia. El término
“parasitoide” fue acufiado en 1913 por O. Reuter para indicar una categoria de insectos
cuyas larvas se desarrollan alimentandose de un hospedador. Desde el punto de vista
ecolégico, los parasitoides son considerados una categoria intermedia entre los
depredadores y los parasitos, ya que como los primeros siempre matan a sus presas, aunque
en conformidad con los segundos establecen una relacién intima con un solo hospedador,
que necesitan para completar su desarrollo. Las principales caracteristicas de los
parasitoides podrian resumirse de la siguiente manera: 1) el desarrollo del parasitoide

siempre determina la destrucciéon y muerte de su hospedador, 2) solo el estadio larvario
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necesita al hospedador, siendo el adulto totalmente libre, y 3) en la mayoria de los casos el
parasitoide y el hospedador proceden del mismo taxén (Santolamazza-Carbone 2007). Un
ejemplo de parasitoide es el himendptero oofago Anaphes nitens Girault (Hymenoptera,
Mymaridae), agente controlador del gorgojo del eucalipto, Gonipterus scutellatus Gyllenhal
(Coleoptera, Curculionidae). Este curculiénido es originario de Australia y se alimenta de
hojas y brotes de Eucalyptus spp. ocasionando dafos de importancia tanto en sus cuatros
estadios larvarios como en la fase adulta. En Galicia se detecté por primera vez su
presencia en 1991 en Lourizan (Pontevedra), donde probablemente llegd a través de la
importacion de madera de Sudamérica (Mansilla 1992). Para combatir a este curculiénido, y
siguiendo la experiencia de otros paises (Tooke 1955), se ha desarrollado un programa de
control biolégico utilizando el parasitoide A. nitens, que gracias a su excelente capacidad
para detectar puestas frescas de su hospedador, ha proporcionado rapidamente 6ptimos

resultados (Cordero Rivera et al. 1999; Santolamazza-Carbone et al. 2004).

1.1.6. Mutualismo

Una interaccién mutualista es aquella en la que dos especies incrementan su supervivencia,
crecimiento o reproduccion como resultado de su coexistencia. Esta relacion se puede
denominar mutualismo simbiético o protocooperacion en funcién del grado de
obligatoriedad de la misma. Mientras que el mutualismo implica una relacién obligatoria, en
el sentido de que los dos organismos estan obligados a vivir en contacto, la

protocooperacion se refiere a un tipo de relacion facultativa.

La protocooperacion se presenta en la mayoria de los casos de propagacion de semillas y de
polinizacién por parte de vertebrados. Es una interaccién que produce beneficios tanto a
los animales, que obtienen alimento, como a las plantas, porque permite el cruzamiento,
dispersioén y propagacion de las especies. Sin embargo, en este caso no se puede hablar de
relacion obligatoria, ya que los animales tienen otras fuentes de alimento y las plantas otros
agentes de polinizacion y de dispersion. Un ejemplo de este tipo de relacién es la que se
establece entre la planta Corema album (L.) D. Don. (Empetraceae), endémica de la costa
oeste de la peninsula ibérica y conocida con el nombre de “camarifia”, y algunos
vertebrados. Las semillas de esta especie son dispersadas por varias especies de pajaros,
principalmente por aves frugivoras como mirlos (Turdus merunla 1..), por las gaviotas (Larus
cachinnans Pallas), y también por mamiferos como los conejos (Oryctolagus cuniculus 1..).

Estudios de campo han demostrado que las gaviotas son los mejores dispersores y que la
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probabilidad de germinacién de las semillas se eleva en este caso hasta el 17,59%. Los
frugivoros por lo tanto parecen ser muy importantes para la germinacion de las semillas de
C. album, no tanto por sus efectos directos, sino por su habilidad para transportar semillas a

lugares 6ptimos para su crecimiento (Calvifio-Cancela 2004).

En el mutualismo simbidtico, los individuos interactian fisicamente y su relacién es
estrecha y obligatoria. Llevando esta relacién a sus extremas consecuencias, los dos
organismos implicados funcionan como si fueran uno solo, tal y como ocutre para los
liquenes, en donde el hongo proporciona la estructura macroscépica y el alga aporta los
nutrientes a través de la fotosintesis. A pesar de su abundancia y diversidad (£ 15.000
especies en el mundo, = 3.000 en Espafia y £ 900 en Galicia), los liquenes contintan
siendo organismos poco conocidos (Pérez et al. 2003). Por otra parte, también los hongos
micorricicos que se instalan en las raices de las plantas, establecen una relacién mutualista
muy intima con el organismo vegetal hospedador que le proporciona hidratos de carbono
(Allen 1991; Smith & Read 1997; Read & Pérez-Moreno 2003). Las micorrizas son
particularmente importantes en los suelos pobres en nutrientes, ya que facilitan la
descomposicion de la hojarasca y la captacion de agua, nitrogeno y fésforo (Hatley &
Smith 1983; Molina et al. 1992; Allen et al. 1995). Estos hongos producen ademas
sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas, reducen la susceptibilidad de sus
hospedadores a los patégenos del suelo y estimulan a las raices a producir sustancias
quimicas antibidticas (Ingham & Molina 1991; Smith & Read 1997; Bogeat-Triboulot et al.
2004). Sin las micorrizas, la mayorfa de las plantas terrestres no podrian crecer y sobrevivir

adecuadamente (Koljalg et al. 2000; Taylor & Alexander 2005; De Roman et al. 2005).

1.1.7.  Mutualismo influenciado por otros organismos.

Desde hace varias décadas los estudios ecolégicos se han centrado en las interacciones
entre dos niveles tréficos, y en particular en las interacciones planta-herbivoro vy
depredador-presa (T'scharntke & Hawkins 2002). En realidad, para obtener una visiéon mas
realista del funcionamiento de los ecosistemas, es importante estudiar relaciones mas
complejas que incluyan tres o mas niveles de la cadena tréfica (Price et al. 1980; Barbosa et
al. 1990; Hatcher 1995; Gange & Brown 1997; Pace et al. 1999; Tscharntke & Hawkins
2002). En los textos de ecologia general se define el mutualismo como una asociacién entre
organismos de dos especies en las cuales ambas resultan beneficiadas (McNaughton &

Wolf 1984). Sin embargo, la influencia de terceras especies u otros niveles tréficos en este
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tipo de relacién curiosamente ha recibido poca atencion (OIff et al. 1999; Tscharntke &

Hawkins 2002).

Bronstein & Barbosa (2002) realizaron una interesante revision sobre distintos tipos de
mutualismo, ilustrando con claridad la verdadera complejidad de estas interacciones, y
explicando como a menudo otros organismos, con distintos papeles ecologicos,
contribuyen a su mantenimiento, modulando la intensidad y direccién de la interaccion. En
este tipo de relaciéon a tres, la pareja de especies que interactia puede ser definida como
mutualista sélo en el contexto de una asociacion con otro organismo. En ausencia de este,
la interaccidon beneficiosa no se produciria o podria convertirse en antagonismo. Algunos

ejemplos interesantes de la complejidad del mutualismo se detallan a continuacién.

1.1.7.1. Mutualismo mantenido por un enemigo natural de una de las partes

Este tipo de relacion se podria definir como “mutualismo de protecciéon”, ya que una de las
dos especies repele a los depredadores, parasitos o parasitoides de la especie partner.
Muchas especies de hormigas defienden con tenacidad a determinadas plantas de sus
enemigos naturales, como homopteros y orugas, a cambio de recibir alimento en forma de
exudados de alto contenido energético (Pierce 1987; Huxley & Cutler 1991; Koptur 1992).
Un ejemplo de esta interaccion son las plantas de la familia Melastomataceae, muy
abundantes en el trépico y de la que se conocen al menos 13 géneros que cuentan con
especies mirmecofilas (Jolivet 1996). Concretamente, se demostré que en Maieta guianensis
Aubl. la presencia de las hormigas reducia la herbivoria y permitia un incremento del 45%
de la produccién de frutos en comparaciéon con las plantas que crecfan en ausencia de
hormigas (Vasconcelos 1991). Sin embargo, la larva de la mariposa Jalmenus evagoras Schmett
(Lepidoptera, Lycaenidae) que se alimenta en arboles de acacia, prefieren desarrollarse en
plantas que hospedan hormigas (Pierce et al. 1987). De hecho, se demostr6é que la tasa de
depredacion y parasitismo que las larvas de mariposa sufren en ausencia de hormigas es tan

alta que estas no podian sobrevivir.

1.1.7.2. Mutualismo mantenido por un competidor de una de las partes

Uno de los casos mejor documentados de este tipo de interacciéon multiple es el que ve
como protagonistas el coral Oculina arbuscnla Verril (Anthozoa, Oculinidae) y el cangrejo
omnivoro Mithrax forceps A. Milne-Edwards (Crustacea, Majidae) que viven en la costa de

Carolina del Norte (EEUU). El cangrejo se refugia en las zonas donde estan los corales y a
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su vez se alimenta de pequefios invertebrados que crecen sobre ellos o en las
inmediaciones. Se demostré que en los arrecifes en donde los cangrejos habfan sido
eliminados artificialmente, se desarrollaba una densa cobertura de organismos epibiontes.
Esta situaciéon provocaba una reduccion del crecimiento del coral y un incremento de la
mortalidad, en comparaciéon con los arrecifes donde los cangrejos no habfan sido retirados

(Stachowicz & Hay 1999).

En otros casos el mutualista puede reducir los efectos de la competencia sobre su pareja.
Es lo que ocurre a las plantas del género Andropogon (Liliopsida, Poaceae) que predominan
en las praderas solo cuando se encuentran en asociaciéon con ciertas micorrizas que les
aportan recursos (Hartnett et al. 1993; Kula et al. 2005). Estos hongos pueden conferir a la
planta resistencia a los enemigos naturales, evitando la competencia que las desplazaria

(Clay et al. 1993).

1.1.7.3. Mutualismo alterado por antagonistas de una de las partes

Los enemigos naturales (antagonistas) no solo reducen el éxito reproductor de su presa,
sino que indirectamente influyen también en el éxito reproductor del organismo mutualista
que esta relacionado con esta. Como ya se ha mencionado anteriormente, muchas especies
de plantas han evolucionado en conjunto con algunos insectos, estableciendo una
asociacion mutualista defensiva. Este es el caso de la hormiga Pheidole bicornis Forel
(Hymenoptera, Formicidae) y las plantas del género Piper (Piperaceae). Sin embargo, la
arafa Dipoena banksii (Araneae, Theridiidae), depredadora de hormigas, interfiere en este
mutualismo. La arafia contruye una tela en la base de las hojas jovenes de estas plantas,
pero las hormigas las evitan porque son capaces de detectatlas. Se demostrd que las plantas
con arafias presentaban mas dafios por herbivoria que las plantas privadas de ellas, debido a

que las hormigas no las defendian (Gastreich 1999).

Otro ejemplo de este fendémeno esta representado por el cangrejo ermitafio Pagurus
longicarpus Say (Crustacea, Paguridae), que vive en las costas de Massachusetts (EEUU), y
que lleva a2 menudo encima de su concha a hidrozoos del género Hydractinia (Cnidaria,
Hydractiniidae) (Fig. 3). En determinadas condiciones, esta interaccién es claramente
mutualista ya que por un lado los cangrejos transportan a los hidrozoos a sitios éptimos
para su alimentacién y por el otro los hidrozoos evitan que organismos dafiinos para el
cangrejo se instalen sobre su concha. Sin embargo, este mutualismo se puede ver alterado

por otras especies. En determinadas ocasiones la Hydractinia se asocia con poliquetos que
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debilitan la concha del cangrejo ermitafo y lo hacen mas vulnerable a ciertos depredadores
como el cangrejo azul, Callinectes sapidus Rathbun (Crustacea, Portunidae). Como
consecuencia, el tipo de interaccion que se establece entre el cangrejo ermitafio y los
hidrozoos variara entre mutualismo, comensalismo o antagonismo en funcién de la

presencia de otras especies (Buckley & Ebersole 1994).

Figura 3. Colonia de Hydractinia sp. sobre
un cangrejo ermitafio (Picton & Morrow

2005).

1.1.7.4. Mutualismo alterado por mutualistas de una de las partes

Este tipo de relacion se define en inglés “friend’s friend interactions” que podria traducirse
como las “interacciones entre los amigos de mis amigos” (Fig. 4). Esto es lo que ocurre
para determinadas especies de plantas, que florecen todas a la vez atrayendo a un elevado
numero de polinizadores y facilitando asi el éxito reproductor de todas ellas (Laverty 1992).
Otro ejemplo lo proporcionan ciertas plantas que al compartir simbiontes radiculares
comparten también los beneficios del trasporte de nutrientes (Whitfield 2007). Simard et al.
(1997) utilizaron plantulas micorrizadas de Betula papirifera
Marsh y Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco., a las cuales habian
suministrado los marcadores radiactivos “C y "C, para
demostrar que existia un movimiento bidireccional de carbono
entre las dos especies, con un claro beneficio para ambas.
Después de 9 dias, el 4% de los is6topos de carbono aportados
a cada planta estaban en las hojas de la otra. Este experimento
demostr6 claramente los beneficios que otorgan las complejas

redes de hongos micorricicos asociados a las raices.

Figura 4. Una visién muy romantica de las relaciones mutualistas que
existen entre plantas (Whitfield 2007).
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1.1.7.5. Mutualismo alterado por especies que explotan el mutualismo

En este caso, algunos organismos que se aprovechan de la relaciéon mutualista de otros,
obtienen beneficios sin suministrar ninguna ventaja a cambio. Es lo que ocurre a las
orquideas del género Orehis, que producen flores sin néctar que atraen a los machos de
algunas especies de abejas simulando ser sus hembras. LLos machos acuden a las flores para
aparearse y viendo frustrados sus intentos, vuelan insatisfechos a otras flores transportando

asi el polen (Dafni 1984).

1.1.7.6. Mutualismo alterado por causas antropogénicas

Los efectos antropogénicos sobre los ecosistemas naturales pueden ser altamente
perjudiciales y se estan incrementando de una forma alarmante en las dltimas décadas
(Smith & Buddemeier 1992; Buchmann & Nabham 1996; Kearns et al. 1998; Richardson et
al. 2000). Entre los efectos indirectos, cabe destacar la introduccién intencionada o
accidental de depredadores, parasitos o competidores de las especies autdctonas que
mantienen una relacién mutualista con otro organismo. Este es el caso de la invasion de la
hormiga argentina Linepithema humile (Bond & Slingsby 1984), que ha provocado
importantes alteraciones en numerosas relaciones mutualistas en todos los continentes en
los que esta presente (Krushelnycky & Gillespie 2008). En Sudafrica por ejemplo, esta
hormiga compite con las hormigas autéctonas y determina una reduccion significativa de la
dispersion de semillas de plantas endémicas con dispersion mirmecocorica (Bond &
Slingsby 1984). En Hawai, su efecto negativo ha llegado al extremo de provocar la
destrucciéon de nidos de abejas endémicas esenciales para la polinizaciéon de la flora local

(Cole et al. 1992).

Otro caso interesante es el de la gran mariposa azul, Maculinea arion L. (Lepidopera,
Lycaenidae) (Fig. 5). En 1979 se declaré “extinta” en el Reino Unido y, pese a que siempre
habia sido escasa, los investigadores se sorprendieron de su desaparicion y decidieron
estudiar su ciclo de vida en otros pafses para tratar de aclarar el misterio. Fue asi como
lograron descubrir que durante los 10 meses de su etapa de oruga, el insecto vive dentro de
un nido de hormigas rojas, haciendo creer a sus anfitrionas que es una de sus larvas. La
mariposa deposita sus huevos sobre las hojas de una especie de tomillo, el Thymus polytrichus
A. Kerner ex Borbas subsp. britannicus (Ronn.) Kerguelen (Lamiaceae), y después de
eclosionar, las pequefas larvas se alimentan de las hojas de la planta. Al cabo de tres

semanas, se dejan caer al suelo en donde permanecen hasta ser encontradas por las
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hormigas. Cuando ocurre el encuentro, la hormiga utiliza sus antenas para palpar la larva y
ese contacto provoca que la larva libere una feromona que confunde a la hormiga
haciéndole creer que se trata de la larva de otra coespecifica. Al mismo tiempo, la larva
libera una sustancia azucarada que es muy apreciada por las hormigas y que las induce a
llevar la larva al hormiguero. Una vez alli, la oruga comienza a alimentarse de las larvas de
las hormigas, y en esta situacion permanece durante unos 10 meses. Entre mayo y junio la
oruga se convierte en una hermosa mariposa de color azul (Fig. 5a). Después de reunir esta
informacién los expertos estudiaron los habitats en los que vivia la mariposa en el Reino
Unido. Encontraron que muchas de las dreas habian sido convertidas por el hombre en
tierras de cultivo o se encontraban ocupadas por edificaciones. Sin embargo, todavia
existian suficientes espacios silvestres en los que la mariposa podia sobrevivir. De hecho, la
planta de tomillo atn abundaba y todavia podian observarse muchos nidos de hormigas
rojas. La causa de la extincion de la mariposa seguia siendo un misterio. Sin embargo, el
entomologo Jeremy Thomas descubrié que el ciclo de vida de la Maculinea era aun mas
complicado de lo que se crefa. En primer lugar, las orugas eran cuidadas por un solo tipo
de hormiga roja, la Mymmnica sabuleti Meinert (Hymenoptera, Formicidae) (Fig. 5b), que habia
desaparecido de todos los sitios investigados. Esta hormiga solo construye sus hormigueros
en las laderas expuestas al sur, lo que asegura que el nido reciba suficiente calor. Aun asi, si
el pasto que crece en esas laderas es demasiado alto, el sol no llega a calentar el nido y las
hormigas mueren. Durante cientos de afos el ganado y los conejos habian pastado en las
areas donde las hormigas hacfan sus nidos, lo que aseguraba que las hierbas no crecieran
demasiado. Sin embargo en la zona, ahora convertida en terrenos agricolas, practicamente
no existia ganado, y los conejos habian sido atacados por una epidemia de mixomatosis que
habia provocado una gran mortandad. Esta situacion llevo a la extincién a la hormiga M.
sabuleti. Otras especies de hormigas rojas, mas resistentes al frio, habian colonizado la zona,
pero esas hormigas no le daban proteccion a las larvas de la gran mariposa azul, de modo

que ésta se vio condenada a la extinciéon (Thomas 1976; Thomas 1980).
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Figura 5. Adulto de Maculinea arion (a). Myrmica sabuleti transportando una larva de Maculinea arion
(b) (Imégenes de Jeremy Thomas, http://www.macman-project.de/WPs3.htm).

1.2. Interacciones ecolégicas en el ecosistema de Pinus pinaster Ait.

El pino maritimo, Pinus pinaster Ait., es una conifera natural de la regiéon mediterrainea
occidental y de la fachada atlantica. A nivel mundial la superficie ocupada por esta conifera
se estima en torno a los 4,4 millones de hectireas, de las cuales 4,2 millones se encuentran
en el area de distribucion natural de esta especie (Espafia, Portugal, Francia, Marruecos,
Italia, Turquia, Grecia y Tanez) (Fig. 6) y las otras 200.000 hectareas se sitian en otras areas
donde esta conifera ha sido introducida y utilizada para reforestacion (Australia, Sudafrica,

Nueva Zelanda, Chile, Argentina y Uruguay) (Rauscent 1999).

B Figura 6. Mapa
del area natural
de distribucién
de Pinus pinaster
(Alia & Martin
, 2003).

N

En Galicia es el pino que ocupa la mayor superficie forestal (390.000 ha), siendo también el
arbol mas utilizado para repoblaciones (Ministerio Medio Ambiente 2006). Dentro de esta

especie se distinguen dos subespecies: la atlantica, que ocupa el norte de Portugal, noroeste
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de Espafia y suroeste de Francia, y la mediterranea, que se extiende por el resto del area de

distribucién.

En la comunidad gallega, donde P. pinaster se conoce cominmente como “pifieiro do pais”,

“pifieiro bravo” o “pino femia”, es probablemente una especie autoctona, aunque en el
pasado era poco frecuente y estaba asociada sobre todo a los arenales costeros. La gran
expansion de su area de distribucion se debe principalmente a la acciéon del hombre, que
utilizé este arbol en repoblaciones desde el siglo XVIII. En el siglo XIX, el pino maritimo
se extendia por toda la costa de Galicia y por el occidente asturiano, siempre en cotas bajas.
Ya en el siglo XX las administraciones publicas, gracias a los programas de repoblacion,
aumentaron considerablemente la superficie ocupada por esta especie (Guitian 1996). Si se
comparan los datos proporcionados por los inventarios forestales, la superficie ocupada
pot P. pinaster ha pasado de 621.000 ha existentes en 1972 a 470.000 ha en 1986 (Rodriguez
Soalleiro et al. 1997), reduciéndose ulteriormente a 390.000 ha en 2006 (Ministerio Medio
Ambiente 2000). Esta reduccién en los tltimos afos se debe principalmente a la sustitucion
del pino por el eucalipto, preferido en la costa por su rapido crecimiento, por la produccion
de celulosa de alta calidad y por la facil regeneracion después de los incendios. El pino
maritimo es un arbol enormemente frugal que crece sobre suelos muy someros, arenosos y
poco fértiles. Ademas es resistente al frio, por lo que aparece en altitudes limitantes (500-

800 m) donde otros arboles, como el eucalipto, no pueden desarrollarse (Rodriguez

Soalleiro et al. 1997).

En las masas de P. pinaster una multitud de organismos establecen su nicho ecolégico (Fig.
7) (Rodriguez Soalleiro et al. 1997). Uno de los organismos mas problematicos es el
lepidéptero defoliador  Thaumetopoea  pityocampa Denis & Schiffermiiller (Lepidoptera,
Thaumetopoeidae), también conocido como procesionaria del pino. Se trata de un
lepidoptero nocturno de costumbres gregarias distribuido por el sur de Europa y
particularmente activo en la cuenca del Mediterraneo (Devkota & Schmidt 1990). Los
sintomas caracteristicos de su presencia son los pre-nidos construidos por las larvas
durante el verano y el otoflo con seda, ligeros todavia y poco voluminosos, y los bolsones o
nidos de invierno, que la larva del tercer estadio forma en las ramas (Fig. 8). La defoliacion
es producida por las orugas que se alimentan de las aciculas. Mas de 500.000 hectareas
quedan completamente defoliadas todos los afios en Espafia a causa de este insecto
(Montoya et al. 2002). La defoliacién provoca en el pino una reduccién del crecimiento y

reproduccion. Cuando la poblacién de procesionaria es muy abundante las aciculas son
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eliminadas casi totalmente y en algunos casos el dafio provoca la muerte del arbol (Dajoz

2000; Hodar et al. 2003).

!
T4\ A .
Dioryctria mendacella
Pissodes validirostris
7

dis

Pityogenes calcaratus
Rhyacionia buoliana
Rhyacionia duplana

Melampsora pinitorqua Diprion pini
Sphaeropsis sapinea Leucaspis pini
Y Neodiprion sertifer
Thaumetopoea
pityocampa

Botritis cinerea
Lophodermium sp.

Mycosphaerella dearnessii
Pestalotia funerea

Crypturgus mediterraneus
Dioryctria sylvestrella

Hylobius abietis

Ips sexdentatus Hylastes sp.
Matsucoccus feytaudi Hylurgus ligniperda
Orthotomicus erosus Armillaria mellea
Pissodes castaneus Armillaria ostoyae
Tomicus piniperda Heterobasidion annosum
Xyleborus eurygraphus Leptographium serpens
Phellinus pini Ectomicorrizas

Bursaphelenchus xylophilus

Figura 7. Insectos (negro), hongos (rojo) y nematodos (azul) que establecen una relacién tréfica
con Pinus pinaster.

Los hongos del género Laophodermium (Fig. 9a), sobre todo L. pinastri (Schrad.) Chevall., L.
seditiosumn Minter, Staley & Millar. y L. conigenum (Brunaud) Hilitzer, asi como sus formas
imperfectas Leptostroma pinastri Desm. y L. pinorum Sacc. provocan enrojecimientos de las
aciculas (rojos criptogamicos) y desarrollo de fructificaciones caracteristicas en forma de
grano de café de 1 mm de longitud. Otros hongos encontrados frecuentemente sobre las

aciculas son Pestalotia funerea Desm., Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & B. Sutton y Botrytis
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cinerea Pers., que provocan marchitez de las hojas y disminucién del crecimiento de la planta

(Fig. 9b).

Figura 8. Bolsén eclaborado sobre un pino
maritimo por las larvas de procesionaria en su fase
gregaria para protegerse de las inclemencias
meteorolégicas.

Los insectos chupadores de savia como la cochinilla Matsucoccus feytand; Duc. (Homoptera,
Matsucoccidae) también utilizan el pino maritimo como planta hospedadora. Las lesiones
mas graves son producidas por las larvas del primer y segundo estadio, que con sus
picaduras debilitan al arbol y pueden llegar a producir su muerte (Romanyk & Cadahia
1992).

Figura 9. Dafios producidos por Lophoderninm sp. (a) y Sphaeropsis sapinea (b) en Pinus pinaster.

Entre los insectos que colonizan el tronco predominan los xiléfagos perforadores
(Lombardero 1995), como los escolitidos Ips sexdentatus Boern. y Tomicus piniperda 1.

(Coleoptera, Scolytidae) o los curculionidos Hylobius abietis 1. y Pissodes castanens Degeer.
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(Coleoptera, Curculionidae). Los xiléfagos pueden producir dos tipos de dafios en los
pinares: uno menos importante realizado por los adultos durante su alimentacion y el
principal realizado por las larvas, que excavan sus galerfas y se alimentan en el floema. Se ha
demostrado que el ataque de Hylobius abietis provoca un aumento de los canales resiniferos
en el xilema de P. pinaster, como medida de defensa contra el insecto (Moreira et al. 2008).
En la Tabla 2 aparece un listado de los coledpteros xiléfagos capturados en 2008 sobre
plantas adultas de P. pinaster después de un incendio (Santolamazza-Carbone S., no

publicado).

;axfm — 1N4 Tabla 2. Coledpteros xil6fagos
I i”zz;i ZZ}Z:‘Z 1;9 capturados en 2008 sobre plantas
Pissodes castanens 7 adultas de P. pinaster después de un
Fylurgus ligniperda 62 incendio (Santolamazza-Carbone S.,
Buprestidae 50 no publicado).

Sirex: juvencus 26

Cerambycidae 24

Hylastes ater 23

Anobinm punctatus 23

Xyleborus sp. 21

Elateridae 21

Pityogenes calcaratus 18

Hylastes angustatus 8

Orthotomicus sp. 1

Entre los organismos que colonizan las raices de P. pinaster destacan principalmente los
hongos patdgenos, entre los cuales se encuentra Amwillaria mellea (Vahl) P. Kumm.,
ampliamente distribuida en Galicia (Rodriguez Soalleiro et al. 1997). Este hongo ataca a
arboles jovenes cuando el sistema radicular presenta alguna herida, o bien a arboles
estresados por sequias persistentes, frio, asfixia radicular, excesiva humedad del suelo o
compactacion, ataque de insectos defoliadores o replantaciéon sobre suelos infectados. Su
propagacion se efectia por rizomorfos o por contacto entre raices de arboles enfermos y
sanos (Fox 2000). Otro hongo que aparece frecuentemente asociado a P. pinaster es
Leptographium serpens (Goid.) M.J. Wingf. (Ascomycota), que provoca el azulado de la
madera y la pérdida de crecimiento. Esta patogeno suele aparecer como consecuencia de las
quemas de los restos de podas en los montes, ya que el fuego de las hogueras dafia las
raices de P. pinaster y elimina hongos antagonistas de L. serpens, tal y como Trichoderma viride
Pers.. Debido al rapido crecimiento de L. serpens y a la lenta recuperacion de T. viride, el
hongo patégeno coloniza facilmente las raices dafiadas por el fuego (Fernandez de Ana

Magan 1982). También es habitual que los escolitidos se asocien con hongos que provocan
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el azulado de la madera, estableciendo una relacién mutualista que afecta negativamente al

arbol hospedador (Six 2003).

Figura 10. Lactarius deliciosus (a), Boletus pinicola (b), Tricholoma portentosum (c), Boletus edulis (d),
Cantharellus cibarius (e).

Las rafces del pino maritimo son colonizadas también por hongos ectomicorricicos
estableciéndose una relacién de simbiosis de la que dependen ambos organismos. El papel
de las micorrizas es fundamental en los ecosistemas forestales, tanto para el hongo como
para la planta hospedadora porque el hongo recibe los hidratos de carbono producto de la

fotosintesis del pino mientras que la planta recibe principalmente fésforo y nitrégeno
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(Smith & Read 1997). El pinar de pino maritimo es uno de los ecosistemas forestales de
mayor interés para el aprovechamiento de las setas que producen los hongos micorricicos
(Fig. 10). Las especies de mayor consumo e interés econdémico son Boletus aereus, B. edulis, B.
pinicola, Cantharellus cibarius y Lactarius deliciosus. Loos aprovechamientos micologicos también
aportan un beneficio de caracter social, ya que las personas aficionadas a la micologia
valoran y fomentan la conservacioén del monte y de sus recursos (Rodriguez Soalleiro et al.

1997; Fernandez de Ana Magan & Rodriguez Fernandez 2000).
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INTERACCIONES ENTRE INSECTOS DEFOLIADORES Y HONGOS SIMBIONTES

2.1. Introduccion

2.1.1. Los hongos micorticicos

El botanico aleman Albert Bernhard Frank, en 1885, fue el primero en utilizar el término
micorriza, del griego mykes (hongo) y rhiza (raiz), para describir la estructura y el
funcionamiento de la relacién simbidtica que se establece entre un hongo y la raiz de una
planta superior (Trappe 2005). El cientifico postulé que esta simbiosis era mutualista,
puesto que ambos seres parecian beneficiarse de tal asociacion (Allen 1991). La simbiosis
micorricica ha evolucionado como un mecanismo de supervivencia para las plantas y los
hongos permitiendo a ambos establecerse y sobrevivir en condiciones extremas,
provocadas por ejemplo por suelos pobres en nutrientes, altas temperaturas o intensos
periodos de sequia (Harley & Smith 1983; Molina et al. 1992). A pesar de que en realidad la
relaciéon micorricica se mueve a lo largo de un continunm que va desde el parasitismo al
mutualismo, generalmente esta simbiosis es considerada como un ejemplo clasico de

mutualismo (Johnson et al. 1997).

La simbiosis micorricica afecta principalmente al intercambio de nutrientes entre el hongo y
la planta hospedadora (Read & Pérez-Moreno 2003). Los hongos que establecen esta
relacién reciben los hidratos de carbono producto de la fotosintesis de la planta
hospedadora, mientras que la planta obtiene principalmente foésforo y nitrégeno, gracias a
la compleja red de hifas fungicas que los captan del suelo. Las micorrizas incrementan la
absorcion del agua, contribuyen a la agregacion y estabilizacion de las particulas del suelo,
aumentan la resistencia de la planta ante condiciones de estrés bidtico y/o abidtico
(salinidad, herbivoria, patégenos radiculares, metales pesados) y establecen conexiones
entre las raices de los arboles cercanos favoreciendo asi el intercambio de nutrientes

(Ingham & Molina 1991; Smith & Read 1997; Bogeat-Triboulot et al. 2004)

En 1973, el investigador David H. Lewis fue el primero en describir el intercambio
bidireccional que se establece entre ambos organismos (Lewis 1973). El cientifico ademas
dividi6 las micorrizas en dos grandes grupos: las ectomicorrizas y las endomicorrizas.
Dentro de esta ultima categoria diferencié tres tipos: vesiculo-arbusculares, ericaceas y

orquidaceas.
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Actualmente se reconocen siete tipos de micorrizas en funcién de su morfologfa, anatomia
y ecologia (Smith & Read 1997): las micorrizas vesiculo-arbusculares (VA) o
endomicorrizas propiamente dichas, las ectomicorrizas (ECM), las ectendomicorrizas, las
micorrizas arbutoides, las monotropoides, las ericoides y las orquidoides (Fig. 11). En la
Tabla 3 aparecen resumidas las principales caracteristicas de cada tipo de micorriza que

brevemente se describen a continuacion.

ECTOMICORRIZA /i
f/

/ Rizomorfo

Hifas que ' \ S ) \/ | ,///
emanan
AN \ :
/ ‘ l\ L‘ Red de Hartig
\ I VESICULO
ISA% ./ ARBUSCULAR
- &
rbL’lscqu
O5'p

) O VK
e (s 4y BB /1y
I
ARBUTOIDE - .- g
ECTENDOMICORRIZA

vascular ; / =)

ERICOIDE

Figura 11. Anatomia de los distintos tipos de micorrizas en un corte transversal de la raiz
(adaptada de Selosse & Le Tacon 1998).

Micorrizas vesiculo-arbusculares (VA) o endomicottizas

Son las mas comunes y se forman gracias a la asociaciéon de los hongos del orden Glomales
(Glomeromycota) con las raices de gimnospermas, angiospermas, briéfitos y pteridofitos.
También fueron las primeras en aparecer, ya que se han encontrado esporas de estos
organismos en estratos de hasta 400 millones de afios de antigliedad (Pirozynski & Dalpe

1989), y son las unicas formadas por hongos aseptados (Smith & Read 1997). Los hongos
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que las forman se caracterizan por colonizar intracelularmente el cértex radical sin formar
un manto externo que se pueda detectar a simple vista. Por esta razén para encontrarlas es
necesario proceder a la tincién del tejido radical, ya que no inducen ningin cambio
morfologico externo en la raiz de la planta. Las hifas inicialmente se introducen en los
espacios intercelulares, y luego penetran en el interior de las células formando vesiculas y
arbusculos (Fig. 11). Los arbusculos son estructuras muy ramificadas en donde se produce
el intercambio de nutrientes entre los dos simbiontes. Las vesiculas son esporas

redondeadas de pared engrosada, que en realidad no aparecen en todas las endomicorrizas.

Ectomicorrizas (ECM)

El término ectomicorriza fue propuesto en 1969 por el botanico Bruno Peyronel (Peyronel
et al. 1969). Las ECM estan formadas en mayor parte por hongos Basidiomycota, en menor
medida por hongos Ascomycota, y excepcionalmente por hongos Glomeromycota. El
micelio del hongo rodea la raiz formando un manto fungico externo, mientras que las hifas
se ramifican repetidamente por los espacios intercelulares formando la red de Hartig (Fig.
11). La red de Hartig es la zona en donde se produce el intercambio de nutrientes. En las
Angiospermas, las hifas del hongo reducen su penetraciéon a la epidermis de la planta,
mientras que en las gimnospermas llegan hasta las células corticales, extendiéndose en
ocasiones incluso hasta la endodermis (Smith & Read 1997). Es frecuente la aparicién de
otros elementos caracteristicos como las hifas, los rizomorfos, formados por agregados
lineares de hifas, y los cistidios, que son células especializadas con multiples formas que
aparecen sobre el manto (Agerer 2006; Nakamori & Suzuki 2007). Desde el punto de vista
de la planta, las raices sufren evidentes cambios morfoldgicos, reduciendo su crecimiento
en longitud y experimentando una intensa y abundante ramificaciéon (Smith & Read 1997).
La estructura del manto externo varfa segun la edad del hongo, el tipo de hospedador, el
tipo de suelo, aunque es bastante caracteristico para cada género (Agerer, 2001). El micelio
puede ser muy laxo, como en el caso de los géneros Russula y Lactarius, o muy compacto
con grandes cordones de hifas (rizomorfos) que se extienden a larga distancia, como en los
géneros Suillus y Scleroderma. La importancia de las ECM se fundamenta no sélo en su
interés forestal, en consideracion del tipo de planta que las forman, sino también en el
interés econémico de los hongos que intervienen (Fernandez de Ana Magan & Rodriguez

Fernandez 2000).
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Ectendomicorrizas

Se forman principalmente en los géneros Pinus y Larix. En un principio, los hongos que las
constituyen se clasificaron como E-strain (Mikola 1965), aunque después gracias a la
utilizaciéon de las técnicas moleculares, se ha comprobado que pertenecen a un reducido
numero de hongos Ascomycota: Sphaerosporella brunnea, Phialophora finlandia, Chloridinm
paucisporum y especies del género Wikoxina (Menkis 2004). Al igual que las ECM, presentan
un manto externo fino que envuelve la raiz y una red de Hartig bien desarrollada, aunque a
diferencia de estas, sus hifas también penetran dentro de las células de la planta formando

tirabuzones (Fig. 11).

Micortrizas arbutoides

Se trata de micorrizas formadas por las plantas del orden Ericales, concretamente los
géneros Arbutus y Arctostaphylos, y por algunos géneros de la subfamilia Pyrolae. Los hongos
que las forman son principalmente Laccaria laccata, Pisolithus tinctorius, Thelephora terrestris o
Cenococcum geophilum, que en realidad suelen formar también ECM si se asocian con otros
géneros vegetales. Al principio fueron consideradas un tipo de ectendomicorrizas, pero
luego se ha demostrado que presentan algunas peculiaridades en su estructura, suficientes
para considerarlas un tipo distinto (Peterson et al. 2004). De hecho al igual que las
ectendomicortizas, las hifas de las arbutoides forman un manto externo alrededor de la
raiz, una red de Hartig y tirabuzones en el interior de las células del cortex radical (Fig. 11).
Sin embargo a diferencia de estas, tanto la red de Hartig como los tirabuzones se limitan a

la epidermis de la raiz y no penetran en la endodermis.

Monotropoides

Este tipo de micorriza se forma en las plantas del orden Ericales pertenecientes a la familia
Monotropoidaceae, cuya caracteristica principal es la ausencia de clorofila. Los hongos que
las mantienen son Basidiomycota de los géneros T7icholoma, Hydnellum, Russula y Rhizopogon,
y generalmente pueden formar también ECM con otras familias de plantas (Cullings et al.
1996). Tienen una estructura parecida a las ECM ya que presentan la red de Hartig y un
manto externo que puede llegar a ser muy grueso. Sin embargo, las monotropoides
presentan una caracteristica Unica: unas cortas hifas, que se originan en la red de Hartig o
en el manto, con forma de haustorios que penetran en las células de la epidermis radical

(Fig. 11). Estas estructuras altamente especializadas intervienen en el desarrollo y floracion
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de la planta hospedadora. De hecho, la familia Monotropoidaceae depende de los hongos
micorricicos para la germinacion de las semillas y el crecimiento de las plantulas. Estas
plantas se definen por lo tanto micoheterotroficas, ya que sus hongos micorricicos
establecen una conexion con las raices de arboles cercanos que realizan la fotosintesis y, a

través de las hifas, obtienen el carbono necesario para su crecimento (Peterson et al 2004).

Ericoides

Este tipo de micorriza se forma entre los hongos Ascomycota y las plantas del orden
Ericales, concretamente de las familias Ericaceae (excepto Arcthostaphyllos y Arbutus),
Empetraceaec y Epacridaceae. Estos hongos desarrollan hifas intracelulares pero no
presentan ni manto externo ni red de Hartig (Fig. 11). La mayorfa de las plantas
hospedadoras crecen en suelos en donde la mayoria de nutrientes estan presentes en forma
organica y por eso no disponibles para ellas sin la ayuda de los hongos (Smith and Read

2008).

Orquidoides

Esta relacién simbidtica se establece entre los hongos Basidiomycota del género Rhzzoctonia,
y plantas de la familia Orchidaceae, que carecen de clorofila al menos en algin momento de
su desarrollo. Hay evidencias de la existencia de un flujo bidireccional de carbono entre
ambos organismos, ya que resultados recientes sugieren que el C y el N derivados de
aminoacidos pueden ser asimilados por los hongos micorricicos y transferidos a la planta
(Cameron et al. 2006). Estas micorrizas no forman ni manto ni red de Hartig, aunque

desarrollan tirabuzones dentro de las células del cortex radical (Fig. 11).

Las micorrizas tienen una gran importancia para el funcionamiento y el mantenimiento de
la biodiversidad vegetal de los ecosistemas de las regiones boreales y templadas (Grime et
al. 1987; Allen 1991; van der Heijden et al. 1998) y tropicales (Pérez-Moreno & Ferrera-
Cerrato 1997; Moyersoen et al. 1998a; Moyersoen et al. 1998b; Newbery et al. 2000;
Moyersoen et al. 2001). En la actualidad se estima que el 85% de las plantas vasculares son
dependientes de las micorrizas (Kirk et al. 2001). Sin embargo, aunque esta asociacion
simbidtica se ha estudiado durante varias décadas, debido a la complejidad del reino Fungi,
estamos todavia lejos de conocetla a fondo. Por otra parte, la mayoria de los estudios sobre
las comunidades de los hongos micorricicos han sido principalmente descriptivos y existen

pocos experimentos sobre la interaccién de estos simbiontes con organismos de otros
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niveles tréficos que se hospedan en la misma planta (Taylor & Alexander 2005). Es
necesario un estudio mas intenso sobre los mecanismos de esta simbiosis para poder

entender las consecuencias ecolégicas que la caracterizan (Whitfield 2007).

Tabla 3. Caracteristicas de los diferentes tipos de micortizas (Smith & Read 1997).

VA ECM Ectendo  Arbutoides Monotropoides Ericoides Orquidaceas

H
ongos B + + + + + =+
septados
Hongos
aseptados + - - - N - -
Aclorofilas + / - - _ _ + _ +
.Colonizaci(')n + ~ + + + + +
intracelular
Manto - + +/- +/- + - -
Red de Hartig - + + + + - -
Tirabuzones + - + + - + +
Vesiculas + / - - - - _ _ _
Basidio . . .
Hongos Glomero Asco Basidio Basidio Basidio Asco Basidio
simbiontes Asco
(Glomero)

Bryo
I’.lant.as P‘t_e rido Glm_no Glm_no Ericales Monotropoideae Fricales Otrchidales
simbiontes Gimno Angio Angio Bryo

Angio

Leyenda: VAM (micorrizas vesiculo- arbusculares), ECM (ectomicorrizas), Ectendo (ectendomicorrizas),
Glomero (Glomeromycota), Basidio (Basidiomycota), Asco (Ascomycota), Bryo (Bryophyta), Pterido
(Pteridophyta), Gimno (Gimnospermas), Angio (Angiospermas).

Se ha demostrado que las micorrizas influyen en el intercambio de nitrégeno y fosforo
(Arnebrant et al. 1993; Wallenda et al. 2000; Read & Pérez-Moreno 2003), en la
distribucién de carbono en la planta (Simard et al. 1997; Saikkonen et al. 1999; Nehls &
Hampp 2000) y en la captacion de agua (Querejeta et al. 2003; Plamboeck et al. 2007).
Ademas incrementan la tolerancia a la sequia (Ingham & Molina 1991; Swaty et al. 2004), a
la salinidad (Diouf et al. 2005) y a los metales pesados (Jentschke & Godbold 2000) y
proporcionan proteccion frente a los patdgenos del suelo (Ingham & Molina 1991). Su
producciéon de biomasa es excepcional: se ha estimado que 1 m de raiz colonizada por
hongos ectomicorricicos puede estar asociado con hasta 8 km de micelio fungico (Smith &
Read 1997), y que en 3 m* de suelo forestal puede existir suficiente micelio fingico para dar

una vuelta entera a la Tierra por el Ecuador (Leake et al. 2004).
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2.1.2. Ecologia de las ectomicortizas

La riqueza de especies y la diversidad taxonémica de los simbiontes ectomicorricicos es
enorme, lo que delata su importancia en los ecosistemas terrestres (Smith & Read 1997
Leake 2001; De Roman et al. 2005). Se conocen aproximadamente entre 6.000 y 10.000
especies de hongos ectomicorricicos asociados a 8000 especies de plantas (Taylor &
Alexander 2005; Agerer 2000). Su papel es fundamental en los ecosistemas forestales, ya
que las plantas hospedadoras, pertenecientes a las familias Befulaceae, Fagaceae, Pinaceae y
Salicaceae, revisten un gran interés ecologico y econémico (Smith & Read 1997). Una
revision bibliografica de las publicaciones producidas desde 1922 hasta 2006 sobre los
hongos ectomicorricicos asociados a P. pinaster (Anexo I), ha puesto de manifiesto la
existencia de 40 géneros y 199 especies de macromicetos asociados a una sola especie de

planta hospedadora (Pestafia Nieto & Santolamazza Carbone 2009).

Cuando se establece la asociacion entre las raices de una planta hospedadora y un hongo
ectomicorricico, se produce un cambio morfolégico muy evidente en la raiz de la planta, ya
que los apices radiculares reducen su crecimiento en longitud y se ramifican en abundancia.
Un claro ejemplo de este fendmeno son los hongos ectomicorricicos de los géneros Suillus
y Rbizopogon, que desarrollan en el suelo grandes cantidades de apices micorrizados,
formando un manto fingico muy denso (Agerer 1999). Ademas, diferentes tipos de plantas
pueden compartir el mismo hongo ectomicorricico y estar conectadas entre ellas, creando
un flujo bidireccional de carbono, tal y como se ha demostrado para Betula papyrifera y

Psendotsuga menziesii utilizando isétopos radioactivos (Simard et al. 2002).

Muchos estudios ecoldgicos se han basado exclusivamente en el muestreo de las
fructificaciones (setas o carpéforos), asumiendo que su produccion reflejaba la abundancia
relativa de cada especie y la composicion de las comunidades fungicas asociadas a las rafces
(Jumpponen et al. 1999; Richard et al. 2004; Martin-Pinto et al. 2006; Fernandez-Toiran et
al. 2000). Sin embargo, se ha estimado que aproximadamente sélo un 20-30% de la
comunidad de micorrizas produce fructificaciones (Dahlberg 2001). Esto significa que los
muestreos de setas proporcionan una informacién incompleta, ya que especies fungicas que
son abundantes en forma de fructificaciones no lo son a nivel de los apices radicales y
viceversa (Jonsson et al. 1999). Investigaciones llevadas a cabo en Norte América y Europa,
han confirmado esta situaciéon demostrando que los hongos dominantes en una comunidad

ectomicorricica asociada a coniferas pertenecen principalmente al phylum Ascomycota y a
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las familias Corticiaceae y Thelephoraceae (Basidiomycota), que no suelen producir
estructuras reproductoras conspicuas, y que por lo que no son detectados en los muestreos

de fructificaciones (Gardes & Bruns 1996; Gehring et al. 1998).

En la actualidad, el numero de especies de ECM identificadas, sea en el phylum
Ascomycota (Tedersoo et al. 2006) que en el Basidiomycota (Koljalg et al. 2000), se esta
incrementando constantemente debido a la aplicacion de los métodos moleculares (Horton
& Bruns 2001). Se ha demostrado ademds que hay arboles capaces de establecer
simultaneamente asociaciones con distintos tipos de micorrizas. Los miembros de los
géneros Populus y Alnus por ejemplo, son capaces de formar a la vez micorrizas VA y ECM
en la misma raiz (Lodge 1989; Cervantes & Rodriguez-Barrueco 1992). En caso de
colonizaciéon mixta, durante el crecimiento de la planta la sucesion de especies fungicas pasa
por una mayor presencia inicial de micorrizas VA, y luego procede con un progresivo

aumento de ECM (Chen et al. 2000).

La adquisicioén de nutrientes por parte de los arboles se produce principalmente a través de
los hongos ectomicorricicos, gracias a la capacidad de sus micelios de colonizar todas las
regiones del suelo ricas en nutrientes (Bucking et al. 2002; Taylor & Peterson 2005). De
hecho se ha demostrado que la absorcion a través de las hifas es mas eficiente que en las
raices sin colonizacién, debido al volumen del micelio, que se desarrolla mas alla de la zona
cubierta por las raices (Yanai et al. 1995; Simard et al. 2002). Ademas, a través de su arsenal
de enzimas, las ECM explotan formas organicas de nitrégeno y fésforo que serfan
inaccesibles de otra manera para la planta hospedadora (Read & Pérez-Moreno 2003). El
acido oxalico que secretan las hifas de las ECM puede movilizar nutrientes inorganicos
como fésforo, potasio, calcio y magnesio a través de la erosion mineral (Landeweert et al.
2001). Sin embargo esta habilidad para movilizar nutrientes organicos e inorganicos varia
en funcion de las especies de ECM, lo cual significa que no todas las micorrizas aportan los

mismos beneficios a la planta.

La actividad de las ECM depende de la actividad fotosintética de la planta hospedadora, y
es consabido que estos hongos actian como sumideros de carbono, generando una
retroalimentacién positiva para la adquisicion de carbono por parte del hospedador
(Hogberg et al. 2008). En realidad, la dinamica de la asignacién del carbono organico en la
simbiosis ectomicorricica depende de 1) la intensidad de la actividad fotosintética de la

planta hospedadora, 2) la disponibilidad de nutrientes, 3) las especies fungicas que

34



INTERACCIONES ENTRE INSECTOS DEFOLIADORES Y HONGOS SIMBIONTES

participan y 4) la intensidad del intercambio de nutrientes entre los dos simbiontes. De
hecho, pequefios cambios en las condiciones de luz que afectan a la planta hospedadora se
traducen en una reduccion del crecimiento y de la respiraciéon de los hongos (Heinemeyer
et al. 2007). Para prevenir que el mutualismo se convierta en parasitismo, la planta
hospedadora puede regular el flujo de carbohidratos que asigna a los hongos micorricicos

que colonizan sus raices (Johnson et al. 1997).

El carbono fijado es transportado desde el hospedador hasta los tejidos del hongo en
forma de acidos organicos y azucares solubles, como la sacarosa, que no puede ser utilizada
directamente por las ECM (Salzer & Hager 1991; Nehls et al. 2007). Por consiguiente, la
sacarosa primero debe ser hidrolizada por la invertasa acida, localizada en el apoplasto de
las células vegetales. Todo el proceso se lleva a cabo en el espacio que hay entre las células
del hongo y las células de la planta, es decir en la red de Hartig (Salzer & Hager 1991). La
regulaciéon de la actividad de la invertasa acida se convierte entonces en la principal
herramienta que la planta utiliza para controlar el flujo de carbono hacia las ECM (Nehls &
Hampp 2000; Wright et al. 2000). Una elevada concentraciéon de monosacaridos en el
apoplasto estimula el transporte de carbono hacia el hongo, aumentando la actividad de las
ECM como sumidero de carbono (Hampp et al. 1999). Ademas, se ha demostrado que
algunos genes implicados en el transporte de monosacaridos influencian la simbiosis
ectomicorricica, de manera que la planta hospedadora puede en algunos casos competir
con el hongo por los carbohidratos (Grunze et al. 2004). Esta competencia se puede
producir en caso de que el consumo de carbono supere los beneficios nutricionales que
aporta el hongo simbionte. También la longevidad de las raices finas esta muy relacionada
con la disponibilidad de nutrientes en el suelo, especialmente el nitrégeno, lo que implica
que la asignacién de carbono a las rafces continda mientras los hongos aporten beneficios
nutricionales (Burton et al. 2000). Esto significa que, en teorfa, el hospedador podria dejar
de alimentar de manera selectiva a esos apices micorrizados en donde el coste de carbono
cedido supere a los beneficios obtenidos en forma de nutrientes minerales (Hoeksema &

Kummel 2003).

El consumo de carbono por parte de las ECM varia segin la especie y también dentro de la
misma especie en funcién de su actividad. La biomasa fingica es una medida importante
para estimar el coste de carbono que le supone a la planta hospedadora mantener la
simbiosis. Estudios de laboratorio han demostrado que las ECM que presentan un mayor

desarrollo del micelio externo, y requieren mas carbono que los hongos que producen un
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micelio mas laxo y por lo tanto una biomasa fungica reducida (Colpaert et al. 1992;
Gorissen & Kuyper 2000). Muchas ECM son capaces de producir enzimas extracelulares
para explotar los nutrientes presentes en forma organica (Read & Pérez-Moreno 2003),
necesitando asi un mayor aporte de energia por parte del hospedador. Por ejemplo,
miembros de los géneros Lactarius y Russula muestran una elevada actividad enzimatica, lo
que supone un gran coste de carbono, pero en cambio producen poco micelio externo
(Agerer 2001). Ademas, el consumo de carbono de las ECM se ve afectado por su
respiracion, que varia a nivel intra- e inter-especifico, mostrando ademas una variaciéon en el
tiempo en funcién de la asimilaciéon de nutrientes (Bidartondo et al. 2001; Fransson et al.
2007). La cantidad de carbono asignada a las ECM depende también de la edad de la raiz.
De hecho, se ha demostrado que la planta reduce la asignaciéon de carbono a los 4pices
micorricicos senescentes (Durall et al. 1994). En realidad los hongos ectomicorricicos
prolongan la vida de las raices finas, y de hecho mantienen su actividad de sumideros de

carbono durante un largo periodo de tiempo (Pregitzer 2002).

2.1.3. El analisis molecular para la identificacién de las ectomicorrizas

El método morfolégico para la identificacion de las ECM se basa en la descripcion de las
principales caracteristicas anatomicas y morfologicas de estos organismos, llegando a la
determinaciéon de un “morfotipo” (Last et al. 1979; Agerer 1987-2002; Ingleby et al. 1990;
Agerer 1991). Extraer una micorriza directamente de la raiz de la planta permite ademas
establecer con seguridad su rango de hospedadores, a diferencia de lo que ocurre con los
carpoforos, para los cuales es dificil establecer con exactitud la identidad del arbol asociado
(Agerer 1987-2002; Massicotte et al. 1999). El sistema de descripciéon morfolégico mas
utilizado para la identificacion de ECM es el descrito por Agerer (Agerer 1987-2002). Segun
este sistema, las caracteristicas mas importantes son la estructura del manto y los elementos
que emanan, como por ejemplo los rizomorfos, las hifas y los cistidios. Otras caracteristicas
como el color o el tipo de ramificacion, tienen menos peso en este sistema de clasificacion
en consideracion de su gran variabilidad (Agerer 1999; Agerer 2006). De todas formas, este
método presenta muchas limitaciones, ya que 1) el nimero de hongos sin identificar es
todavia muy alto (Nylund et al. 1995), 2) la morfologfa de una especie determinada puede
variar en funcién de su edad, del tipo de suelo o de la planta hospedadora (Egger 1995) vy,
3) existen micorrizas que presentan una morfologfa muy parecida a pesar de pertenecer a
taxones diferentes y viceversa (Egger 1995; Wurzburger et al. 2001; Menkis et al. 2005;

Pestafia Nieto & Santolamazza Carbone 2009).
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La aplicacion de los métodos moleculares ha representado sin duda un enorme avance en el
estudio de las comunidades de micorrizas (Gardes & Bruns 1993; Egger 1995; Gehring et
al. 1998; Horton & Bruns 2001; Sakakibara et al. 2002; Horton 2002; Bruns & Shefferson
2004). Estos métodos permiten extraer ADN a partir de pocos miligramos de las
estructuras vegetativas (dpices micorricicos) que, como ya se ha dicho antes, son muy
dificiles de identificar utilizando dnicamente la caracterizacién morfologica. La aplicacion
de los métodos moleculares ha demostrado que los hongos micorricicos que predominan
en forma de carpéforos no son necesariamente los que predominan en forma de apices
micorrizados, y que el numero de especies identificadas se incrementa de manera
significativa cuando se combinan los datos de los muestreos de carpéforos con los
resultados del analisis de ADN de los apices micorricicos (Gardes & Bruns 1996; Gehring
et al. 1998; Jonsson et al. 1999; Koljalg et al. 2000; Wurzburger et al. 2001; Dahlberg 2001;
Horton & Bruns 2001; Tedersoo et al. 2003; Pestafia Nieto & Santolamazza Carbone
2009). Jonsson et al. (1999) encontraron que las especies de ECM que fructifican son
menos del 30% del nimero total de ECM que se asocian a las raices de Pinus sylvestris. Esto
es debido principalmente al hecho de que especies pertenecientes a las familias
Thelephoraceae o Corticeaceae, generalmente muy abundantes, no forman fructificaciones

conspicuas (Gardes & Bruns 1996; Dahlberg et al. 1997; Karen & Nylund 1997).

El primer paso para la identificacién molecular de un hongo es la extraccion de ADN y su
amplificacion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain
Reaction) (White et al. 1990; Gardes & Bruns 1993). Esta técnica consiste en la sintesis
vitro de ADN gracias a la accion catalizadora de la enzima Taq ADN Polimerasa, aislada de
la bacteria Thermus aquaticus (Saiki et al. 1988), y al principio de complementariedad de las
bases del ADN (Mullis & Faloona 1987). I.a PCR permite obtener un elevado numero de
copias de fragmentos especificos de ADN, partiendo incluso de una unica copia inicial de
ADN molde. Los componentes principales de la reaccion de PCR son: 1) la enzima Taq
ADN Polimerasa, que cataliza la reacciéon de duplicacion, 2) los cebadores (primers),
fragmentos sintéticos de ADN monocatenario compuestos por 18-25 nucleétidos
complementarios a las secuencias que flanquean las regiones del ADN a amplificar, 3) el
tampon de amplificacion (MgCl,), que crea un medio quimico adecuado para el correcto
funcionamiento de la enzima y 4) los desoxirribonucleétidos (ANTPs) que son las bases

necesarias para sintetizar las nuevas cadenas de ADN a partir de la secuencia molde.
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La PCR consiste basicamente en la repeticion de ciclos de temperatura con el fin de
favorecer la actividad de la ADN polimerasa, para obtener una cantidad de ADN suficiente
para su deteccion mediante electroforésis. La técnica consta de tres pasos fundamentales
que se llevan a cabo en un termociclador. La primera etapa es la desnaturalizacién del ADN
molde, que se obtiene aplicando durante unos minutos una temperatura de 95°C para
provocar la rotura de los puentes de hidrégeno intercatenarios y separar las dos hebras del
ADN molde. La segunda etapa se desarrolla a una temperatura de 30-40°C, y prevé la
hibridacién o anillamiento de los cebadores a las secuencias 3’—5’ que flanquean los
fragmentos diana que seran duplicados. La tercera etapa, que se realiza a 72°C durante unos
minutos, prevé la elongacion de los fragmentos diana por acciéon de la ADN polimerasa,
que agrega los nucleétidos complementarios a la secuencia. Estas tres fases se repiten
durante 40-45 ciclos, utilizando como molde en cada ciclo el ADN obtenido en el ciclo
anterior. Como resultado de la amplificacién se generan millones de copias del ADN
molde, cuyo tamafio y concentracion se pueden determinar mediante electroforesis en gel

de agarosa (Peay et al. 2008).

Con los productos de la PCR se realiza luego una secuenciacion directa (direct sequencing) que
permite determinar la sucesion exacta de los nucleétidos que componen el ADN problema.
La secuencia resultante, con una longitud entre 500 y 700 pares de bases, se compara con
las secuencias almacenadas en las bases de datos internacionales de libre acceso, como por
ejemplo GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html), disponible online
a través del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Sin embargo, esta
base de datos presenta algunas limitaciones, ya que algunas secuencias puede ser de mala
calidad o contener errores (Peay et al. 2008). Debido a este problema, se estan creando
bases de datos especificas de ADN de micorrizas, como UNITE (Koljalg et al. 2005) y
FESIN (The Fungal Environmental Sampling and Informatics Network) (Bruns et al.
2008), que utilizan principalmente secuencias introducidas por expertos en la materia, por

lo que su fiabilidad y calidad es mucho mayor (Peay et al. 2008).

Actualmente se esta poniendo a punto otra técnica de secuenciacion que prevé la clonacion
previa de los fragmentos de ADN problema (Peay et al. 2008). Al igual que en la
secuenciacion directa, el ADN es primero extraido y luego amplificado mediante PCR.
Sucesivamente, los productos de la PCR son examinados mediante electroforesis y los
fragmentos del tamafio molecular correspondiente a las especies que se quiere identificar,

son seleccionados. Estos fragmentos son insertados en un vector de clonacion,
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introducidos en células bacterianas, como por ejemplo Escherichia coli, y cultivados. Se
seleccionan luego las células que contienen el ADN problema utilizando un medio de
cultivo con antibiéticos, como la ampicilina, hacia el cual el vector es resistente. En
alternativa, las colonias de las células clonadas son seleccionadas en funcién del color, ya
que al contener el vector se produce la alteracion de la lectura del gen de la $-galactosidasa.
Las colonias de las células son amplificadas finalmente mediante PCR, y seleccionadas
mediante electroforesis. Los fragmentos del tamafio adecuado (~700pb), son luego
purificados y secuenciados para su identificaciéon taxonémica. Estudios recientes han
demostrado que la clonacién permite identificar mas especies que la secuenciacién directa,
sobre todo en apices radicales de gran tamafio que pueden estar colonizados por varias
especies de ECM (Lindner & Banik 2009). Tal caracteristica hace que este método sea el
mas apropiado para la identificaciéon de ECM a partir de muestras de suelo (Landeweert et
at. 2003). Analizando directamente los micelios del suelo se reduce notablemente el tiempo
necesario para la manipulacion, seleccion y limpieza de las muestras (Landeweert et at.
2003; Renker et al. 2006; Smith et al. 2007). Se ha demostrado ademas que la riqueza de
especies de ECM presentes en el suelo es mayor que a nivel de las raices (Landeweert et at.
2005). Sin embargo, este método no permite asegurar de que planta hospedadora proviene

el micelio.

El estudio de las secuencias de ADN ribosémico (ADNr) ha proporcionado mucha
informacién para la identificacién de las micorrizas (Horton & Bruns 2001). E1 ADNr esta
muy conservado y aparece repetido multiples veces en el genoma de los organismos.
Comprende entre otras, las regiones codificantes del gen de la subunidad pequefia (18S), el
gen 5.85, el gen de la subunidad grande (28S) y las regiones no codificantes denominadas
ITS (Internal Transcribed Spacer) (Fig. 12). Estas regiones tienen un elevado polimorfismo
interespecifico que les convierte en herramientas utiles para estudios filogenéticos, mientras
que varfan muy poco dentro de la misma especie (Gardes & Bruns 1993; Egger 1995;

Gehring et al. 1998; Horton & Bruns 2001; Sakakibara et al. 2002).

Los ITS estan formados por 600-900 pares de bases, incluyendo el gen 5.8S, y pueden ser
facilmente amplificados utilizando los cebadores universales ITS1 e ITS4, disefiados para
amplificar secuencias de ADN de muchos organismos (White et al. 1990; Gardes et al.
1991), los cebadores especificos para hongos (ITS1F e ITS4), los cebadores especificos
para Basidiomycetes (ITS1F e ITS4B) (Gardes & Bruns 1993; Cullings et al. 1996; Karen et
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al. 1997) y los cebadores especificos para Ascomycetes (ITS5 e I'TS4A) (Larena et al. 1999)
(Tabla 4).

5’ 3,
ITSIF— ITS5— ITSI— ITS3—

18S

28S

«—ITS4 —ITS4B
—ITS4A

—ITS?

Figura 12. Fragmento de ADNr donde se observan las regiones codificantes del gen de la
subunidad pequefia (18S), el gen 5.85, el gen de la subunidad grande (28S) y las regiones
variables ITS. En cursiva aparecen los principales cebadores y su sitio de unién con la secuencia

de ADN.

Sin embargo, los ITS presentan una limitacién, ya que no tienen suficiente variabilidad
intraespecifica para diferenciar entre individuos de la misma especie o entre especies muy

cercanas entre si (Gardes & Bruns 1993; Cullings et al. 1996; Karen et al. 1997).

Tabla 4. Sequencias de los principales cebadores utilizados para amplificar ADN de ECM.

Cebador Secuencia 5' — 3'

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
1TS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS4A CGCCGTTACTGGGGCAATCCCT
1TS4B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Otra técnica utilizada para el estudio de las micorrizas, es el polimorfismo de longitud de
los fragmentos de restriccion o RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
(Karen et al. 1997), que se basa en el principio segun el cual distintos organismos llevan los
sitios de restriccion en diferentes puntos de la cadena de ADN. Por consiguiente, las

secuencias de restriccion de organismos pertenecientes al mismo taxén o a diferentes
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taxones, presentaran distintos patrones de distancia, longitud y disposicion en el ADN, por
lo que se dice que la poblacién es polimorfica para estos fragmentos de restriccion. El
analisis se lleva a cabo utilizando enzimas de restricciéon (endonucleasas) que cortan los
productos amplificados por PCR en los correspondientes sitios de restriccion. Los
fragmentos digeridos por las enzimas son posteriormente separados mediante
electroforesis y los patrones de bandas obtenidos son comparados con una base de datos,
normalmente obtenida a partir de muestras de carpéforos (Kiren & Nylund 1997). Los
resultados se utilizan también para construir arboles filogenéticos que permiten ubicar
taxon6émicamente la especie problema junto a las demas especies ya conocidas (Koljalg et
al. 2000). Sin embargo, esta técnica es menos precisa respecto a la secuenciacion directa y
presenta varias limitaciones, ya que las bases de datos se crean a partir de los carpéforos y
algunas especies de ECM no llegan a producirlos o los producen en formas de costras

(resupinatos), poco conspicuos y dificiles de observar (Horton 2002; Avis et al. 2000).

2.1.4. Interaccién entre las micorrizas, los herbivoros y las plantas

En ecologia forestal las investigaciones se han centrado principalmente en las poblaciones
de organismos que viven en la parte aérea de las plantas, ya que estos son mas faciles de
observar, muestrear y manipular experimentalmente que las comunidades de organismos
que viven en el subsuelo. Como consecuencia, existen menos estudios que analicen las
relaciones que se establecen entre los organismos que viven por encima y por debajo del
suelo (van der Putten et al. 2001), aunque si existen muchos trabajos que analizan por
separado sus efectos sobre las plantas (Gehring & Whitham 2002). En particular, las
interacciones entre los hongos micorricicos y otros niveles tréficos han recibido poca
atencion, probablemente debido a la gran dificultad de estudiar relaciones tan complejas

(Gehring & Whitham 2002; Smith & Read 2008).

La simbiosis micorricica afecta no s6lo a la planta en la cual se establece, si no que también
influye sobre la productividad y el ciclo de nutrientes del suelo y sobre la estructura y
diversidad de la comunidad de los organismos asociados a la planta, como por ejemplo los
insectos herbivoros, los parasitoides, los agentes de dispersion de semillas y los

polinizadores (Price 1997; Smith & Read 2008).
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2.1.4.1. Efecto de los herbivoros sobre los hongos micorricicos

Investigaciones recientes han demostrado que los hongos micorricicos y los insectos
interactuan entre ellos de una forma muy compleja (Gehring & Bennett 2009). En
concreto, se ha demostrado que los insectos pueden influir sobre los hongos
ectomicorricicos consumiendo hifas fungicas (micofagia), dispersando propagulos de
esporas, y consumiendo los tejidos fotosintéticos de la planta hospedadora (Smith & Read

2008).

Los herbivoros defoliadores provocan en la planta una pérdida de tejidos fotosintéticos, lo
que genera una disminucién de la capacidad de producciéon de hidratos de carbono,
afectando a la capacidad de la planta hospedadora para mantener su asociacién mutualista
con las micorrizas (Wallace 1981; Gehring & Whitham 1991; Gehring & Whitham 2002;
Wardle et al. 2004). Estos resultados son consistentes con estudios que demostraron como
el porcentaje de colonizacién de las micorrizas se reduce si la actividad fotosintética de la
planta disminuye, por ejemplo a causa de la sombra (Andersen & Rygiewicz 1991). En
otros casos se ha comprobado como eliminando los herbivoros aumenta
proporcionalmente la colonizacién de las raices por parte de hongos micorricicos (Gehring
& Whitham 1991; Del Vecchio et al. 1993; Gehring & Whitham 2002). Saikkonen et al
(1999), basandose en esta idea, establecieron que la limitacién fotosintética se traduce en un
cambio en las especies de ECM asociadas, disminuyendo las especies que necesitan mas
carbono y que producen mucha biomasa fingica, y aumentando las especies pioneras mas
frugales. Las micorrizas con baja demanda en carbono representan un gasto menor para la
planta hospedadora y son mas faciles de conservar ante una situaciéon de estrés en donde la
produccién de carbono esta limitada (Saikkonen et al. 1999; Markkola et al. 2004; Saravesi
et al. 2008). Es importante destacar que las micorrizas VA consumen entre un 10 y un 50%
(Simard et al. 2002) de la produccién total de carbohidratos, mientras que las ECM el 10-
20% (Jakobsen et al. 2002).

Los primeros estudios de revisiéon que se realizaron sobre la interaccién entre la herbivorfa
y la colonizacién de los hongos micorricicos en las familias Asteraceae, Fabaceae, Poaceae,
Solanaceae, Betulaceae y Pinaceae (Gehring & Whitham 1994), encontraron que la
reduccion de la parte aérea de la planta disminufa el porcentaje de colonizacion en 23 de las
37 plantas estudiadas, mientras que en 10 de ellas no se observo ningin efecto. Ademas se

registré un efecto positivo en dos casos: en plantas de las praderas de Serengeti (Panicum
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coloratumr) (Wallace 1981) y en plantas de soja (Glicine max) (Bayne et al. 1984).
Posteriormente se analizé el efecto de la herbivoria sobre 4 especies de plantas que forman
ECM y 1 que forma micorrizas VA, encontrando que la colonizacién micorricica se reducia
después de la defoliaciéon en todos los casos excepto para Pinus sylvestris (Markkola 1996;
Rossow et al. 1997; Gange & Bower 1997; Kolb et al. 1999). Gange y Bower (1997)
encontraron que la defoliaciéon provocada por la oruga del lepidoptero Arctia caja reducia la
colonizaciéon de micorrizas VA en especies herbaceas como Plantago lanceolada. En el primer
estudio que analizé el efecto de la herbivoria ocasionada por vertebrados sobre las
colonizaciéon de ECM, Rossow et al. (1997) encontraron que la defoliaciéon producida por
alces y liebres reducfa la colonizacién ectomicorricica en Populus balsamifera y Salix sp. Por
otra parte, en otros trabajos en donde se aplicé una defoliacion artificial a plantas de Pinus
sylvestris (Markkola 1996; Saikkonen et al. 1999; Kuikka et al. 2003; Saravesi et al. 2008) y
Betula pubescens (Markkola et al. 2004), no se observé ningun efecto sobre la colonizacion de
ECM. El mismo resultado se obtuvo esta vez con una defoliacién natural producida por
Lymantria dispar sobre Populus canadensis (KKosola et al. 2004). En la Tabla 5 aparece una
revisiéon de los articulos publicados desde 1991 hasta 2008, que analizan el efecto de la

herbivoria sobre la comunidad de ECM.

La herbivoria tiene efectos positivos (Gange et al. 2002a; Wamberg et al. 2003) o negativos
(Wamberg et al. 2003; Kula et al. 2005; Mueller et al. 2005; Currie et al. 2006) también
sobre la colonizacion radicular de las micorrizas VA. De hecho, estudios mas detallados
han demostrado que aunque la herbivoria no produzca a corto plazo una reducciéon de la
colonizaciéon de estas micorrizas, puede determinar cambios en el nimero de arbusculos,
que son las estructuras intervienen en el intercambio de nutrientes entre los hongos y la
planta (Wearn & Gange 2007). La variabilidad de la respuesta de las micorrizas VA a la
herbivoria esta relacionada generalmente con la edad de la planta (Wamberg et al. 2003) y
con el grado de defoliaciéon aplicado (Gange et al. 2002a). Recientemente ha sido
documentado el efecto positivo de la herbivoria producida por el acaro Tetranychus urticae
sobre la colonizacién de la micorriza VA Gigaspora margarita en plantas de Lotus japonicus, en
donde la colonizacién micorricica aument6 hasta un 24% después de la herbivoria con

respecto al control (Nishida et al. 2009).

Otro aspecto poco analizado es la influencia de los herbivoros sobre la riqueza y la
diversidad de la comunidad de ECM. También en este caso los resultados disponibles en la

literatura son contradictorios. El primer estudio que analiz6 el efecto de la herbivoria sobre
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la diversidad de especies fungicas, encontré que habia mas especies de micorrizas VA en las
parcelas en donde no se habfa producido herbivoria de ungulados durante los ultimos 19
afios, que en las parcelas donde las plantas habian sido comidas (Bethlenfalvay & Dakessian
1984). Resultados similares se obtuvieron en Pinus edulis, para el cual un ataque crénico de
la cochinilla defoliadora Matsucoccus acalyptus se tradujo en cambios de la estructura de la
comunidad de ECM asociada a las plantas mas susceptibles al ataque del insecto (Gehring
& Whitham 2002). Por otra parte, Saikkonen et al. (1999) detectaron un cambio en la
abundancia relativa de las especies después de la defoliaciéon manual de P. sylvestris, aunque
no observo ninguna variacion en el porcentaje de colonizacion de las raices. En concreto,
en 3 de los 7 morfotipos encontrados, la abundancia relativa se redujo después de la
defoliacién. Sin embargo, los 7 morfotipos aparecieron en todos los tratamientos,
indicando que la defoliaciéon no afectd a la riqueza de especies. Resultados similares se
obtuvieron con la defoliacion de P. contorta, que no provoco ningun efecto sobre la riqueza

de especies de ECM (Cullings et al. 2005).

En cuanto a la abundancia de carpéforos, también se ha observado una reduccién de la
diversidad de las especies asociadas a P. sylvestris (Kuikka et al. 2003) y Betula pendula (Last et
al. 1979) al aplicar una defoliacién artificial. También en este caso, el efecto observado
podria ser una consecuencia de la reduccién del transporte de hidratos de carbono hacia las

raices (Kuikka et al. 2003).

Los resultados obtenidos hasta ahora sobre la relacién hongo-planta-insecto son bastante
variables, posiblemente debido al hecho de que varios factores, como por ejemplo el tipo,
la severidad (Kolb et al. 1999; Gehring & Whitham 2002) y la duracién de herbivoria
(Gehring & Whitham 1991; Del Vecchio et al. 1993; Gehring & Whitham 2002), la época
del afio (Saravesi et al. 2008) y la variacion de los parametros ambientales y edaficos
(Gehring & Whitham 1995; Erland & Taylor 2002), contribuyen a modular la respuesta de
la comunidad de ECM. De hecho, se ha demostrado que en P. edulis los arboles que crecian
en un ambiente poco favorable, con un suelo pobre en nutrientes y con escasa humedad,
experimentaron una reduccién significativa de la colonizaciéon micorricica (19%) en
respuesta a la herbivorfa, mientras que los arboles que crecian en el ambiente mas favorable
no experimentaron ningun cambio (Gehring & Whitham 1995). También se comprobd que
las plantas que sufrieron una defoliacién severa (66%) ocasionada por el lepidéptero

Choristonenra occidentalis experimentaron una mayor reduccion de la colonizaciéon micorricica,
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en comparaciéon con las plantas que sufrieron una defoliaciéon moderada (36%) (Kolb et al

1999).

Gehring y Whitham (2002) elaboraron un modelo de predicciéon de la influencia de la
intensidad de la herbivoria y del estrés abidtico al que la planta se ve sometida, sobre la
colonizaciéon micorricica (Fig. 13). El modelo realizaba cuatro predicciones: 1) las plantas
tienen una mayor colonizacién micorricica cuando crecen en ambientes con elevado estrés
ambiental abiotico (bajo nivel de nutrientes, baja humedad) y siempre que el estrés biotico
(herbivoria) sea reducido 2) la colonizacién micorricica se reduce progresivamente al
aumentar la intensidad de la herbivoria, independientemente del tipo de ambiente, ya que se
acentua el estrés al que son sometidas las plantas, 3) al incrementar la intensidad de la
herbivoria la reducciéon de la colonizacién micorricica sera mayor en los ambientes
sometidos a un estrés elevado porque las plantas reducen mas rapidamente el transporte de
carbono hacia las raices en comparaciéon con las plantas que crecen en ambientes mas
favorables, y por ultimo 4) la colonizacién micorricica alcanza el nivel mas bajo en

presencia de un elevado estrés ambiental y de una elevada tasa de herbivoria.

Alta
Figura 13. Modelo de

prediccion de la
interaccion entre la
intensidad de la herbivoria,
el nivel de estrés ambiental
y  los niveles de
colonizacién  micorricica
en una planta hospedadora
(modificado de Gehring &
Whitham 2002).

Alto estrés ambiental

Colonizacion
micorricica

Baja

Baja Alta
Intensidad de la herbivoria
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Tabla 5. Resumen de los estudios realizados entre 1991 y 2008 sobre los efectos de la defoliacion sobre la comunidad de ECM (modificado de Saravesi 2008).

Tratamiento Planta Colonizaciéon Diversidad de Proporcion de especies con Carpoforos Bibliografia
hospedadora (%) especies poca y mucha biomasa (no.)

Defoliacién por Dioryctria Pinus edulis Reducida (Gehring &  Whitham  1991;

albovitella (Lepidoptera) Gehring & Whitham 1995)

Defoliacién por Matsucoccus Pinus edulis Reducida (Del Vecchio et al. 1993; Gehring

acalyptus (Homoptera) et al. 1997)

Defoliacién por Matsucoccus Pinus edulis Cambia (Gehring & Whitham 2002)

acalyptus (Homoptera)

Defoliacién manual Pinus sylvestris No cambia Cambia Cambia (Saikkonen et al. 1999)

Defoliacién manual Pinus sylvestris No cambia (Markkola 1996)

Defoliacién manual Pinus sylvestris No cambia Cambia Reducidos (Kuikka et al. 2003)

Defoliacién manual Pinus sylvestris No cambia (Saravesi et al. 2008)

Defoliacién manual Pinus contorta No cambia Cambia (Cullings et al. 2001)

Defoliacién manual Pinus contorta No cambia (Cullings et al. 2005)

Defoliacioén por Choristonenra Psendotsuga Reducida (Kolb et al. 1999)

occidentalis (Lepidoptera) menziesii

Defoliacién manual Betula pubescens No cambia (Markkola et al. 2004)

Defoliacién manual Betula pendula Reducidos (Last et al. 1979)

Defoliacién manual Salix repens No cambia Cambia Cambia (Saravesi 2008)

Defoliacién por mamiferos Salix sp. Reducida (Rossow et al. 1997)

Defoliacion por Lymantria Populus canadensis ~ No cambia No cambia (Kosola et al. 2004)

dispar (Lepidoptera)

Defoliacién por insectos Quercus turbinella Reducida (Mueller et al. 2005)

gallicolas (Cynipidae)
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2.1.4.2. Efecto de los hongos micorricicos sobre los herbivoros

Asi como la herbivoria afecta a la micortrizacion, también se ha documentado el fenémeno
inverso. Bennett et al. (20006) propusieron 5 hipotesis a través de las cuales los beneficios
nutricionales aportados por los hongos micorricicos podrian alterar la interaccion que se
establece entre la planta y sus enemigos naturales: 1) las micorrizas incrementan el tamafio
de la planta generando un efecto positivo sobre los herbivoros que pueden disponer de una
mayor cantidad de alimento, 2) las micorrizas aumentan la calidad nutricional de la planta
hospedadora en beneficio de los herbivoros, 3) las micorrizas aumentan la tolerancia de la
planta a los herbivoros y aumentan la capacidad de recuperacién de los tejidos vegetales
danados después del ataque, 4) los nutrientes aportados por los hongos micorricicos
permiten a la planta incrementar su inversion en defensas contra los enemigos naturales, y

5) las micorrizas reducen el ataque de nematodos y herbivoros de las raices.

Recientemente se ha incrementado el numero de estudios sobre los efectos indirectos que
las micorrizas VA y ECM ejercen sobre los herbivoros. Todos ellos siguen basicamente el
mismo protocolo. Primero las plantas son inoculadas con una sola especie de hongo
micorricico, que en el caso de las micorrizas VA suelen pertenecer al género Glomus, y
luego son sometidas a la defoliaciéon por parte distintas especies de insectos fitofagos. Al
cabo de un tiempo, que varia segun el tipo de micorriza, se mide la supervivencia y la
abundancia de los insectos, el crecimiento, el contenido en nutrientes y la tolerancia a la
defoliacién de la planta hospedadora y se comparan los resultados con el grupo control sin
inocular (Gehring & Bennett 2009). Sin embargo este método no tiene en cuenta la
variabilidad ecolégica de las diferentes especies de micorrizas, ya que los beneficios
nutricionales que aportan a la planta hospedadora varfan segtn el taxon. Esto significa que
segun el tipo de hongo que se inocule, la respuesta de la planta a los enemigos naturales
también variara (Hart et al. 2001; Hart & Reader 2002; Klironomos 2003; Karst et al. 2008;
Gehring & Bennett 2009). Gehring & Bennett (2009) realizaron una revision sobre este
argumento, encontrando en el 45% de las interacciones con micorrizas VA y en el 40% de
las interacciones con las ECM, la existencia de un efecto positivo de los hongos sobre la
abundancia de los insectos herbivoros. Por otra parte, encontraron un efecto negativo en el
35% de las interacciones con micorrizas VA y en el 20% de las interacciones con ECM. Se
detect6 ademas un efecto neutro en el 21% de los casos con micorrizas VA y en el 30% de

los casos con ECM.

a7



CAPITULO 11

Utilizando como planta hospedadora Populus angustifolia x P. fremontii se analizé el efecto de
las micorrizas VA (Glomus spp., G. etunicatum, G. clarum 'y Entrophosphora colombiana) y de las
ECM (Pisolithus tinctorius) sobre el afido especialista Chaitophorus populicola. La poblacion de
afidos fue 6,9 veces mayor en las plantas con ECM que en las plantas con micorrizas VA,
demostrando que existen grandes diferencias en los beneficios que aportan los diferentes
tipos de hongos micorricicos a la planta hospedadora (Gehring & Whitham 2002). Estos
beneficios podrian concretarse por ejemplo en un incremento de nutrientes, tal y como se
ha comprobado en el caso del arbusto perenne Baccharis halimifolia, para el cual el aumento
de N en las hojas generado por los hongos micorricicos del tipo VA y ECM increment6 la
densidad de 3 dipteros herbivoros, 2 generalistas minadores de hojas, Amauromyza maculosa
y Liriomyza trifolii (Diptera: Agromyzidae), y un especialista productor de agallas, Neolasoptera
lathami (Diptera: Cecidomyiidae) (Younginger et al. 2009).

El efecto que ejercen las micorrizas sobre las poblaciones de los insectos fitéfagos puede
cambiar también en funcién del tipo de herbivoria y del grado de especializacion del
insecto. Los insectos fitofagos generalistas suelen responder a la colonizacién de su planta
hospedadora por parte de micorrizas VA y ECM reduciendo el grado de ataque, mientras
que los insectos herbivoros especialistas en general aumentan su presencia (Gange et al.
2002b). Se ha hipotetizado entonces que, en comparaciéon con los insectos generalistas, los
especialistas sean menos susceptibles a los compuestos de defensa producidos por la planta
hospedadora, cuya secrecion es incrementada por la presencia de las micorrizas (Gehring &
Whitham 2002). De hecho se ha demostrado que la colonizacién de micorrizas VA en
Plantago lanceolada incrementa significativamente la concentracion los glucésidos iridoides
(aucubina y catalpol), que afectan negativamente al desarrollo de las larvas del lepidéptero

generalista Aretia caja (Gange & West 1994).

Resultados mas contundentes se han obtenido al estudiar el efecto de las micorrizas sobre
los herbivoros que afectan a las raices, ya que en la mayoria de los casos los hongos
lograron disminuir el grado de ataque (Gange 2007). Esto es debido a que la colonizacién
micorricica incrementa la sintesis de sustancias quimicas, como los glucésidos iridoides, que
pueden aumentar la resistencia de la planta frente a hongos patdgenos, bacterias,
nematodos e insectos herbivoros del suelo (Strack et al. 2003; De Deyn et al. 2009).
Ademas se ha demostrado que las micorrizas VA pueden inducir la biosintesis de
jasmonato en las raices, un componente importante en la respuesta de las plantas frente a

insectos fitbfagos (Hause et al. 2002).

48



INTERACCIONES ENTRE INSECTOS DEFOLIADORES Y HONGOS SIMBIONTES

2.2. Obijetivos del estudio
Los principales objetivos del presente estudio fueron:

* Determinar la composiciéon de especies ectomicorricicas asociadas a Pinus pinaster
utilizando la metodologia clasica, basada en la identificacién morfoldgica, y las
técnicas moleculares.

* Establecer si la defoliacion provoca una respuesta compensatoria en la planta,
disminuyendo el porcentaje total de micorrizacion, la abundancia, diversidad y riqueza
de las especies ectomicorricicas.

* Estudiar que porcentaje de defoliacion afecta mas a la comunidad micorricica y a las
variables de crecimiento de las plantas.

* Determinar a través de dos defoliaciones sucesivas si la respuesta de la planta y de la

comunidad micorricica es inmediata o a largo plazo.

2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Descripcién de las zonas de estudio

Las localidades seleccionadas para este estudio se encuentran situadas en la provincia de

Pontevedra, Galicia, NW de Espana (Fig. 14).

Cotgpade &°

!

Figura 14. Ubicacion de las dos parcelas experimentales.
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La zona costera de Galicia se caracteriza por un clima himedo atlantico sin largos periodos
de sequia y con precipitaciones uniformemente distribuidas a lo largo del afio de
aproximadamente 700 mm (Martinez Cortizas & Pérez Alberti 2000). Sin embargo, el
otofio del ano 2007 fue considerado el mas seco de los dltimos 50 afios en Pontevedra

(Conselleria de Medio Ambiente 2008).
2.3.1.1. Parcela A

La primera parcela esta localizada en el ayuntamiento de Catoira (42°38'N8°41'W), a una
altitud de 370 m. La zona esta situada en un bosque maduro de aproximadamente unos 60
afios, en donde el pino maritimo es la especie predominante. En la parcela seleccionada
abundan individuos jovenes (4-6 afios) de P. pinaster procedentes de regeneracion natural,

después de la tala de una parte del bosque en el 2001 (Fig. 15).

Figura 15. Vista general de la parcela A situada en Catoira (Pontevedra).

La vegetacion asociada a esta parcela estd compuesta principalmente por arboles aislados
(Pyrus cordata Desv., Frangula alnus Miller, Quercus robur L., Pinus radiata Don.), arbustos (Ulex
sp., Erica sp., Rubus sp., Calluna vulgaris (I..) Hull y Daboecia cantabrica (Hudson) K. Koch.) y
herbaceas (Agrostis curtisii Kerguelen, Mentha rotundifolia 1., Pteridinm aquilinum (L.) Kunth,
Digitalis purpurea L., Asphodelus albus Willd., Narcissus bulbocodinm 1., Potentilla erecta (L.)
Rauschel., Lithodora prostrata (Loisel) Grises).

De acuerdo con el mapa de suelos de Galicia (Macfas & Calvo de Anta 2008) en esta

parcela predominan regosoles alumirimbricos (en la clasificaciéon actual serfan Umbrisoles
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cumuli-areni-endolépticos) que corresponden a suelos forestales con A umbrico

relativamente profundo y con aportes de madera.

Los suelos estan formados sobre granito migmatitico y compuestos por un 20-40% de
cuarzo, 25% o menos de feldespato alcalino (normalmente potasico) con cantidades
menores de mica moscovita y/o biotita, y algunos minerales accesotios, son acidos y de
bajo contenido en bases, debido al elevado contenido en cuarzo de las rocas originales.
Tienen una coloracién amarillenta o de color café amarillento debido al buen drenaje y al

bajo contenido en hierro de la roca madre.

Tabla 6. Datos termopluviométricos medios mensuales de la estacion meteoroldgica de Caldas
de Reis recogidos durante el periodo de estudio.

2007 2008 2009
T*(°C) Prec.(mm) | T°(°C) Prec.(mm) | T*(°C) Prec.(mm)
Enero 9,0 75 10,1 253 7,8 288
Febrero 10,0 250 12,3 63 9,2 76
Marzo 9,4 43 9,7 135 11,9 29
Abril 13,3 87 12,6 198 10,4 66
Mayo 13,9 99 13,4 132 - -
Junio 15,9 135 17,4 24 - -
Julio 17,8 81 17,9 53 - -
Agosto 18,3 33 18,2 73 - .
Septiembre 18,2 25 16,5 58 - -
Octubre 15,1 4 13,8 92 - -
Noviembre 10,9 85 9,3 96 . B}
Diciembre 9,2 91 8,6 165 - -

Los datos termopluviométricos medios mensuales

se recogieron en la estacion

meteorologica de Caldas de Reis (42°35’N8°37°W) a 268 m de altitud. En el 2007, la
temperatura media anual fue 13,4°C, con precipitaciones anuales de 1008 mm de lluvia. En
el 2008, la temperatura media fue de 13,3°C, con una precipitacion anual de 1342 mm de

lluvia. Los datos mensuales se resumen en la Tabla 6.
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2.3.1.2. Parcela B

La segunda parcela esta situada en Cotobade (42°29°’N8°29°W) a una altitud de 545 m. La
zona esta poblada por individuos jévenes de P. pinaster de aproximadamente 5-6 afios y
procedentes de regeneracion natural (Fig. 16). La vegetacién asociada a esta parcela esta
compuesta principalmente por arbustos (Ulex sp., Erica sp., Rubus sp., Calluna vulgaris (L.)
Hull y Daboecia cantabrica (Huds) K. Koch.) y herbaceas (Agrostis truncatula subsp. commista
Castrov. & Charpin, Agrostis curtisii Kerguelen, Mentha rotundifolia L., Pteridium aquilinum (L.)
Kunth, Digitalis purpurea 1., Asphodelus albus Willd. Narcissus bulbocodinm L., Potentilla erecta (1..)
Rauschel., Lithodora prostrata (Loisel) Griseb., Hypochaeris radicata 1., Romulea clusiana (Lange)
Nyman, Teesdalia nudicaulis (L.) R. Br. in W.T. Aiton, Senecio lividus L., Aira praecox L.,
Cerastium pumilum Curtis, Merendera Montana (1..) Lange, Hyacinthoides non-scripta (1..) Chouard
ex Rothm).

De acuerdo con el mapa de suelos de Galicia (Macfas & Calvo de Anta 2008) en esta
parcela predominan /feptosoles simbricos que corresponden a suelos forestales con A ambrico.

En la clasificacion actual serfan umbrisoles epilépticos.

Figura 16. Vista general de la parcela B situada en Cotobade (Pontevedra).

Los suelos estan formados sobre micaesquistos grises y esquistos verdes albiticos. Las rocas
son metamorficas, con un origen primario igneo o sedimentario, en las que se observa una
ordenaciéon y disposicion paralela de la mayor parte de sus minerales constituyentes.
Reciben distintos nombres segun sus constituyentes que pueden ser: feldespatos, cuarzos,

cantidades pequefas de mica, a veces carbonato calcico y silicatos en capas como la
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caoninita o la ilita. Los suelos formados sobre esquistos arcillosos tienen una textura fina,
son impermeables, tienen un contenido en bases medio y pH bajo, debido al intenso lavado
que sufren en este clima. También hay suelos de textura limosa con un mayor drenaje

cuando contienen cuarzo o sericita (mica).

Los datos termopluviométricos medios mensuales se recogieron en la estacién
meteorolégica de Cotobade (42°28'N8°30°W) a 367 m de altitud. En el 2007, la temperatura
media anual fue 12,3°C, con precipitaciones anuales de 1112 mm de lluvia. En el 2008, la
temperatura media fue de 11,6°C, con precipitaciones anuales de 1488 mm de lluvia. Los

datos mensuales aparecen en la Tabla 7.

Tabla 7. Datos termopluviométricos medios mensuales de la estacién meteorologica de
Cotobade recogidos durante el periodo de estudio.

2007 2008 2009
T* (°C) Prec.(mm) | T*(°C) Prec.(mm) | T%(°C) Prec.(mm)

Enero 7,9 90 8,1 215 6,0 320
Febrero 8,5 282 10,2 80 6,9 103
Marzo 9,2 114 8,1 138 10,5 49
Abril 12,4 58 11,1 218 8,2 100
Mayo 13,3 100 11,7 211 - -
Junio 15,0 167 16,5 28 - -
Julio 17,0 96 16,7 55 - -
Agosto 17,8 27 16,8 95 - -
Septiembre 17,5 20 14,9 67 - -
Octubte 13,6 5 11,7 90 - -
Noviembre 8,6 76 7,7 101 - -
Diciembre 6,6 77 6,5 190 - -

2.3.2. Parametros edaficos

Para caracterizar las parcelas, se determiné el pH y la concentracion de nutrientes (C, N, P,
K, Ca, Mg). El muestreo se llevé a cabo en abril del 2007 y se utilizé una barrena para la
extraccion de muestras de suelo (Eijkelkamp Agrisearch Equipment, The Netherlands) de
750 cm’. Se recogieron seis muestras (dos en cada bloque) por localidad. Para los analisis
edafolégicos, las muestras de suelo se secaron al aire y se tamizaron a 2 mm. El carbono

organico en el suelo se determind utilizando el método rapido de Walkley-Black (Walkley &
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Black 1934). Para la determinacion del N se utilizé el método semimicro Kjeldahl (Bremner
1982). Ca, Mg y K cambiables fueron extraidos en acetato amoénico IN a pH 7 y
determinados por absorciéon atomica (Ca y Mg) y fotometria de llama (K) (Knudsen et al.
1982). El P se valor¢ siguiendo el método Bray-II (Bray & Kurtz 1945), mientras que el pH
se determindé por potenciometria en agua después de una hora de contacto. La
determinaciéon de la humedad residual de la muestra se hizo mediante secado en estufa a
105°C hasta obtener un peso constante. Los resultados presentados se expresan en peso

seco (Tabla 8).

Tabla 8. Pardmetros edaficos medidos en las dos parcelas de estudio. Los datos representan las
medias con el error estandat.

Parcela A Parcela B

pH (H;0) 416 £006 413009
Matetia organica (%) | 1511 £2,09 843 £ 0,53

C organico (%) 8,76 £ 1,21 4,89 + 0,31
N total (%) 0,64 £ 0,09 0,54 + 0,03
C/N 13,62 £ 0,79 9,16 + 0,50

P disponible (ppm) | 16,81 =340 74,47 + 1123

K (ppm) 70,55 + 9,64 36,12 + 1,81
Ca (ppm) 30,00 £922 17,62 + 2,94
Mg (ppm) 31,08 +586 9,25+ 3,06

2.3.3. Disefio experimental

En cada parcela se eligieron al azar 45 individuos de P. pinaster de 2-3 m de altura con una
edad aproximada de 5-6 afios. La edad fue estimada contando el nimero de verticilos. Se
mantuvo una distancia minima de 2 m entre individuos para evitar solapamientos entre las
comunidades de ECM asociadas a las raices. Las plantas fueron distribuidas aleatoriamente
en tres bloques. En cada bloque se aplicaron tres tratamientos (Fig. 17) con cinco réplicas

para cada uno. Los tratamientos aplicados fueron:

1. Control: sin defoliacion O
2. Defoliacion ligera: eliminacion del 25% de las aciculas de los afios anteriores O

3. Defoliacion severa: eliminacion del 75% de las aciculas de los afios anteriores. .
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Bloque 1

Bloque 2

o e ©

o ® @

Figura 17. Ramilletes defoliados simulando un ataque de procesionaria (a,b). La base de las
aciculas no ha sido cortada. Los arboles experimentales con los tres niveles de defoliacion:
control (c), defoliaciéon ligera (d) y defoliacion severa (e).
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La defoliacion se aplico durante el mes de abril de 2007 y 2008. A lo largo del experimento
se comprobo la ausencia de insectos defoliadores en los arboles seleccionados. Antes de la
defoliacion (2007) y después (2008) se midieron una serie de indicadores de crecimiento de
las plantas: altura del arbol, diametro del tronco, altura de la copa, diametro de la copa,
numero de brotes, longitud del brote principal, longitud de los brotes terminales de los tres
primeros verticilos (empezando desde la parte de arriba del arbol), longitud media de cuatro

aciculas en la gufa terminal y nimero de pifias.

2.3.4. Recogida de muestras y limpieza en el laboratorio

El muestreo de los apices micorrizados se realizé en junio-julio de 2007 y se repiti6 en los
mismos meses durante el 2008. Para ello se retiré cuidadosamente con una pala la tierra
alrededor de la base del tronco (Fig. 18a-d). Después de eso, con un escardillo de jardinero
se excavé unos 20-30 cm hasta desenterrar las raices principales de la planta. No fue
necesaria una excavacion mas profunda, ya que las ECM se distribuyen en el horizonte
organico del suelo (Allen 1991). Para cada planta se cortaron aproximadamente 2 m de
raices finas (= 2 mm) que fueron introducidas en bolsas de plastico, etiquetadas y
trasportadas al laboratorio. Las raices se almacenaron y conservaron en la nevera hasta su
limpieza, durante un tiempo no superior a dos semanas desde el muestreo. Las muestras
fueron lavadas y separadas de la materia mineral en una bandeja con agua destilada,
trabajando bajo una lupa para evitar dafiar los 4pices micorrizados. Las raices lavadas se

conservaron en botes de cristal a 4°C a la espera de ser analizadas.

Los carpoforos se recogieron con frecuencia semanal desde abril 2007 hasta abril 2009.
Sélo se recolectaron las setas que crecfan a una distancia de 1,5 m del tronco de cada arbol
(Fig. 18e,f). En el laboratorio las setas fueron identificadas utilizando guias y claves
dicotomicas (Breitenbach & Krinzlin 1981; Moreno et al. 1986; Mendaza Rincon & Diaz
Montoya 1987; Castro 2004; Marcote et al. 2005). Se reservaron aproximadamente unos
100 mg de los carpéforos no identificados macroscopicamente, que fueron conservados en
el congelador a -20°C para efectuar posteriormente el analisis molecular. Finalmente, los
carpoforos fueron contados y secados en estufa a 60°C durante 48h. Para estimar el peso
seco fueron introducidos en un desecador con silica gel durante unas horas hasta que

alcanzaron un peso constante y luego fueron pesados.
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Figura 18. Recoleccion de las muestras (a-d). Carpoforos encontrados en la base de los arboles
experimentales (e,f).

2.3.4.1. Porcentaje de micorrizacion

Para evaluar el porcentaje de micorrizacion se utilizé el método de interseccion de la
cuadricula (Giovannetti & Mosse 1980; Brundrett et al. 1996). Este método permite medir
simultineamente la longitud radicular y el porcentaje de la colonizacién micorricica de una

muestra de raices. Aunque inicialmente el método se disefié para medir la colonizacién de
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micorrizas VA (Giovannetti & Mosse 1980), actualmente también esta siendo utilizado en

ECM (Brundrett et al. 1996) (Fig. 19).

Figura 19. Dibujo esquematico del método de
interseccion de la cuadricula utilizado para
cuantificar la longitud radicular y la colonizacién
ectomicorricica (Brundrett et al. 1996). La longitud
radicular se expresa a través del numero de
intersecciones entre los fragmentos de rafces y la
cuadricula. El porcentaje de colonizacién es la
proporcion de raiz colonizada por las micorrizas.
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fragmentos de 1 cm. Del total de fragmentos, 60 fueron elegidos al azar, y colocados en
una placa de Petri de 9 cm de diametro a la que se ha incorporado en el fondo una plantilla
con una cuadricula de 1 cm de lado (Fig. 19). Se efectuaron tres réplicas para cada muestra.
Bajo el esteromicroscopio, a 10x de aumento, se conté el numero de las intersecciones de
las raices con la cuadricula, apuntando si estas estaban micorrizadas o no. Un mismo
fragmento puede cruzar varias veces la cuadricula, sobre todo cuando el hongo micorricico
forma grandes agregados de apices, contabilizandose tantas veces como cruce las lineas.

Para calcular el porcentaje de micorrizacion se utilizo la siguiente férmula:

n’ de intersecciones de dpices micorrizados 100
X

% Micorrizacion =
; ; )
1’ total de intersecciones

2.3.5.  Descripcién morfolédgica de las ectomicorrizas (morfotipos)

En los mismos fragmentos utilizados para evaluar el porcentaje de micorrizacion, se
diferenciaron los morfotipos de ECM presentes en las raices de cada arbol. Las
caracteristicas morfologicas utilizadas para clasificar los morfotipos son las descritas por
Agerer (1987-2002). Los 4pices fueron primero clasificados utilizando una lupa de
diseccién, y luego recibieron una breve descripcion y un cédigo identificativo. Una vez
descritos los morfotipos, se hicieron fotograffas de sus caracteristicas mas representativas,

elaborando una ficha descriptiva para cada uno. Para la toma de fotografias se utiliz6 una
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camara digital Nikon Digital Sight DS-Fil de alta resolucién, conectada al microscopio y el
software NIS-Elements, disefiado para la captura, almacenamiento y analisis de imagen.
Para efectuar posteriormente el analisis molecular, para cada morfotipo se reservaron
aproximadamente unos 100 mg en un tubo Eppendorf de 1,5 mlL, conservados en el

congelador a -20°C.
2.3.5.1. Caracteristicas morfologicas

Las caracteristicas morfoldgicas utilizadas fueron las siguientes:

* Longitud del sistema micorricico, diametro del eje principal y tipo de ramificacion.
(Fig. 20).
* Forma, superficie, longitud, diametro y color de las terminaciones no ramificadas.

* DPresencia y abundancia de elementos que emanan del manto: hifas, cistidios,
rizomorfos y esclerocios. Se determiné ademas la forma, las dimensiones, el color y

la conexidn con el manto de estos elementos.

o

Simple Monopodial pinnada
U £
Monopodial piramidal Dic6toma
Irregularmente pinnada Coraloide

Tuberculada

Figura 20. Tipos de ramificacion del sistema micorricico (Agerer & Rambold 2004-2009).
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Se disefi6 un estadillo para clasificar los morfotipos antes del analisis molecular (Fig. 21).

Localizacion o cédigo: Fecha:

1. Caracteristicas morfoloégicas

V/
a Longitud del sistema micorticico

b Longitud de las terminaciones no ramificadas
¢ Didmetro de las terminaciones no ramificadas

C ., NN
d Didmetro del eje principal
d
C
a

* Sistema micorricico: Longitud (mm) Tipo ramificacién

* Eje principal: Diametro (mm)

* Terminaciones no ramificadas: Longitud (mm) Diametro (mm)

Color Forma

* Supetficie de las terminaciones no ramificadas:
* Hifas que emanan: Abundancia

¢ Rizomotfos: Abundancia Didmetro Color
Ramificacion Conexion con el manto
e Esclerocios: Abundancia Forma Color

2. Caracteristicas anatémicas del manto:
* Tipo de manto Color Dimensiones de las células

3. Caracteristicas anatomicas de los elementos que emanan:

* Rizomorfos: Abundancia Diametro Tipo diferenciacién
Presencia fibulas Color Morfologia superficie
* Hifas que emanan: Abundancia Color Presencia fibulas

Presencia de anastomosis

* Cistidios: Abundancia Forma Color
Dimensiones Presencia fibulas Motfologia de la superficie

Figura 21. Estadillo utilizado para clasificar los morfotipos antes del analisis molecular.
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2.3.5.2. Caracteristicas anatémicas del manto

Para analizar el manto es necesario primero separarlo cuidadosamente de la raiz, bajo una
lupa, con la ayuda de pinzas entomolégicas muy finas y de una aguja enmangada. A
continuacién se hace una preparaciéon con acido lactico y se observa al microscopio a 400x
para determinar el tipo de manto (Fig. 22), la pigmentacién y las dimensiones de las células.

Se pueden distinguir dos tipos de manto:

* Manto plectenquimatico: se aprecian las hifas individualizadas.

* Manto pseudoparenquimatico: no se observan hifas debido a que el diametro de

sus células es muy grande o porque han formado células mas cortas e irregulares.

En la Tabla 9 aparecen algunos ejemplos de hongos micorricicos asociados con el género
Pinus y el tipo de manto que desarrollan. En ocasiones una misma especie puede presentar
varios tipos de manto. Por ejemplo, Paxillus involutus puede presentar manto tipo “b” o “d

[ {2 [{Pe]

“y Russula sardonia puede presentar manto tipo “q” o “n”.

Tabla 9. Ejemplos de ectomicorrizas asociadas con el género Pinus que muestran los distintos
tipos de manto establecidos por Agerer (1991) (Agerer & Rambold 2004-2009).

Plectenquimatico Pseudoparenquimatico

a Amanita citrina, Cortinarius odorifer, Tomentellopsis submollis, Tylopilus Kk Russula emetica, Russula atrorubens

Jelleus

b Cantharellus cibarius, Lactarius deliciosus, Paxillus involutus 1 Tuber aestivum, Tuber brumale

c Inocybe terrigena, Rhizopogon roseolus, Rogites caperatus m Tuber borchi

d Gompbhidins roseous, Thelephora terrestres, Russula nigricans n Russula emetica, R. sardonia

e Rhbizopogon luteolus, Amanita muscaria p Tomentella albomarginata,

£ Suillus bovinus, S. collinitus q Russula xerampelina, Tuber borchii

g Cenococcum geophilum
h Craterellus tubaeformis

i no encontrado en el género Pinus
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Figura 22. Tipos de manto. a) Plectenquimatico, con hifas curvadas formando anillos; b)
Plectenquimatico, con hifas distribuidas de forma irregular, pero que crecen en direccion
longitudinal con respecto a la orientacién de la raiz; ¢) Plectenquimatico, con hifas inmersas en
una matriz gelatinosa; d) Plectenquimatico, con hifas dispuestas formando una red y cistidios
prominentes; e) Plectenquimatico, con hifas dispuestas formando una red, ramificadas de forma
retorcida; f) Plectenquimatico, con grupos de células redondeadas sobre las hifas; g)
Plectenquimatico, con hifas dispuestas de forma radiada; h) de transicién entre
plectenquimatico y pseudoparenquimatico, con hifas de forma irregular; i) Plectenquimatico,
con hifas con terminaciones robustas y algo curvadas que sobresalen; k) Pseudoparenquimatico
poligonal con grupos de células redondeadas sobre las células angulares; 1)
Pseudoparenquimatico poligonal con células angulares; m) Pseudoparenquimatico en puzzle
con células epidermoides; n) Pseudoparenquimatico con células de contenido acuosos que se
tifien con sulfovanilina; o) Pseudoparenquimatico con cumulos de células aplanadas sobre las
células angulares; p) Pseudoparenquimatico con células angulares sobre las que se dispone una
ligera red de hifas; q) Pseudoparenquimatico con células en puzzle sobre las que se dispone una
ligera red de hifas (Agerer 1987-2002).

2.3.5.3. Caracteristicas de los elementos que emanan

Otra caracteristica morfolégica importante de las micorrizas, son los elementos que
emanan del manto, tal y como los rizomortfos, las hifas y los cistidios. Los rizomorfos son

un conjunto de hifas fuertemente apretadas y resistentes que forman un cordén entre ellas
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(Fig. 23a), recordando en ocasiones a las raices de las plantas superiores. Se suele describir
su abundancia, diametro, tipo (Fig.24), conexién con el manto (Fig. 25), color y morfologia

de la superficie.

Figura 23. Rizomorfos formados por Sckeroderma citrinum (a). Hifas que emanan en un ejemplar

de Cenococcum geophilum (b).
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Figura 24. Tipos de rizomorfos. a) No diferenciado, con hifas uniformes ligeramente
entretejidas; b) No diferenciado, con hifas uniformes densamente entretejidas; ¢) Ligeramente
diferenciado, con hifas centrales ensanchadas pero con los septos completos; d) Diferenciado,
con las hifas ensanchadas distribuidas de forma aleatoria cuyos septos pueden presentar poros;
e) Diferenciado, con hifas centrales ensanchadas cuyos septos pueden presentar poros; f) Muy
diferenciado, con hifas centrales ensanchadas con los septos parcial o totalmente disueltos, hifas
denominadas “vessel-like” y traducido con hifas pseudovasculares (Agerer 1987-2002).
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En la Tabla 10 aparecen algunos ejemplos de hongos ectomicorricicos asociados al género
Pinus que presentan diferentes tipos de rizomorfos (indicados por las letras). Es importante

destacar que la misma especie micorricica puede presentar varios tipos de rizomorfos.

(b)

Figura 25. Forma de conexién de los rizomorfos con el manto. a) En puntos restringidos; b)
Creciendo a partir del extremo de las terminaciones micorrizadas de la rafz; ¢) En forma de
abanico (Agerer & Rambold 2004-2009).

Tabla 10. Especies ectomicorricicas asociadas al género Pinus clasificadas en funcién del tipo de
rizomotrfos que forman (Smith & Read 2008).

a  Gomphidins rosens, Russula sardonia, Thelephora terrestris, Cantharellus cibarius, Tomentellopsis
submollis

b Lactarius deliciosus, Paxillus involutus, Tricholoma sejunctun, Cantharellus cibarius, Tomentellopsis
submollis

c  Amanita muscaria, Cortinarius malachius, Iactarius deliciosus
d  Cortinarius odorifer
e  Russula nigricans

f  Rbizopogon luteolus,, Paxillus involutus, Scleroderma citrinum, Suillus bovinus

Las hifas son un conjunto de células dispuestas en filas ordenadas (Fig. 23b). Se suele

describir su abundancia, color y morfologia de la superficie.

Los cistidios son células especializadas que pueden adquirir multiples formas (Fig. 26) y que
estan presentes en los carpéforos y en las estructuras vegetativas, cubriendo el manto y los
rizomorfos. Aunque es un caracter taxonémico muy utilizado su funcién no esta clara,

aunque se cree que podrian intervenir en la proteccion frente a depredadores (Agerer 2000;
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Nakamori & Suzuki 2007). Se describe su abundancia, forma y morfologia de la superficie.
Es posible que el mismo hongo presente distintos tipos de cistidios, de hecho Paxillus

involutus presenta cistidios fusiformes (tipo f) y globulares (tipo g).

€)) (b) (d) (e) ® €9) rfh)
<]
13
I
\Y \' Q{f
@ (k) o (m) (n) (o) (»)

Figura 26. Tipos de cistidios. a) Con forma de aguja; b) Con forma de botella con el cuello
recto; ¢) Con forma de botella con el cuello curvado; d) Con forma de tubo y con una bolita
apical; €) Ramificado; f) Fusiforme; g) Globular; h) Con forma de aguja con l6bulos apicales; i)
Con forma de botella con evaginaciones digitiformes; k) Con forma de gancho y paredes
gruesas; 1) Retorcido, con forma de sacacorchos; m) Lateral, con terminacién capitada; n)
Capitado; o) Parecido a la terminacion de una hifa normal, con paredes finas; p) Acantocistidio
(Agerer & Rambold 2004).

2.3.5.4. Tipo exploratorio

El concepto de “tipo exploratorio” de una micorriza fue propuesto por Agerer para
clasificar los hongos micorricicos, basaindose en su forma de propagarse en el suelo (Agerer
2001). Los distintos tipos exploratorios se asignan teniendo en cuenta la cantidad y la forma
de los elementos que emanan del manto, sobre todo las hifas y los rizomorfos (Fig. 27). A
continuacién aparece una lista con los distintos tipos exploratorios y algunos ejemplos de
ECM asociadas con el género Pinus que los presentan. (Rh-) = ausencia de rizomorfos; A-F

= tipos de rizomorfos.
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Figura 27. Dibujo esquematico de los diferentes tipos exploratorios representados por cortes
transversales de las micorrizas y su micelio extramatricial (Agerer 2001). En la imagen se
muestra la ausencia (Rh-) o presencia y el tipo de rizomorfos presentes en cada tipo
exploratorio.

1) Contacto (Rh-): Russula ochrolenca, Lactarins badiosanguineus.

2) Corta distancia (Rh-): Cenococcum geophylum, Craterellus tubaeformis, Inocybe terrigera, Tuber
melanosporum.

3a) Media distancia, subtipo flecos (Rh A, C, D): Cortinarius malachins, Dermocybe palustris,
Tricholoma anratum.

3b) Media distancia, subtipo enmarafiado (Rh A, C, D): Bankera fuligineo-alba.

3c) Media distancia, subtipo liso (Rh B, C, D, E): Cantharellus cibarius, Thelephora terrestris,
Tomentellopsis submollis.

4) Larga distancia (Rh F): Amanita citrina, Xerocomus badius, Rhizopogon luteolus, Suillus bovinus,
Scleroderma citrinum.

5) Pick-a-back (Rh-, A (D, I)): representa micorrizas e hifas que entran en contacto y se
introducen en rizomorfos de micorrizas de tipo exploratorio de larga distancia. Algunos

ejemplos son Chroogomphus rutilus y Gomphidius roseus.
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2.3.6. Analisis molecular de la ectomicortizas

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando un kit de extraccion especifico para hongos, el
EZNA Fungal DNA Kit (Omega Bio-Tek, USA), siguiendo las instrucciones de la casa
comercial. Las muestras de ADN extraidas fueron analizadas mediante electroforesis, a 60V
durante 15 minutos, en un minigel de agarosa (1,5%) afiadiendo 1 uL. de bromuro de etidio.
En el gel se utilizan dos marcadores de referencia: uno para estimar la concentraciéon del
ADN (ng/uL) (Fago Lambda, Sigma, USA) y el otro para determinar el tamafio molecular
con un rango entre 100 y 1000 pares de bases (BioMarker Low, Bioventures, Inc., USA). La

intensidad de las bandas obtenidas se visualizé mediante un transiluminador UV (Fig. 28).

Productos PCR ectomicorrizas

/—/%

'-'_"----E-“---

Marcador tamafio molecular

|

Marcador
concentracion
(10,50 y 100 mg/pL)

Figura 28. Gel de agarosa con los productos de PCR de las ECM y dos marcadores de
referencia, uno para determinar el tamafio molecular desde 50 pb hasta > 1000 pb y otro para
estimar la concentracién de ADN.

2.3.6.1. Amplificacion y secuenciacion de ADN

Para la amplificacion del ADN problema se realizé la PCR dos veces para cada muestra,
utilizando dos patejas de cebadores: los cebadores universales ITS1/1TS4 para detectar

hongos del phylum Ascomycota y una pareja especifica para Basidiomycetes, los
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ITS1F/ITS4B. La mix para la reaccion de PCR estaba compuesta por 1 ul. de ADN
extraido (rango de concentracién 10-50 ng/uL), 23,8 pl. de agua ultrapura estéril, 3 pl. de
10X PCR buffer-MgCl,, 0,6 uL. de 0.2 mM dNTPs, 0,5 uLL de cada primer y 0,6 puL. de
enzima Taq polimerasa 1U/ul. (BioTaq, Bioline, USA). El protocolo utilizado en el
termociclador fue el siguiente: 94°C durante 3 min (1 ciclo); 94°C durante 30s, 55°C
durante 30s y 72°C durante 1 min (40 ciclos); y 72°C durante 10 min (1 ciclo). El éxito de la
amplificacion se verificé mediante electroforesis con un minigel de agarosa (1,5%) y 1 ulL
de bromuro de etidio a 60V durante 30 min. En todos los casos en donde la amplificacion
fall6 o la banda obtenida fue muy débil o doble, el ADN fue amplificado de nuevo después
de haber sido sometido a una purificacion utilizando el kit PowerClean DNA Clean-Up Kit

(MoBio Laboratories, USA) para eliminar los compuestos inhibidores de la PCR.

Los productos de PCR obtenidos fueron enviados a Macrogen Laboratories
(www.macrogen.com) para ser purificados de los restos de primers y dNTPs y luego

secuenciados con los primers correspondientes.
2.3.6.2. Identificacion de las especies

Para examinar las secuencias y corregirlas se utilizaron dos programas: BioEdit (version
7.0.8, http:/ /www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedithtml) y SeqMan™ (DN AStar, Madison,
Wisconsin, USA). Ambos software permiten hacer el alineamiento de la secuencia del

primer ‘forward”y del primer “reverse” para obtener una secuencia consenso final.

La secuencia consenso se utiliza para intentar identificar taxonémicamente el hongo a
través de la comparacion de la muestra problema con las secuencias almacenadas en la base
de datos GenBank, a través del algoritmo de busqueda nucleétido-nucleétido (blastn)
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), disponible a través del National Center for
Biotechnology Information (NCBI). También se ha utilizado la base de datos UNITE
(http://unite.ut.ee), a través del algoritmo de busqueda blastn, analizando las secuencias
depositadas en el International Nucleotide Sequence Database Collaboration, que reune los
datos de GenBank, del European Molecular Biology Laboratory (EMBL) y del DNA
DataBank of Japan (DDBJ). Sélo se han tenido en cuenta las secuencias problema que
presentaban entre el 90 y el 100% de similitud con otras secuencias almacenadas en las
bases de datos. En concreto, las categorfas taxonomicas fueron asignadas aplicando el
siguiente criterio: para una similitud = 98% se identifica la especie, mientras que para las

secuencias con una similitud entre el 90% y el 97% se identifica s6lo el género.
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2.3.7. Parimetros ecoldgicos

Después del analisis morfolégico y molecular de los apices radicales micorrizados y la
identificaciéon de los carpéforos (setas), se calcularon una serie de parametros ecolégicos

para caracterizar la comunidad de ECM y evaluar el efecto de los tratamientos.

2.3.7.1. Abundancia y frecuencia relativa. Valor de importancia

La abundancia relativa refleja el nimero de carpéforos o de apices micorricicos de un

género, dividido por el total de carpéforos o de apices micorrizados.

IN? apices micorrizados o carpdforos por género

Abundancia relativa = : —
IN?total dpices micorrizados o carpdforos

La frecuencia absoluta de apices micorricicos o de carpéforos se calcula como el numero
de arboles en los que aparece cierto género dividido por el nimero total de arboles para

cada tratamiento.

N?de drboles en los que aparece un  género

IN° total de drboles

Frecuencia absoluta =

La frecuencia relativa es el cociente entre la frecuencia absoluta de un género y el sumatorio

de las frecuencias absolutas de todos los géneros.

Frecuencia absoluta de un género

Frecuencia relativa = :
Z Frecuencias absolutas de todos los géneros

El valor de importancia es un parametro ecolégico que evalia la dominancia de ciertos
hongos dentro de la comunidad (Horton & Bruns 2001). Se obtiene sumando los valores
de abundancia relativa y frecuencia relativa de cada especie o género. Dado que abundancia
y frecuencia miden aspectos diferentes de la autoecologia de las especies, el valor de
importancia es muy util ya que da una idea mas ponderada de las especies o géneros que
dominan la comunidad. Las medidas de frecuencia resaltan a las especies o géneros que son
comunes, aunque contribuyan poco al nimero total de individuos, mientras que las
medidas de abundancia resaltan a las especies o géneros que forman agregados, aunque los

hongos aparezcan de manera infrecuente.

Valor de importancia = Abundancia relativa + Frecuencia relativa
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2.3.7.2. Proporcién de especies con poca y mucha biomasa

Las micorrizas identificadas fueron repartidas en dos categorias (Saikkonen et al. 1999;

Saravesi et al. 2008) en funcién de la biomasa que forman:

* ECM con poca biomasa: presentan un manto fingico fino que rodea la raiz y con poco
micelio asociado. No forman rizomorfos. Estas especies demandan poco carbono de la
planta debido a su reducida biomasa.

* ECM con mucha biomasa: presentan un manto fungico grueso que rodea la raiz y
abundante micelio extramatricial asociado. Estas especies requieren mucho carbono
para formar rizomorfos, micelio compacto, hifas y esclerocios. Suelen tener “tipos

exploratorios” de larga distancia.
2.3.7.3. Riqueza y diversidad

La riqueza representa simplemente el numero de géneros de hongos que aparecen
asociados a cada arbol. El indice de diversidad tiene en cuenta la presencia de un taxén en
la muestra y su abundancia relativa. El indice de diversidad de Shannon-Wiener es uno de
los mas usados en los estudios de comunidades ectomicorricicas (Byrd et al. 2000; Grogan
et al. 2000; Mah et al. 2001; Yamada & Katsuya 2001; Giachini et al. 2004; De Roman &
De Miguel 2005):

H'= _zpi In p,

En la férmula p,es la abundancia relativa de la especie o tipo 7.
2.3.8. Analisis estadisticos

Previamente a los analisis estadisticos todas las variables fueron analizadas mediante el test
de Kolmogorov-Smirnov para comprobar si presentan una distribucién normal y asi

determinar el test mas adecuado.

Para analizar el efecto del tratamiento sobre los parametros de crecimiento medidos en los
arboles se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA) utilizando las parcelas y los bloques
como factores aleatorios. Ninguna transformacion previa fue necesaria. Las comparaciones
dos a dos se realizaron utilizando el test LSD (Least Significant Differences) de Fisher. La

unica variable que no se pudo analizar con este test fue el nimero de pifias. En este caso se
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utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de una comparacién dos a dos con

un test U de Mann-Whitney.

Para determinar si el porcentaje de micorrizacion y la abundancia de ECM de mucha y poca
biomasa varfan entre tratamientos se utilizé6 un analisis de covarianza (ANCOVA)
utilizando las parcelas y los bloques como factores aleatorios y los parametros de
crecimiento medidos en los arboles como covariables. Fue necesaria una transformacién
previa de los datos utilizando la férmula log,, (\/X) Las comparaciones dos a dos se

realizaron utilizando el test LSD.

Para analizar la riqueza se utiliz6 un modelo lineal mixto generalizado (generalized linear
mixed model, GLMM) con distribucion de Poisson y funcién logarithm link. Para analizar la
diversidad de las especies se utilizé6 un GLMM con distribucién normal y funcion identity,
usando parcelas y bloques como factores aleatorios. El efecto del tratamiento sobre la
abundancia de cada género encontrado en los apices micorrizados se analiz6 con el

coeficiente de correlaciéon de Spearman.

Para estudiar el efecto del tratamiento sobre el nimero total de carpdéforos y sobre su
biomasa, se utiliz6 un ANCOVA, considerando los bloques y las parcelas como factores
aleatorios y los parametros de crecimiento medidos en los arboles como covariables, previa
transformacion mediante log,, (x + 1). La frecuencia de los carpéforos por arbol en la
parcela B no fue suficiente para realizar el analisis de la riqueza y de la diversidad de
especies. En la parcela A para analizar el efecto del tratamiento sobre la diversidad y
riqueza de carpéforos en cada afio se utilizé6 un modelo lineal generalizado (GLM) con

distribucién de Poisson y funcion logarithm link.

El nivel de significacion (x) se establecié en P < 0.05. El software estadistico utilizado fue
el GenStat 11.1 (VSN International Ltd., Hemel Hempstead, U.K.) y el STATISTICA 6
(Statsoft©, Tusla, Oklahoma).

2.4. Resultados

2.4.1. Variables de crecimiento de los arboles

Durante el 2007 el analisis de varianza no detecté ninguna diferencia entre los arboles

pertenecientes a los distintos tratamientos en ambas parcelas (Tabla 11).
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Tabla 11. Parametros de crecimiento de los arboles durante 2007.

2007 Parcela A Parcela B

Control 25% 75% Control 25% 75%
Altura (m) | 226+0,09) | 225+0,11(x) | 218%0,10@) | 228+0,07() | 2,00%0,10() | 1,94%0,10(b)
D 412+030() | 4204031(a) | 3,851030() | 449+0,38@) | 397+033(a) | 3,58%0,37(a)
tronco (cm)
2:;““‘ COPA 11 64+0,00() | 1,6510,10@) | 148%0,12(2) | 1,42+0,06() | 129+0,07@) | 1,22%0,07(a)
Didmetro 1,1940,04(ab) | 1,3240,09@) | 1,07£0,07(b) | 1,21+0,05@) | 1,23£0,05() | 1,220,06(a)
copa (m)
1;‘;2:”0 de | 121 740,150b) | 156,8+17.71(3) | 112,4215.200) | 1674+13,09) | 1813+16,7() | 153,3+1147)
Long. brote
principal 15,6342,70(2) | 17,07£1,50() | 18,17£1,80(a) | 13.95%1,85() | 9,87+1,84(a) | 9,40+1,46(a)
(cm)
Long. brotes
lerverticilo | 11,02+130(a) | 124141,10@) | 11,35+1,30() | 9,66+0,80() | 7,971,302 | 8,08+1,20(a)
(cm)
Long. brotes
2" verticilo 7,681095() | 8,5610,84(a) | 7,72£1,00@@) | 7,19+0,80@) | 6,90£1,25@) | 6,41+0,75(a)
(cm)
Long. brotes
3erverticilo | 3,694033(3) | 3,874047() | 3,97+0,55() | 4,56+0,58(a) | 4,60£0,55(2) | 4,63+0,38(a)
(cm)
Long.
aciculas 15,3040,56(a) | 15,30£0,71(a) | 1529%0,57(a) | 12,58+0,74(a) | 11,53+0,65@) | 11,3820,55(a)
(cm)
Iljg:;em de | 05340220 | 053+0,19G) | 073+025() | 473+0.82@) | 6204151@ | 440+140()

Las letras diferentes indican la existencia de

localidad (P < 0.05).

diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada

Sin embargo en el 2008, la defoliacién disminuyé significativamente el crecimiento de las
plantas (Tabla 12). Se ha encontrado un efecto negativo sobre la altura del arbol (F,,, =
3.47, P = 0.036), el diametro del tronco (F,,, = 5.11, P = 0.008), el nimero de brotes (F,,
= 3.83, P = 0.020), la longitud media de los brotes principales del primer verticilo (F,,, =
4.90, P = 0.010), del segundo verticilo (F,;, = 3.34, P = 0.041) y del tercer verticilo (F,,, =
5.33, P = 0.007). Por otra parte, la defoliacion afecté débilmente a la altura de la copa (F,
= 2.54, P = 0.085), a la longitud del brote terminal principal (F,,, = 2.98, P = 0.057) y a la
longitud de las aciculas (F,,,= 2.27, P = 0.110), mientras que no afect6 al diametro de copa

(F,,,= 1.47, P = 0.236) y al nimero de pifias (Kruskal-Wallis = 0.814, P = 0.666).

12



INTERACCIONES ENTRE INSECTOS DEFOLIADORES Y HONGOS SIMBIONTES

Tabla 12. Parametros de crecimiento de los arboles durante 2008.

Parcela A Parcela B
2008
Control 25% 75% Control 25% 75%
Altura (m) 32620,15() | 323%0,14@) | 3,09t013@) | 2,70£0,19@) | 235+0,14(b) | 2,15+0,15(b)
Diametro
6,74+0,43 6,99+0,52 5,74+0,37 6,52+0,45 5,47+0,45 47140,54

ttones (em) | OTHOBE | 6990520 | ML) | 6524045w) | S4TEO4SE) | 47150540
‘::;“a COP2 | 551+0,15() | 2,63%0,15@) | 235+0,15() | 1,76+0,09() | 1,500,19(ab) | 1,37+0,11(b)
[DERIOED 1,75+0,05@b) | 1,85£0,09() | 1,64+0,08(b) | 1,5910,04(2) | 1,54+0,04a) | 1,54+0,06(a)
copa (m)
1;‘;2:‘0 de | 10n3+1830) | 25304303() | 1495+15.1(0) | 185.9+16,1(@) | 2095+122() | 218,0+214()
Long. brote
principal 36,03+3,30(a) | 34,23+3,04(2) | 30,20+3,12(2) | 18,10+2,88(a) | 10,8422,80(b) | 10,25%2,00(b)
(cm)
Long. brotes
Terverticilo | 26,042,80(2) | 24,9942,40(2) | 1835+2,10(b) | 11,75+1,80() | 9,40+1,30(ab) | 7,68%1,00(b)
(cm)
Long. brotes
2verticilo | 23.4513,00@) | 2345+220() | 16,194226(b) | 837+1,15(2) | 831+1,36(a) | 6,99+1,44(a)
(cm)
Long. brotes
3erverticilo | 13,04£229(a) | 17,474230(a) | 941£1270) | 7,131,112 | 7,06£1,60(ab) | 5,03+0,70(b)
(cm)
Long.
aciculas 19,38+0,65(a) | 18,4720,60(ab) | 17,00+0,37(a) | 14,27+0,73(a) | 13,66%1,04(ab) | 13,07£0,42(b)
(cm)
Eg:;em de | 00+028() | 28710770 | 24740520) | 747H149@) | 6.64+1,68() | 7314228

Las letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada

localidad (P < 0.05).

2.4.2. Caracterizacion de la comunidad de ectomicorrizas

Para cada arbol se diferenciaron los morfotipos presentes en sus raices, clasificando
morfolégicamente un total de 419 morfotipos. Aunque un mismo morfotipo se repitiera en
varias rafces fue igualmente caracterizado y descrito, ya que es conocido que diferentes
especies de micorrizas pueden parecerse morfolégicamente entre ellas y una misma especie
puede presentar diferente color y morfologia segun su planta hospedadora, el tipo de suelo

y la edad.

El analisis molecular se realizé para un total 323 morfotipos, ya que gracias a la experiencia
adquirida en el transcurso del estudio, los otros morfotipos fueron clasificados

taxonomicamente sin dificultades.
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Durante el 2007 se analizaron y clasificaron 226 morfotipos repartidas luego en 15 géneros.

En el 2008 se analizaron y clasificaron 193 morfotipos agrupados finalmente en 17 géneros.

A continuacién aparece la lista de los taxones identificados. Las especies entre paréntesis

son solo hipotéticas, ya que el analisis molecular no llegé a determinar exactamente su

identidad.

007

D
-
-
o0
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Género Entoloma: Entoloma conferendum

Género Gomphidius: Gomphidius sp. (roseous)

Género Inocybe: Inocybe praetervisa

Género Lactarius: Lactarius rufus, Lactarius subduleis y Lactarius sp. (hepaticus)
Género Meliniomyces: Meliniomyces sp. (variabilis)

Género Paxillus: Paxillus involutus

Género Phialophora: Phialophora sp. (finlandia)

Género Pseudotomentella: Pseudotomentella tristis y Pseudotomentella sp. (mucidula)
Género Scleroderma: Scleroderma sp. (citrinum)

Género Suillus: Swzllus bovinus

Género Thelephora: Thelephora terrestris

Género Tomentella: Tomentella sublilacina

Género Tomentellopsis: Tomentellopsis sp. (submollzs)

Género Rhizopogon:  Rhizopogon  luteolus, Rhizopogon wverii 'y Rhizopogon  sp.
(subpurpurascens)

Género Russula: Russula drimeia y Russula ochrolenca

Género Boletus: Boletus aestivalis

Género Entoloma: Entoloma conferendum

Género Inocybe: Inocybe praetervisa, Inocybe sp. (jacobi)
Género Lactarius: Lactarius rufus

Género Paxillus: Paxillus involutus

Género Pseudotomentella: Pseudotomentella tristis

Género Rhizopogon: Rhizepogon luteolus y Rhizopogon sp. (roseolus)
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*  Género Russula: Russula drimea

*  Género Scleroderma: Scleroderma citrinum

*  Género Suillus: Suillus bovinus

*  Género Thelephora: Thelephora terrestris

*  Género Tomentella: Tomentella sublilacina, Tomentella sp. (atramentaria)
*  Género Tomentellopsis: Tomentellopsis sp. (submollis)

*  Género Xerocomus: Xerocomus badins

* ECM 1: ectomicorriza no identificada (Ascomycota)

* ECM 2: ectomicorriza no identificada (Ascomycota)

* ECM 3: ectomicorriza no identificada (Basidiomycota)

* ECM 4: ectomicorriza no identificada (Basidiomycota)

También se encontraron los hongos Cryptococcus podzolicus, Cryptococcus sp. 'y Mycena sp. que

no se incluyeron en el analisis por ser especies saprofitas del suelo que no forman ECM.

2.4.2.1. Analisis molecular de las ectomicorrizas

En la Tabla 13 aparecen los resultados del analisis molecular de las muestras de apices
micorrizados extraidos durante 2007 y 2008. En la primera columna se indica el nimero de
acceso de las secuencias depositadas en la base de datos GenBank y en la segunda columna
la longitud de la cadena (pb = pares de bases). En las columnas sucesivas se indica el taxéon
encontrado y su nimero de acceso, el phylum (Ascomycota o Basidiomycota), el afio y la
parcela en donde fueron encontrados. También se muestran otros parametros utilizados
por GenBank, como el % de similitud y el guery coverage. La similitud proporciona un valor
numérico del grado de parecido entre la secuencia problema y la secuencia encontrada en la
base de datos. El guery coverage indica en porcentaje, la longitud de la secuencia problema
complementaria a la secuencia encontrada en las base de datos. Otro dato importante es el
E value, que a través de la aplicacion de un modelo estadistico, indica la probabilidad de que
la similitud encontrada entre la secuencia problema y la secuencia encontrada en la base de
datos se deba al azar, y no a una homologia real. Para el presente estudio sélo se han tenido

en cuenta los resultados que presentaban un E va/ue igual a cero.

La secuenciaciéon de 323 muestras permitié identificar un total de 19 géneros. Cuatro ECM
quedaron sin identificar (Tabla 13). De estos sélo 17 géneros han sido confirmados como

ECM (15 Basidiomycetes y 2 Ascomycetes). Comparando estos resultados con la revision
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bibliografica de las especies fungicas asociadas con P. pinaster que aparecen en articulos
publicados entre 1922 y 2006 (Pestafia Nieto & Santolamazza Carbone 2009), se han
encontrado 5 géneros (Tomentella, Pseudotomentella, Tomentellopsis, Phialophora y Meliniomyces) y
8 especies (Boletus aestivalis, Entoloma conferendum, Inocybe praetervisa, Psendotomentella tristis,
Tomentella sublilacina, Rhizopogon verii, Russula drimeia y Russula ochrolenca.) que nunca habian

sido descritas en asociacion con P. pinaster.
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Tabla 13. Resultados del analisis molecular de las muestras de 4pices micorrizados extraidos durante 2007 y 2008.

Nimero de Longitud Identificaciéon Blast® Phylum  Similitud Query coverage ECM Biomasa Afio Parcela
Acceso (pb)
FJ816721 728 Boletus aestivalis (AY130295) B 99 100 M 2008 A
FJ816722 674 Cryptococens podzolicus (AJ5810306) B 99 79 2007 A
FJ816723 676 Cryptococeus sp. (AY254865) B 99 95 2007 AB
FJ816724 588 Entoloma conferendnm (AF538624) B 98 99 P 2007-2008 A
FJ816725 843 Gomphidius sp. (DQ534570) B 94 74 P 2007 AB
FJ816726 566 Inocybe sp. (AM882710) B 95 88 P 2008 B
FJ816727 534 Inocybe praetervisa (AM882720) B 99 91 P 2007-2008 B
FJ816728 617 Lactarins sp. (AF096989) B 97 95 P 2007 A
FJ816729 777 Lactarius rufus (EF685089) B 99 99 P 2007 B
FJ816730 402 Lactarius rufus (EF493296) B 100 100 P 2008 B
FJ816731 841 Lactarins subdulcis (AJ889963) B 98 99 P 2007 A
FJ816732 531 Meliniomyces sp. (EF093171) A 97 99 P 2007 A
FJ816733 757 Mpycena sp. (EF530939) B 93 70 2007 B
FJ816734 674 Paxillus involutus (EU819416) B 98 100 M 2007-2008 A
FJ816735 438 Paxillus sp. (EU078736) B 96 99 M 2008 A
FJ816736 833 Paxillus involutns (EU486436) B 98 99 M 2007 A
FJ816737 530 Phialophora sp. (DQ069046) A 91 96 P 2007 A
FJ816738 660 Psendotomentella sp. (AF274769) B 92 87 P 2007 A
FJ816739 590 Psendotomentella tristis (AJ889968) B 100 100 P 2007-2008 A
FJ816740 715 Pseudotomentella tristis (AJ889979) B 99 87 P 2007 A
FJ816741 477 Rhbizopogon sp. (EUT84397) B 95 100 M 2007 B
FJ816742 757 Rhizopogon luteolns (EU379676) B 99 100 M 2007-2008 AB
FJ816743 497 Rbizopogon sp. (EU379678) B 96 98 M 2008 B
FJ816744 622 Rhbizopogon sp. (EU669318) B 94 96 M 2007 B
FJ816745 912 Rhizopogon verii (AMO085531) B 99 85 M 2007 B
FJ816746 584 Russula drimeia (EU557320) B 99 100 P 2007-2008 A
FJ816747 483 Russula drimeia (AY061672) B 99 99 P 2007-2008 A
FJ816748 846 Russula ochrolenca (AY254880) B 99 90 P 2007 A
FJ816749 643 Russula ochrolenca (AM113964) B 99 100 P 2007 A
FJ816750 653 Scleroderma citrinnm (EU784414) B 100 99 M 2007-2008 A




Nimero de Longitud Identificaciéon Blast® Phylum  Similitud Query coverage ECM Biomasa Afio Parcela
Acceso (pb)
FJ816751 800 Suillus bovinus (AB036902) B 98 99 M 2007 A
FJ816752 655 Suillus bovinus (DQO68967) B 100 100 M 2008 AB
FJ816753 643 Suillus bovinus (EU379677) B 99 100 M 2008 A
FJ816754 668 Suillus bovinus (A)272404) B 99 100 M 2008 A
FJ816755 804 Suillus bovinns (AY898623) B 99 94 M 2007 AB
FJ816756 795 Thelephora sp. (DQ482000) B 96 97 M 2007 B
FJ816757 624 Thelephora terrestris (IDQ068970) B 99 99 P 2007-2008 A
FJ816758 610 Thelephora terrestris (EU427330) B 100 100 P 2007-2008 AB
FJ816759 528 Thelephora terrestris (F]532478) B 99 99 P 2008 B
FJ816760 412 Thelephora terrestris (U83486) B 98 100 P 2007 B
FJ816761 671 Thelephora terrestris (IDQ822828) B 98 100 P 2007 AB
FJ816762 768 Thelephora sp. (EF655695) B 92 96 P 2007 B
FJ816763 568 Thelephora terrestris (AY230244) B 98 99 P 2008 B
FJ816764 568 Tomentella sp. (DQIT4772) B 95 98 P 2008 B
FJ816765 814 Tomentella sp. (EF218830) B 96 99 P 2007 A
FJ816766 444 Tomentella sublilacina (AF272935) B 99 98 P 2008 A
FJ816767 609 Tomentella sublilacina (AJ889976) B 98 99 P 2007 A
FJ816768 627 Tomentella sublilacina (AJ889982) B 97 99 P 2008 A
FJ816769 614 Tomentella sublitacina (AMO87267) B 98 99 P 2008 A
FJ816770 767 Tomentella sp. (IDQ482004) B 96 97 P 2007 A
FJ816771 765 Tomentella sp. (IDQ482015) B 96 99 P 2007 A
FJ816772 509 Tomentella sp. (DQ482017) B 96 100 P 2007 A
FJ816773 778 Tomentella sp. (IDQ822833) B 97 98 P 2007 A
FJ816774 610 Tomentellopsis sp. (AM086447) B 96 100 M 2007-2008 A
FJ816775 790 Tomentellopsis sp. (AY641459) B 96 98 M 2007 A
FJ816776 508 Uncultured ECM 1 (DQ069004) A 99 97 2008 AB
FJ816777 453 Uncultured ECM 2 (F]J013071) A 98 99 2008 A
FJ816778 571 Uncultured ECM 3 (AJ630027) B 99 87 2008 A
FJ816779 549 Uncultured ECM 4 (F]J013075) B 99 99 2008 AB
FJ816780 608 Xerocomus badius (AJ889926) B 99 100 M 2008 A

A, Ascomycota y B, Basidiomycota. M, ECM con mucha biomasa y P, ECM con poca biomasa.
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2.4.2.2. Caracterizacion morfoldgica de las principales especies de micorrizas

A continuacién se muestra una descripcion de los caracteres morfolégicos y anatémicos de

las principales especies de ECM identificadas a través del analisis morfolégico y molecular.

* Boletus aestivalis (Paulet) Fr.

Caracteristicas morfolégicas: micorriza de color blanco con aspecto sinuoso y fibroso
(Fig. 29). Las partes viejas presentan coloracién marrén oscura y estriada. Presenta
hidrofobia. Los sistemas micorricicos presentan ramificacién dicétoma, una longitud que
oscila entre 1 y 4 mm y un didmetro del eje principal entre 0,50 y 0,65 mm. Las
terminaciones no ramificadas tienen una longitud de 0,3-3,0 mm y un diametro de 0,30-
0,060 mm. La superficie de las terminaciones no ramificadas es blanquecina, con el 4pice
cilindrico desde liso a tortuoso. Las hifas que emanan son escasas, sin embargo presenta

rizomotfos.

Caracteristicas anatémicas del manto: manto externo plectenquimatico de color

blanquecino con hifas curvadas formando anillos (Tipo A).

Figura 29. Boletus aestivalis. Micorriza, barra 1 mm (a,b). Manto, barra 10 um (c,d).
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Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas y sinuosas sin una distribucion especifica. Los rizomorfos son cilindricos y
blanquecinos. Debido a la escasez de la muestra no se pudo realizar la descripcion del tipo
de rizomorfos. Lo mas habitual en el género Boltus es que los rizomorfos sean altamente
diferenciados (Tipo E o F) (Agerer 2006). Debido a la cantidad y las caracteristicas de los

elementos que emanan del manto, el tipo exploratorio de esta especie es de larga distancia.

Comentarios: esta especie se ha encontrado asociada a un solo arbol. Macroscépicamente
se puede confundir con otras especies que presentan superficie blanquecina, como por

ejemplo Paxillus involutus, Scleroderma citrinum, Suillus bovinus o Xerocomus badius.

e Lactarius subdulcis Bull. : Fr.

Caracteristicas morfologicas: micorriza de color marrén-anaranjado (Fig. 30). No
presenta hidrofobia. Los sistemas micorricicos presentan ramificacion dicotoma, una
longitud que oscila entre 1,2 y 4,7 mm y un didmetro del eje principal entre 0,40 y 0,70 mm.
Las terminaciones no ramificadas tienen una longitud entre 0,4 y 2,0 mm y un diametro
entre 0,30 y 0,50 mm, y su superficie es lisa y brillante. Los apices son cilindricos,
hinchados y lisos, aunque en ocasiones estan constrefiidos. La coloraciéon de las partes
viejas es marréon oscura. Las hifas que emanan y rizomorfos son escasos. Ausencia de

cistidios.

Caracteristicas anatomicas del manto: manto pseudoparenquimatico con células
angulares sobre las que se dispone una ligera red de hifas (Tipo P). El diametro de las

células angulares varfa entre 4,2 y 10,8 um.

Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas. Los rizomorfos son también escasos, de color blanquecino, conectados con el
manto en puntos restringidos y no diferenciados, con hifas uniformes densamente
entretejidas (Tipo B). El diametro de los rizomorfos oscila entre 0,02 y 0,04 mm. Ausencia
de cistidios. Debido a la escasa presencia de hifas y de rizomorfos, el tipo exploratorio de

esta especie es de media distancia subtipo liso.
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Comentarios: macroscopicamente puede ser confundida con otras especies de color
marrén, tal como Tomentella sublilacina. Se diferencian microscoépicamente por el tipo de
manto que en 1. sublilacina presenta células en puzzle sobre las que se dispone una ligera
red de hifas (Tipo Q), mientras que en esta especie presenta células angulares con una ligera

red de hifas (Tipo P).

Figura 30. Lactarius subduleis. Micorriza, barra 1 mm (a). Manto, barra 10 pm (b). Rizomorfo,
barra 100 um (e) y 10 um (f).

*  Paxillus involutus (Batsch) Fr.

Caracteristicas morfoloégicas: micorriza de color marrén, con superficie blanca y aspecto
sinuoso y fibroso (Fig. 31). Las partes viejas presentan coloracién marrén oscura y estriada.
Presenta hidrofobia. Los sistemas micorricicos presentan ramificaciéon dicétoma, una
longitud que oscila entre 1,0 y 7,5 mm y un didmetro del eje principal entre 0,30 y 0,65 mm.
Las terminaciones no ramificadas tienen una longitud entre 0,5 y 4,5 mm y un didmetro
entre 0,35 y 0,45 mm. La superficie de estas terminaciones es marrén, con superficie laxa,

blanquecina, mas o menos compacta, y con el apice cilindrico con aspecto deshidratado,
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desde liso a tortuoso. Las hifas que emanan son escasas. Se aprecian rizomorfos,

esclerocios y cistidios.

1 mm

Figura 31. Paxillus involutus. Micorriza, donde aparecen los rizomorfos y los esclerocios, barra 1
mm (a-d). Detalle de los rizomorfos y esclerocios, barra 1 mm (e). Estructura interna de un
esclerocio, barra 10 um (f). Manto, barra 10 um (g). Rizomorfo, barra 10 pm (h).
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Caracteristicas anatémicas del manto: manto externo plectenquimatico de color

amarillento, con hifas distribuidas de forma irregular sin un patrén determinado (Tipo B).

Caracteristicas anatéomicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas y sinuosas sin una distribucién especifica. Los rizomorfos son cilindricos,
blanquecinos y altamente diferenciados (Tipo F). Los rizomorfos crecen a partir del
extremo de los apices de la raiz y pueden ser abundantes o estar del todo ausentes en
algunas muestras. Se observan abundantes hifas que emanan, con presencia de fibulas. El
diametro de los rizomorfos oscila entre 0,10 y 0,25 mm. Escasos cistidios globulares (Tipo
G). Presencia de esclerocios globulares del mismo color que los rizomorfos, con un
didametro que varfa entre 0,4 y 0,5 mm y localizados sobre los rizomorfos. Los esclerocios
presentan una estructura interna pseudoparenquimatosa formada por células redondeadas
entre 15 y 30 um. Debido a la cantidad y tipo de elementos que emanan del manto, el tipo

exploratorio de esta especie es de larga distancia.

Comentarios: La caracteristica morfolégica macroscopica mas significativa de esta
micorriza es la presencia de rizomorfos y esclerocios, aunque en algunas muestras no
aparecen. Se puede confundir con otras especies que presentan superficie blanquecina, tal
como Scleroderma citrinum, Boletus aestivalis, Suillus bovinus o Xerocomus badins. Sin embargo se
pueden distinguir facilmente entre ellas a nivel microscopico por el tipo de manto, ya que
solo P. involutus presenta el manto de tipo B, y por que las otras micorrizas poseen

rizomorfos mas complejos.

*  Pseudotomentella tristis (P. Karst.) M. J. Larsen

Caracteristicas motrfologicas: micorriza de color marrén claro que se vuelve oscuro en
las partes viejas (Fig. 32). Los sistemas micorricicos presentan ramificaciéon dicétoma, una
longitud que oscila entre 2,1 y 3,4 mm y un diametro del eje principal entre 0,45 y 0,60 mm.
Las terminaciones no ramificadas tienen una longitud entre 0,40 y 1,00 mm y un diametro
entre 0,36 y 0,47 mm, y una superficie viscosa y brillante, con particulas de suelo adheridas.
Los apices son cilindricos y lisos, y en ocasiones aparecen constrefiidos. Las hifas que

emanan son escasas. Ausencia de rizomorfos y cistidios.
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Caracteristicas anatémicas del manto: manto plectenquimatico no diferenciado, con
hifas densamente entretejidas distribuidas de forma irregular (Tipo B). Las hifas presentan

ensanchamientos, y un diametro que oscila entre 2,9 y 5,2 um.

Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas. Los rizomorfos son también escasos y de color blanquecino, conectados con el
manto en puntos restringidos y no diferenciados, constituidos por hifas uniformes
densamente entretejidas (Tipo B). El diametro de los rizomorfos oscila entre 0,02 y 0,32
mm. Ausencia de cistidios. Debido a la escasez de hifas y a la ausencia de rizomorfos, el

tipo exploratorio es de contacto.

Comentarios: se diferencia a nivel macroscopico de otras micorrizas marrones por su

superficie muy viscosa y con particulas de tierra adheridas.

Figura 32. Pseudotomentella tristis. Micortiza, barra 1 mm (a,b). Manto, barra 10 um (c,d).
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* Rhizopogon luteolus Fr.

Caracteristicas morfolégicas: micorriza de color marrén claro (ocre). Las partes viejas
presentan coloraciéon marrén blanquecina (Fig. 33). Los sistemas micorricicos presentan
ramificacién dicétoma o coraloide, una longitud que oscila entre 1,5 a 2,5 mm y un
didmetro del eje principal entre 0,38 a 0,75 mm. Las terminaciones no ramificadas son
rectas y cilindricas, tienen una longitud entre 0,20 y 0,72 mm y un diametro entre 0,30 y
0,45 mm. La superficie de las terminaciones no ramificadas es de color marrén claro, con
superficie algodonosa. Ausencia hifas que emanan del manto y presencia de abundantes

rizomorfos de color marrdn oscuro.

Figura 33. Rhizopogon luteolus. Micorriza, barra 1 mm (a-c). Manto, barra 10 um (d). Rizomorfo,
barra 100 um (e) y 10 um (f).

85



CAPITULO 11

Caracteristicas anatéomicas del manto: manto externo plectenquimatico con hifas de

aspecto ramificado y retorcido que forman una red (Tipo E).

Caracteristicas anatomicas de los elementos que emanan: ausencia de hifas que
emanan del manto y cistidios. Presencia de abundantes rizomorfos cilindricos de color
marrén oscuro. Los rizomorfos son diferenciados, presentan hifas centrales ensanchadas
(Tipo F), y su diametro oscila entre 0,05 y 0,25 mm. También presentan ramificaciones y
estan conectados al manto por puntos restringidos. Debido a las caracteristicas de los

elementos que emanan, el tipo exploratorio de esta especie es de larga distancia.

Comentarios: Es una especie facil de identificar macroscopicamente por la coloracion

ocre del manto muy caracteristica y por los rizomorfos marrén oscuro.

e  Russula drimeia Cooke

Caracteristicas morfoloégicas: micorriza de color marrén claro con superficie granulada
(Fig. 34). Las partes viejas presentan coloraciéon marrén oscura. No presenta hidrofobia.
Los sistemas micorricicos presentan ramificacién dicotoma, una longitud que oscila entre 2
y 6 mm y un diametro del eje principal entre 0,46 y 0,63 mm. Las terminaciones no
ramificadas son rectas, cilindricas, con una longitud que oscila entre 0,25 y 2,60 mm y un
diametro entre 0,35 y 0,47 mm. En ocasiones, entre las partes jovenes y las viejas aparecen
constricciones. La superficie de las terminaciones no ramificadas es ocre, con superficie

granulosa o escamosa. Las hifas que emanan y los rizomorfos son escasos.

Caracteristicas anatémicas del manto: manto externo pseudoparenquimatico, con

células en puzzle sobre las que se dispone una ligera red de hifas (Tipo Q).

Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas, hialinas, onduladas o tortuosas. Los rizomorfos son escasos, cilindricos, de color
marrén claro no diferenciados, formados por hifas uniformes ligeramente entretejidas
(Tipo A). El didametro de los rizomorfos oscila entre 0,07 y 0,15 mm. Ausencia de cistidios.

Debido a la escasez de elementos que emanan el tipo exploratorio es de corta distancia.

Comentarios: a pesar de la similitud en la coloracion con Tomentella sublilacina o Thelephora

terrestris, la presencia de escamas es un caracter identificativo de esta especie. También

86



INTERACCIONES ENTRE INSECTOS DEFOLIADORES Y HONGOS SIMBIONTES

podria confundirse macroscopicamente con Russula ochroleuca, aunque a nivel microscopico

se diferencian por el tipo de manto, que en R. achrolenca es tipo L.

Figura 34. Russula drimeia. Micorriza, barra 1 mm (a,b). Manto, barra 10 pm (c). Rizomotfo,
barra 10 um (d).

*  Russula ochroleuca (Pers.) Fr.

Caracteristicas morfologicas: micorriza de color marrén claro con la superficie granulada
(Fig. 35). Las partes viejas presentan coloraciéon marrén oscura. Los sistemas micorricicos
presentan ramificacion dicétoma o coraloide, una longitud que oscila entre 2,0 y 3,7 mm y
un diametro del eje principal entre 0,35 y 0,65 mm. Las terminaciones no ramificadas son
rectas y cilindricas, tienen una longitud de 0,27 a 1,80 mm y un diametro de 0,30 a 0,55
mm. Entre las partes jovenes y viejas aparecen constricciones. La superficie de las
terminaciones no ramificadas es de color marrén claro y presenta escamas en la superficie.

Ausencia de hifas que emanan y de rizomorfos.
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Caracteristicas anatémicas del manto: manto externo pseudoparenquimatico poligonal

con células angulares (Tipo L).

Caracteristicas anatéomicas de los elementos que emanan: ausencia de hifas que
emanan, de rizomorfos y de cistidios. Debido a la ausencia de estos elementos, el tipo

exploratorio de esta especie es de corta distancia.

Comentarios: uno de los caracteres identificativos mds importantes es la presencia de
escamas en la superficie, aunque no siempre estan presentes. Macroscopicamente se parece
con R. ochrolenca, aunque ambas se diferencian a nivel microscépico por el tipo de manto, y

con otras especies de coloracion marrén, como Tomentella sublilacina o Thelephora terrestris.

Figura 35. Russula ochrolenca. Micorriza, barra 1 mm (a,b). Detalle de las escamas de la superficie,
barra 1 mm (c). Manto, barra 10 pm (d).
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e Scleroderma citrinum Pers.

Caracteristicas morfolégicas: micorriza de color blanco brillante con aspecto liso,
fibroso y cilindrico (Fig. 30). Las partes viejas presentan una coloracion marrén oscura.
Presenta hidrofobia. Los sistemas micorricicos presentan ramificaciéon dicétoma o
coraloide, una longitud que oscila entre 1 y 4 mm y un didmetro del eje principal entre 0,40
y 0,50 mm. Las terminaciones no ramificadas tienen una longitud de 0,3 a 3,0 mm y un
diametro entre 0,35 y 0,45 mm. La superficie de las terminaciones no ramificadas es de
color blanco brillante, con los apices cilindricos, hinchados y lisos. Las hifas que emanan

son escasas, mientras que los rizomorfos son abundantes.

Figura 36. Sclroderma citrinum. Micortiza, barra 1 mm (a-c). Manto, barra 10 pm (d).
Rizomorfo, barra 10 um (e,f).
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Caracteristicas anatémicas del manto: manto externo plectenquimatico de color

amarillento, con hifas curvadas formando anillos (Tipo A).

Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas y sinuosas sin una distribucion especifica. Se observan fibulas. Abundantes
rizomortfos cilindricos, blanquecinos y altamente diferenciados (Tipo F). Los rizomorfos
estan muy ramificados y se unen en puntos restringidos. El diametro de los rizomorfos
oscila entre 0,05 y 0,20 mm. Debido a la cantidad y al tipo de los elementos que emanan del

manto, el tipo exploratorio de esta especie es de larga distancia.

Comentarios: la caracterfstica macroscopica mas distintiva de esta micorriza es la
superficie blanquecina brillante y la presencia de abundantes rizomorfos, sin embargo se
puede confundir con otras micorrizas que presentan el mismo color tal como Xerocomus
badins o Paxillus involutus. Se puede diferenciar facilmente de P. znvolutus ya que este presenta
un manto de tipo B y esclerocios. Diferenciar S. citrinum de X. badins es mas complicado, ya
que ambos presentan el mismo tipo de manto y abundantes rizomorfos. Puede ayudar el

hecho de que S. wtrinum presenta un fuerte olor fingico en muestras frescas.

*  Suillus bovinus (L. ex Fr.) Kuntze

Caracteristicas morfolégicas: micorriza de color marrén claro, con superficie blanca y
gelatinosa, y abundantes particulas de suelo adheridas (Fig. 37). Las partes viejas presentan
coloraciéon marrén oscura. Presenta hidrofobia. Los sistemas micorricicos presentan
ramificacion coraloide, una longitud que oscila entre 1,9 y 4,0 mm y un diametro del eje
principal entre 0,38 y 0,80 mm. Las terminaciones no ramificadas tienen una longitud entre
0,2 y 1,0 mm y un didmetro entre 0,25 y 0,50 mm. La superficie de las terminaciones no
ramificadas es de color marrén, con superficie gelatinosa blanquecina y apices cilindricos

lisos. Las hifas que emanan del manto y los rizomorfos son escasos. Ausencia de cistidios.

Caracteristicas anatémicas del manto: manto externo plectenquimatico de color
amarillento, con células redondeadas sobre las hifas (Tipo F). Las células globulares tienen

diametro entre 0,01 y 0,03 mm.
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Figura 37. Suillus bovinus. Micotriza, barra 1 mm (a-c). Rizomorfo, barra 100 um (d). Manto,
donde se observan las células redondeadas, barra 100 um (¢) y barra 10 um (f).

Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: escasas hifas que emanan
con ramificaciones, mas abundantes sobre los rizomorfos que sobre el manto. Se observan
fibulas. Rizomorfos infrecuentes, cilindricos, blanquecinos y diferenciados (Tipo F), aunque
también se observan algunos indiferenciados. Los rizomorfos estan conectados en puntos
restringidos y presentan hifas con particulas de suelo adheridas. Su didmetro oscila entre
0,10 y 0,22 mm. Presencia de fibulas. Ausencia de cistidios. Debido a la presencia de hifas
que emanan y de rizomorfos altamente diferenciados, el tipo exploratorio de esta especie es

de larga distancia.
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Comentarios: Es una especie bastante facil de identificar debido a dos caracteristicas: la

estructura coraloide compacta y la superficie gelatinosa.

*  Thelephora terrestris Pers.

Caracteristicas morfologicas: micorriza de color marrén claro (ocre) con superficie
algodonosa debido a la presencia de abundantes cistidios (Fig. 38). Forma glomérulos con
particulas de suelo adheridas. Las partes viejas presentan coloracion marrén oscura. Los
sistemas micorricicos presentan ramificaciéon dicétoma, una longitud que oscila entre 1,0 y
7,5 mm y un didametro del eje principal entre 0,45 y 0,75 mm. Las terminaciones no
ramificadas tienen una longitud entre 0,35 y 1,30 mm y un diametro entre 0,30 y 0,55 mm.
La superficie de las terminaciones no ramificadas es ocre, con superficie algodonosa y con
el apice cilindrico, no inflado y liso. Las hifas que emanan y los rizomorfos son escasos.

Abundantes cistidios.

Caracteristicas anatémicas del manto: manto externo plectenquimatico, con hifas

dispuestas formando una red y cistidios prominentes en forma de aguja (Tipo D).

Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas, hialinas, lisas o tortuosas y con ramificaciéon en Y. Se observan abundantes fibulas.
Los rizomorfos son escasos, cilindricos, de color marrén claro y con ramificaciones. Los
rizomorfos son no diferenciados, con hifas uniformes ligeramente entretejidas (Tipo A) y
estan conectados en puntos restringidos por la parte proximal de los apices. El diametro de
los rizomorfos varfa entre 0,03 y 0,11 mm. Presencia de abundantes cistidios hialinos en
forma de aguja (Tipo A), cuya longitud oscila entre 0,01 y 0,10 mm. Debido a los
elementos que emanan, el tipo exploratorio de esta especie es de media distancia subtipo

liso.

Comentarios: Es muy facil confundirla con otras micorrizas de coloracién marrén. Su
principal caracteristica es la presencia de un manto de tipo D, con prominentes cistidios en

forma de aguja.
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Figura 38. Thelephora terrestris. Micorriza, barra 1 mm (a,b). Cistidios en forma de aguja, barra
100 pm (c). Manto, barra 10 um (d). Rizomorfo con anastomosis entre dos hifas, barra 100 pm
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*  Tomentella sublilacina (Ellis & Holw.) Wakef.

Caracteristicas morfolégicas: micorriza de coloracién marrén con aspecto brillante. Las
partes jovenes presentan coloracion ocre (Fig. 39). En ocasiones, presenta constricciones
entre la parte joven y la vieja. Forma glomérulos con particulas de suelo. No presenta
hidrofobia. Los sistemas micorricicos presentan ramificaciéon dicétoma, una longitud entre
1,0 y 4,5 mm y un diametro del eje principal entre 0,3 y 0,7 mm. Las terminaciones no

ramificadas tienen una longitud entre 0,5 y 2,0 mm y un diametro entre 0,3 y 0,5 mm. La
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superficie de las terminaciones no ramificadas es marrén brillante, aunque de color ocre en

las estructuras jovenes. Los apices son cilindricos, hinchados y lisos.
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Figura 39. Tomentella sublilacina. Micorriza, barra 1 mm (a,b). Manto, barra 10 pm (c). Fibula,
barra 10 pm (d).

Caracteristicas anatémicas del manto: manto pseudoparenquimatico con células en
puzzle sobre las que se dispone una ligera red de hifas (Tipo Q). En ocasiones se aprecia un

manto en puzzle con células epidermoides (Tipo M).

Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas, lisas, hialinas y con fibulas. Ausencia de rizomorfos y cistidios. Debido a la escasez
de hifas que emanan y la ausencia de rizomorfos, el tipo exploratorio de esta especie es de

contacto.

Comentarios: macroscopicamente esta micorriza se puede confundir con otras que
presentan la superficie marrén, tal como los miembros del género Russula o Lactarius.

Morfolbgicamente también se puede confundir con Thelphora terrestris, aunque a nivel
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microscopico el manto en 1. sublilacina es pseudoparenquimatico, mientras que en T.

terrestris es plectenquimatico.

*  Tomentellopsis submollis (Svrcek) Hjortst.

Caracteristicas morfolégicas: Las partes jévenes presentan coloracion rosada de aspecto
brillante (Fig. 40). Sin embargo las partes viejas presentan coloracién marrédn, lo que podria
llevar a confundirla con otras micorrizas. Forma glomérulos con particulas de suelo
adheridas. Presenta hidrofobia. Los sistemas micorricicos presentan ramificacion dicétoma,
una longitud entre 1 y 6 mm y un diametro del eje principal entre 0,4 y 0,6 mm. Las
terminaciones no ramificadas tienen una longitud que varfa entre 0,5 y 2,2 mm y un
didmetro entre 0,40 y 0,56 mm. Los apices de las terminaciones no ramificadas son

cilindricos y lisos. Las hifas que emanan son escasas y los cistidios ausentes.

Caracteristicas anatémicas del manto: manto plectenquimatico de color amarillento con

hifas curvadas formando anillos (Tipo A).

T AT
Ca) A
e S

11 e T

Figura 40. Tomentellopsis submollis. Micorriza, barra 1 mm (a,b). Rizomorfo, barra 100 pm (c).
Manto, barra 100 um (d).
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Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas, lisas, hialinas y con fibulas. Ausencia de cistidios. Los rizomorfos son no
diferenciados (Tipo B), con hifas uniformes densamente entretejidas, rosados, cilindricos y
conectados al manto en puntos restringidos. La superficie del rizomorfo presenta gran
cantidad de hifas que emanan. Debido a la escasez de hifas que emanan y la presencia de
rizomorfos poco diferenciados, el tipo exploratorio de esta especie es de media distancia

subtipo liso.

Comentarios: el analisis molecular confirma que se trata del género Tomentellopsis, aunque
el porcentaje de similitud obtenido (96%) no fue suficiente para determinar con seguridad
la especie. Basandose en los caracteres morfolégicos se podria afirmar que se trata de
Tomentellopsis submollis, antes denominada como Pinirrhiza rosea (Agerer & Rambold 2004-
2009). Hay que tener en cuenta que cuando la micorriza es joven su color rosado facilita la
identificacién, mientras que cuando es vieja y pierde esta coloraciéon se puede confundir

con otras micorrizas marrones, como por ejemplo Tomentella o Thelephora.

*  Xerocomus badius (Fr.) Kithner

Caracteristicas morfolégicas: micorriza de color blanco brillante con aspecto liso y
fibroso (Fig. 41). Las partes viejas presentan coloracion marrén oscura. Presenta
hidrofobia. Los sistemas micorricicos presentan ramificaciéon dicétoma o coraloide, una
longitud entre 1,0 y 5,5 mm y un diametro del eje principal entre 0,40 y 0,60 mm. Las
terminaciones no ramificadas tienen una longitud entre 0,4 y 3,0 mm y un diametro entre
0,35 y 0,50 mm. La superficie de las terminaciones no ramificadas es blanca, con el apice

cilindrico, hinchado y liso. Las hifas que emanan son escasas. Presencia de rizomorfos

Caracteristicas anatémicas del manto: manto externo plectenquimatico de color

amarillento, con hifas curvadas formando anillos (Tipo A).

Caracteristicas anatémicas de los elementos que emanan: las hifas que emanan son
escasas y sinuosas sin una distribuciéon especifica. Los rizomorfos son cilindricos,
blanquecinos y altamente diferenciados (Tipo F). Los rizomorfos crecen a partir del

extremo de las terminaciones y pueden ser abundantes o estar del todo ausentes. El
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didmetro de los rizomorfos oscila entre 0,04 y 0,10 mm. Debido a la cantidad y el tipo de

elementos que emanan, el tipo exploratorio de esta especie es de larga distancia.

Figura 41. Xerocomus badins. Micorriza, barra 1 mm (a-d). Manto, barra 10 pm (e). Rizomorfo,
barra 100 um (f).

Comentarios: macroscopicamente la caracteristica mas significativa de esta micorriza es la
supetficie blanquecina brillante y la presencia de abundantes rizomotfos. La ausencia de
esclerocios y el tipo de manto la diferencia deeeigs similares en coloracion a simple
vista, tal como Paxillus involutus. Diferenciar X. badins de Scleroderma citrinum es mas

complicado, ya que ambos presentan el mismo tipo de manto y abundantes rizomorfos.
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Puede ayudar el hecho de que S. atrinum presenta un fuerte olor fungico en muestras

frescas.

2.4.3. Parametros ecoldgicos de los dpices micorrizados

2.4.3.1. Abundancia y frecuencia relativa. Valor de importancia

En la Figura 42 aparece representada la abundancia relativa de los géneros fangicos
identificados, repartidos segun la localidad, el tratamiento y el afio. Resulta evidente que la
parcela A present6 un mayor numero de géneros (16) que la parcela B (8). Durante el 2007,
en la parcela A predominaron los géneros Tomentella, Tomentellopsis y Thelephora, todos ellos
miembros de la familia Thelephoraceae, mientras que en la parcela B fueron encontrados
principalmente Rhigopogon v Thelephora. En el 2008, en la parcela A predominaron los
géneros Suillus, Paxillus y Tomentellopsis. En la parcela B fueron identificados sobre todo

Rhbizopogon, Suillusy Thelephora.

En el 2007, en comparacién con el grupo control, en la parcela A se ha registrado una
ligera tendencia a la reduccién del nimero de géneros asociados a las plantas que recibieron
la defoliacién severa. De hecho, en el grupo control aparecieron 11 géneros, mientras que
en los tratamientos de defoliacién ligera y severa fueron detectados 10 y 8 géneros
respectivamente (Fig. 43). El calculo del valor de importancia para el grupo control y para
el tratamiento de defoliaciéon ligera ha evidenciado el predominio de Tomentella, Thelephora y
Tomentellopsis. Sin embargo, en el tratamiento de defoliacion severa el género Russula alcanzé
el valor de importancia mayor a pesar de estar poco representado en el grupo control y en
el del tratamiento de defoliacién ligera. El género Tomentella fue dominante debido a su
abundancia, independientemente del tratamiento (Fig. 43). Esto indica que tales hongos
tienden a aparecer en sitios muy concretos, formando grandes agregados a nivel de las
raices, y con un gran numero de apices. Es importante destacar también la desaparicion del
género Suillus en el tratamiento de defoliacion severa, a pesar de su abundancia en los otros

tratamientos.

En el 2007, en la parcela B se han encontrado 2 géneros no detectados en la parcela A:
Inocybe y Rhizopogon. También se ha registrado una reduccién mas pronunciada del nimero
de géneros al aplicar una defoliacién severa. En el grupo control aparecieron 7 géneros
mientras que en los tratamientos de defoliacion ligera y severa fueron encontrados 4 y 2

géneros respectivamente (Fig. 43). El calculo del valor de importancia ha evidenciado el
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predominio de Thelephora y Rhizopogon. En general, Thelephora resulté ser dominante debido

principalmente a su abundancia. De hecho Thelephora terrestris tiende a aparecer en pocos

sitios, formando grandes agregados y muchos apices micorrizados. Sin embargo, Rhizopogon
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Figura 42. Abundancia relativa de los géneros encontrados a nivel de los apices micorrizados,
repartidos segun tratamiento, parcela y afio.
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fue mas importante por su frecuencia que por su abundancia, lo cual indica que se trata de

un género ampliamente distribuido en el suelo, sin llegar a formar grandes agregados.

Durante el 2008, en la parcela A el numero de géneros de ECM aument6 con respecto al
2007 (Fig. 42). De hecho en el grupo control habia 15 géneros, en el tratamiento de
defoliaciéon ligera se encontraron 12 y en el tratamiento de defoliacién severa fueron
detectados 9. El valor de importancia indicé que los géneros predominantes no pertenecian
a la familia Thelephoraceae como el afo anterior, sino a los géneros Swillus y Paxillus. Estos
hongos son dominantes en cuanto a su frecuencia (Fig. 44). Hay que destacar que la
micorriza no identificada ECM1 (Ascomycota) sélo aparecié de manera abundante en el
tratamiento de defoliacion ligera. Durante el 2008, también en la parcela B el nimero de
géneros aument6 con respecto al afio anterior, aunque en general se confirma como
localidad mas pobre desde el punto de vista micolégico. El calculo del valor de importancia

evidenci6 el predominio del género Rhzzopogon (Fig. 44).
2.4.3.2. Porcentaje de micorrizacion, riqueza y diversidad

El porcentaje de micorrizacion, la riqueza y la diversidad de especies aumentaron en el
2008 en comparacion con el ano anterior, en el grupo control y en el de defoliacion ligera
(Fig. 45). El tratamiento de defoliacién no tuvo un efecto significativo sobre el porcentaje
de micorrizacién en el 2007 (F,z, = 0.19, P = 0.824), sin embargo en 2008 se detecté una
reduccion significativa (F,g, = 3.53, P = 0.034), pasando de un 54% en las plantas del grupo
control a un 42% en las plantas con defoliaciéon severa (Fig. 45a). Los parametros de
crecimiento medidos en los arboles no tuvieron ningun efecto significativo sobre la
colonizaciéon micorricica en 2007 (datos no presentados), sin embargo en el 2008 la altura
de la copa (F, ;= 5.91, P = 0.017) y la longitud del brote terminal (F, ;= 11.53, P = 0.001)

tuvieron un efecto significativo y positivo sobre el porcentaje de micorrizacion.

La riqueza no fue afectada por la defoliaciéon durante el 2007 (Wald statistic = 2.40, d.f. = 2,
P = 0.298), sin embargo se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
durante el 2008 (Wald statistic = 14.24, d.f. = 2, P = 0.001), en donde la riqueza disminuy6
en el tratamiento de defoliacion severa (Fig. 45b). La misma tendencia se observé para la
diversidad (Fig. 45¢) que no fue afectada por los tratamientos durante el 2007 (Wald
statistic = 1.29, d.f. = 2, P = 0.528), y se redujo significativamente en el 2008 (Wald statistic
= 8.30, d.f. = 2, P = 0.015).
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Figura 45. Porcentaje de micorrizacion, riqueza y diversidad durante 2007 y 2008 segin los
diferentes tratamientos de herbivorfa. Las barras indican el error estindar. Letras distintas
indican diferencias significativas (P< 0.05).
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2.4.3.3. Proporcién de especies con poca y mucha biomasa

En el 2007 el tratamiento de defoliacién no tuvo ningun efecto sobre la abundancia de las
ECM que producen mucha biomasa (Fig. 46) (F,4z, = 1.11, P = 0.335). Los parametros de
crecimiento medidos en los arboles tampoco tuvieron un efecto sobre esta variable (datos
no presentados). En el 2008, las ECM con mucha biomasa resultaron marginalmente
afectadas por el tratamiento de defoliacion (F,g, = 2.58, P = 0.082). De hecho se
observaron diferencias entre el grupo control y los arboles con defoliacién severa en donde
la abundancia de esta categorfa de ECM disminuy6 un 38%. Por otra parte, también el
tamafio de copa del 4rbol tuvo un efecto significativo sobre esta variable (F, = 7.72, P =
0.007). El tratamiento de defoliaciéon no influy6 sobre la abundancia de ECM con poca
biomasa ni en 2007 (F,5, = 0.09, P = 0.910) ni en 2008 (F,5, = 0.33, P = 0.718). Tampoco
los parametros de crecimiento medidos en los arboles afectaron a esta variable (datos no

presentados).
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Figura 46. Valores medios del nimero de 4apices de ECM que forman mucha biomasa y poca
biomasa, repartidos segin tratamiento y afio. Las barras indican el error estindar. Letras
distintas indican diferencias significativas (P< 0.05).
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Analizando la relacién entre los distintos taxones fungicos encontrados y los tratamientos
de defoliacién aplicados, se detectd una disminucién en la abundancia de dos géneros que
forman mucha biomasa al aplicar el tratamiento de defoliacién severa: Swillus durante el
2007 (r = -0.346, P = 0.020) (Fig. 43) y Tomentellopsis durante el 2008 (r = -0.352, P = 0.018)
(Fig. 44). Sin embargo en el 2008, el género Pseudotomentella que forma poca biomasa
desapareci6 en los arboles defoliados (r = -0.327, P = 0.028), aunque su abundancia fue en

general siempre muy baja.

2.4.4. Parametros ecolégicos de los carpoéforos

2.4.4.1. Identificacion taxonomica

Durante los muestreos realizados desde 2007 a 2009 se recogieron 567 carpoforos de
hongos ectomicorricicos alrededor de los arboles del estudio (Tabla 14). Las especies de
ECM pertenecian a 12 géneros y 16 especies: Amanita gemmata, A. muscaria, A. rubescens,
Amanita sp., Boletus sp., Cortinarins alboviolacens, Hydnum repandum, Inocybe soluta, 1accaria
amethystina, L. laccata, Paxillus involutus, Russula ochrolenca, R. sardonia, Russula sp., Scleroderma
citrinum, S. verrucosum, Suillus bovinus, Thelephora terrestris y Xerocomus badius (Fig. 47). Algunas
especies no fueron identificadas taxonémicamente a nivel de especie porque estaban muy
deterioradas, como por ejemplo Boletus sp. y Russula sp.. En otros casos, aun recurriendo al
analisis molecular no se llegd a determinar la especie, como en el caso de Awmanita sp., que
present6 solo un 96% de similitud con A. sepiacea (n° de acceso GenBank AY436473).
Comparando estos resultados con la revision bibliografica de las especies fungicas
asociadas con P. pinaster que aparecen en articulos publicados entre 1922 y 2006 (Pestafia
Nieto & Santolamazza Carbone 2009), se han encontrado 3 especies (C. alboviolacens, S.

verrucosum e Inocybe soluta) que nunca habfan sido descritas en asociacion con P. pinaster.

2.4.4.2. Abundancia, frecuencia relativa y biomasa. Valor de importancia

Se recogieron 193 carpédforos en 2007 (192 en la parcela A y 1 en la parcela B) y 374 en
2008 (271 en la parcela A 'y 103 en la parcela B) (Tabla 13). El efecto de la defoliacion sobre
la diversidad y riqueza de especies que fructifican fue analizado en la parcela A durante
2007 y 2008. En la parcela B sélo se analizé durante el 2008, ya que en el 2007 soélo
apareci6 1 ejemplar de Swuillus bovinus. Hay que destacar que el otofio de 2007 fue uno de los
mas secos en Galicia en los dltimos 25 afos. Esto provocé que las primeras fructificaciones

fueran tardias y no aparecieran hasta finales de noviembre.
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Durante el 2007 en la parcela A las especies dominantes fueron Paxillus involutus (45,6%) y
Suillus bovinus (45,6%), mientras que en el 2008, fueron Thelephora terrestris (27,7%) y Russula
sp. (18,8%). En la parcela B, la especie mas abundante en el 2008 fue Inocybe soluta (56,3%).
En la Figura 48 se representa el valor de importancia de las ECM encontradas como
carpoforos en la parcela A durante el 2007. En el grupo control, los géneros dominantes
tueron Paxillus y Suillus. Ambos géneros fueron dominantes debido a su abundancia. En el
tratamiento de defoliacién ligera, como en el caso anterior, los géneros dominantes fueron
Suillus y Paxillus, aunque el género Swillus en este caso fue el mas abundante y también el
mas frecuente. En el tratamiento de defoliacion severa el calculo del valor de importancia

puso en evidencia que los géneros dominantes fueron de nuevo Suillus y Paxillus.

Figura 47. Carpoforos encontrados en las parcelas. Thelephora terrestris (a). Inocybe soluta (b).
Paxcillus involutus (c). Suillus bovinus (d).
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En la Figura 48 se presenta el valor de importancia de los géneros de ECM encontrados
como carpéforos en la parcela A durante el 2008. Se ha detectado una ligera reduccién en
el numero de géneros, pasando de 9 en el control y el tratamiento de defoliacion ligera a 8
en el tratamiento de defoliaciéon severa. En el grupo control, el calculo del valor de
importancia muestra que los géneros dominantes fueron Thelephora, Laccaria y Russula.
Tanto el género Thelephora como el género Russula fueron dominantes debido a su
abundancia. Por el contrario, el género Laccaria destaco por su frecuencia. El grupo control
fue el unico tratamiento en donde se encontraron carpoéforos del género Cortinarius. En el
tratamiento de defoliaciéon ligera, los géneros dominantes fueron Thelephora, Russula,
Scleroderma y Paxillus, todos ellos dominantes debido a su abundancia. Ademads, fue el tnico
tratamiento en el que aparecieron los géneros Xerocomus y Boletns. En el tratamiento de
defoliacion severa, se observo el predominio de Thelephora y tue el tnico tratamiento en el

que apareci6 el género Hydnum.

En la parcela B durante 2007 sélo aparecié 1 carpoéforo del género Suillus. Durante el 2008
aparecieron 103 carpoforos repartidos entre los géneros Suillus, Inocybe y Laccaria (Fig. 49).
Estas setas se encontraron en 12 de los 45 arboles muestreados. En la mayoria de ellos sélo
se encontraron carpoforos de la misma especie. En el control y en el tratamiento de
defoliaciéon severa el género dominante fue Inocybe, sin embargo en el tratamiento de

defoliacion ligera fue Swuillus.
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Tabla 14. Carpo6foros recogidos en la parcela A y B durante 2007 y 2008 segun los diferentes tratamientos de herbivorfa.

2007 2008
Parcela A Parcela B Parcela A Parcela B
Control | Ligera | Severa | Control | Ligera | Severa | Control | Ligera | Severa | Control| Ligera | Severa | Total
Amanita gemmata 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 3
Amanita muscaria 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Amanita rubescens 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 3
Amanita sp. 0 0 3 0 0 0 2 0 6 0 0 0 11
Boletus sp. 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Cortinarius alboviolaceus 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Hydnum repandum 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Inocybe soluta 0 0 0 0 0 0 3 3 5 52 2 4 69
Laccaria amethystina 0 0 0 0 0 0 4 0 10 0 0 0 14
Laccaria laccata 0 0 0 0 0 0 8 5 1 11 0 2 27
Paxillus involutus 29 40 19 0 0 0 19 17 3 0 0 0 127
Russula ochroleuca 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2
Russula sardonia 0 0 0 0 0 0 28 17 4 0 0 0 49
Russula sp. 2 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
Scleroderma citrinum 0 0 0 0 0 0 16 11 0 0 0 34
Scleroderma verrucosum 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Suillus bovinus 18 41 31 0 0 1 11 0 0 32 0 134
Thelephora terrestris 0 0 0 0 0 0 33 18 24 0 0 0 75
Xerocomus badius 4 1 1 0 0 0 0 3 0 0 0 9
Total 53 82 57 0 0 1 118 84 69 63 34 6 567
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Figura 48. Valor de importancia de los géneros encontrados en forma de carp6foros en la parcela A durante el 2007 y 2008.



CAPITULO 11

5. Control B Frecuencia relativa
§ B Abundancia relativa
s 47
8
g 3
g 3
£
3 2]
-
S 4
= 1
>
o ==
Suillus Inocybe Laccaria
5 - Defoliacion ligera
s
g 44
=
g
g 31
&
£
g 27
=
S
= ]
S 1
0 ==
Suillus Inocybe Laccaria
5 - Defoliacion severa
s
g 44
=
g
g 31
&
£
g 27
=
S
= ]
S 1
0

Suillus Inocybe Laccaria

Figura 49. Valor de importancia de los géneros encontrados en forma de carpoforos en la
parcela B durante el 2008.
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INTERACCIONES ENTRE INSECTOS DEFOLIADORES Y HONGOS SIMBIONTES

No se encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero total de carpéforos entre
los tratamientos de defoliacion ni en 2007 (F,g = 0.08, P = 0.923) ni en 2008 (F, 4= 1.58, P
= 0.213) (Fig. 50). La misma tendencia se obtuvo al comparar la biomasa de los carp6foros
entre los tratamientos en 2007 (F,z,= 0.04, P = 0.964) y en 2008 (F,z,= 0.32, P = 0.7206).
En ningun caso los parametros de crecimiento medidos en los arboles influyeron sobre

estas variables (datos no presentados).
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Figura 50. Valores medios transformados (log (x+1)) del nimero total y de la biomasa de los
carpoforos segun el tratamiento en 2007 y 2008. Las barras indican el error estandar. Letras
distintas indican diferencias significativas (P< 0.05).

2.4.4.3. Riqueza y diversidad

La frecuencia de carpéforos por arbol en la parcela B fue demasiado baja para analizar la
riqueza y la diversidad de especies. La riqueza de especies en la parcela A (Fig. 51) no fue
afectada por los tratamientos de defoliacién ni en 2007 (GLM: deviance ratio = 0.33, P =
0.719), ni en 2008 (GLM: deviance ratio = 0.01, P = 0.990). La misma tendencia se ha
encontrado para la diversidad de especies, ya que no hubo diferencias significativas entre
tratamientos ni en el 2007 (GLM: deviance ratio = 0.40, P = 0.673), ni en el 2008 (GLM:
deviance ratio = 0.35, P = 0.707).
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Figura 51. Valores medios la riqueza y diversidad de carpéforos segun el tratamiento en la
parcela A en 2007 y 2008. Las barras indican el error estindar. Letras distintas indican
diferencias significativas (P< 0.05).

2.5. Discusion

En el presente estudio se ha utilizado el pino maritimo, al ser este una conifera perenne que
suele transferir durante la primavera y el verano el nitrégeno, el fésforo y el potasio desde
las hojas maduras a los brotes y hojas nuevas (Helmisaari 1992; Millard et al. 2001). Esto
implica que una defoliacién aplicada durante la primavera deberfa desencadenar un grave
estrés nutricional para la planta. Mientras que en los arboles caducifolios la distribucién de
nitrégeno no se ve afectada por la pérdida de las hojas, en los arboles perennes la
disminucién de este nutriente después de una defoliacion puede alcanzar el 50% (Millard et
al. 2001) provocando graves consecuencias para la planta (Trumble et al. 1993; Ayres et al.
2004). Tal carencia podria incrementar la necesidad de la planta hospedadora de mantener
la simbiosis con los hongos micorricicos, ya que estos favorecen la adquisicion de
nutrientes (Kuikka et al. 2003). Sin embargo también se ha demostrado que los arboles
defoliados pueden responder con una mayor capacidad fotosintética, compensando asf la
perdida de nutrientes (Vanderklein & Reich 1999; Kolb et al. 1999). Por otra parte se ha
comprobado que la defoliacién provoca una reduccion de la capacidad fotosintética en las
plantas, lo que incrementa el coste, en términos de hidratos de carbono, de mantenimiento
de los hongos simbiontes en las raices (Wallace 1981; Gehring & Whitham 1991; Gehring
& Whitham 2002). Por lo tanto se podria esperar una reduccion de la inversion de la planta
hospedadora en ECM, ya que es conocido que estas requieren entre un 10 y un 50% de la

produccién de fotosintetatos (Gehring & Whitham 2002; Hobbie & Hobbie 20006). En
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realidad se ha comprobado que la pérdida de las hojas puede aumentar o disminuir la
ventaja relativa de la simbiosis en funcién de la eficiencia del intercambio entre planta y
hongo, es decir en funcién del balance entre el carbono adquirido y los nutrientes cedidos,
y también en funcién de la importancia de los nutrientes obtenidos para la produccion

primaria de la planta (Tuomi et al. 2001).

Durante el 2007, los arboles defoliados en primavera sufrieron una pérdida importante de
las reservas de nutrientes. De hecho, durante el 2008 en comparacién con los arboles del
grupo control, las plantas sometidas a una defoliacién severa presentaron una reduccion del
numero y de la longitud de los brotes, asi como una reducciéon de la altura total y del
diametro del tronco. Por otra parte, los efectos producidos por el tratamiento de
defoliacién moderada oscilaron entre positivos y negativos, ya que por un lado aument6 el
numero de brotes y el nimero de pifas, lo cual sugiere la existencia de una respuesta
compensatoria de la planta ante un estrés, y por el otro lado se redujo la altura del arbol, el
diametro del tronco y la longitud del brote terminal. Los resultados por lo tanto no
concuerdan con otros estudios sobre la capacidad de Pinus halepensis para compensar los
efectos negativos de la defoliacién provocada por la procesionaria del pino, ya que en ese
caso se registr6 un aumento de la altura de la planta y un incremento de la capacidad

fotosintética (Pérez-Contreras 2008).

La reduccién de la superficie foliar podria afectar a la reproduccion de la planta, ya que
existe un compromiso entre la inversién en crecimiento y la reproduccion, de manera que
la energia empleada en reproduccion (produccién de pifias) no puede ser empleada para el
crecimiento. Es posible que para un pino que sufre una defoliacién sea mas rentable la
inversion en crecimiento, ya que de esta forma consigue un aparato fotosintético mas
eficaz, que a su vez influira en la produccion de pifias en afios sucesivos (Pérez-Contreras
2008). Sin embargo los resultados del presente estudio mostraron que los arboles
defoliados no invirtieron mas en crecimiento, y aun asi en ningin caso la defoliacién
provoco una reduccién en el nimero de pifias. Este resultado no concuerda con otros
estudios en donde la defoliaciéon ocasionada por la procesionaria del pino (Hoédar et al
2003) o por una defoliacion artificial (Kuikka et al. 2003) inhibieron casi completamente la

produccién de pifas.

El porcentaje de colonizaciéon ectomicorricica es una variable conservativa pero a la vez

muy importante ya que describe el nivel de conexiéon que se establece entre la planta
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hospedadora y los hongos para el transporte de nutrientes, y esta estrechamente relacionada
con el funcionamiento de la simbiosis (Simard et al. 2002; Saravesi et al. 2008). En este
estudio se demuestra que una defoliacion moderada (25%) durante dos afios consecutivos
no fue suficiente para comprometer seriamente el crecimiento de la planta hospedadora ni
su inversion en ECM. Por otra parte, la defoliacion severa (75%) redujo significativamente
el crecimiento de los arboles y afect6 a la colonizacién micorricica en las raices, aunque no
a la produccién de carpoéforos. Esta claro que el impacto que genera la defoliacién sobre
los simbiontes micorricicos depende principalmente del porcentaje de hojas eliminadas
durante la defoliacién y de la duracién del tratamiento. En este caso una defoliacion severa
aplicada durante 2 afios consecutivos ha reducido del 23% la comunidad de ECM asociadas
a las raices. En estudios anteriores Del Vecchio et al. (1993) y Gehring & Whitham (1995)
han documentado un efecto similar en Pinus edulis, ya que registraron una reduccion del
porcentaje de micorrizacion del 28% y 19% respectivamente, después de un afo de
defoliacion. Esto sugiere que a corto plazo (1-2 afios) los arboles sometidos a defoliacion
continuan invirtiendo en los hongos simbiontes. De hecho en los estudios donde se ha
obtenido una reducciéon de la colonizacién micorricica mas pronunciada (33-44%) se

aplicaron defoliaciones consecutivas durante 8-9 afios.

Una teoria reciente propuesta por Talbot et al. (2008) denominada hipétesis “Plan B”,
sugiere que los hongos micorricicos son capaces de descomponer el carbono organico del
suelo como alternativa a un bajo aporte de fotosintetatos por parte de la planta
hospedadora. Este mecanismo quizas sea empleado por los hongos micorricicos en
respuesta a factores que reducen la actividad fotosintética, como por ejemplo la sombra, la
herbivoria o la dormancia invernal. De hecho, se ha demostrado que las ECM presentan
una mayor actividad enzimatica extracelular durante los meses de invierno, cuando
diminuye la actividad fotosintética (Buée et al. 2007, Mosca et al. 2007). La hipotesis
predice que cuando la planta vuelve a aumentar la asignaciéon de carbono hacia las raices, la
concentraciéon de carbono en los hongos micorricicos también aumenta y estos ya no
tendrfan la necesidad de metabolizar el carbono del suelo como fuente alternativa de
energfa (Talbot et al. 2008). Por el contrario, si la disponibilidad de recursos es alta, la
planta evitarfa la formaciéon de micorrizas y estas se verian obligadas a extraer el carbono
del suelo. De hecho, se ha demostrado que al afiadir nitrégeno mineral en el suelo aumenta

la descomposicién de materia organica mediada por las micorrizas VA (Tu et al. 20006).
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Los arboles utilizados para el experimento crecieron en suelos ricos en nutrientes, por lo
que podrian tolerar una defoliacion moderada sin consecuencias en el grado de
micorrizaciéon de sus raices. Este mismo argumento es defendido por otros autores, que
demostraron como ciertos parametros ambientales, como la humedad y el contenido de
nutrientes del suelo, contribuyen a determinar si se produce una disminuciéon de la
colonizacién micorricica como consecuencia de la herbivorfa (Gehring & Whitham 1995;

Saravesi et al. 2008).

Como ya se ha comentado anteriormente la defoliaciéon de las aciculas durante la estacion
de crecimiento afecta negativamente al desarrollo de las coniferas, ya que significa la
pérdida de reservas en forma de carbono y nitrégeno (Saravesi et al. 2008). En el presente
estudio la reduccién de crecimiento de las plantas fue proporcional a la intensidad de la
herbivoria (Tabla 11) y se reflejé de manera negativa en la colonizacién de las ECM en
forma de apices radicales. Es probable que la defoliacién severa redujera en paralelo la
biomasa de los arboles y el crecimiento de masa radical, como ya demostraron otros

autores (Markkola et al. 1995; Saravesi et al. 2008).

Un efecto predecible de la herbivoria sobre la comunidad de ECM es un cambio en la
composicion de especies, que puede estar asociado a una reduccion de la riqueza y de la
diversidad (Del Vecchio et al. 1993; Gehring et al. 1997; Saikkonen et al. 1999). Debido a
que la defoliacién provoca una deficiencia de carbono, las especies con una baja demanda
de este compuesto y que produzcan escasos y/o pequefios catpéforos podtian
incrementarse (Cullings et al. 2001; Kuikka et al. 2003; Cullings et al. 2005; Saravesi 2008).
Ademas se ha documentado que la planta hospedadora asigna preferiblemente mas
recursos a las especies fungicas que le aportan mayores beneficios, demostrando que la
relacion simbidtica se mantiene solo si los hongos micorricicos proporcionan los beneficios
suficientes para compensar el coste del mutualismo (Bever & Richardson, 2008). En el
2007, independientemente de la intensidad de la herbivoria, no se produjo ningun efecto
significativo sobre la comunidad de ECM ni desde el punto de vista cuantitativo ni
cualitativo. Sin embargo en el 2008, se produjo una reduccién de la riqueza y de la
diversidad de especies en los arboles sometidos a una defoliacion severa. Varios estudios
han documentado en arboles del género Pinus la existencia de una reducciéon de las especies
micorricicas con alta demanda de carbono después de una defoliaciéon (Cullings et al. 2001;
Saikkonen et al. 1999; Saravesi et al. 2008). Conforme a esta hipotesis se detectaron

cambios en la abundancia de las especies fungicas con alta demanda de carbono, que se

115



CAPITULO 11

redujeron al aumentar el grado de defoliaciéon, mientras que no se detectaron diferencias
importantes en los hongos con baja demanda de carbono. Es interesante destacar que en el
presente estudio el género Swillus, que pertenece al grupo con alta demanda de nutrientes
desaparecié como consecuencia de la defoliacién severa en ambas parcelas en 2007. De
hecho se ha demostrado que las plantas de P. sylvestris inoculadas con S. bovinus asignaban
mas carbono a las raices que las plantas inoculadas con Laccaria bicolor, que forma
micorrizas con poca biomasa (Gorissen & Kuyper 2000). Lo mismo ha ocurrido en el 2008
con Tomentellopsis, que disminuy6 su abundancia en la parcela A como consecuencia del

mismo tratamiento.

Con respecto a la produccién de carpédforos, los resultados muestran que las ECM
mantienen su reproduccion sexual a pesar de la defoliacion y de la limitaciéon de nutrientes
que sufre el hospedador. Aunque la produccién de carpéforos constituye un importante
sumidero de carbono para la planta hospedadora, la biomasa de las fructificaciones sélo
representa una pequefia proporcion de la biomasa total que forman las ECM. De hecho se
ha demostrado que esta constituye solo un 2% de la biomasa total producida por las ECM
en los bosques maduros de P. sylvestris y Picea abies (Markkola et al. 1995; Wallander et al.
2001). Esto podria explicar porque los efectos de la defoliacion son mas evidentes en los
apices micorrizados que en las fructificaciones. También se ha comprobado que al menos
una parte de la biomasa de los carp6foros asociados a Pinus radiata y Pseudotsuga menziesii se
sintetiza a partir de la metabolizacién del carbono del suelo por parte de las ECM, por lo
que la reproduccién de estos hongos no dependeria exclusivamente del aporte de carbono

de la planta hospedadora (Chapela et al. 2001; Hobbie et al. 2002).

Al estudiar una comunidad de micorrizas es importante integrar los datos relativos a las
estructuras vegetativas (apices radicales) y a las estructuras reproductoras (carpéforos), ya
que ambas aportan informacién sobre la riqueza de especies. Durante el estudio los géneros
Amanita, Cortinarius, Hydnum y Laccaria se encontraron en forma de carpéforos pero no se
encontraron como apices micorrizados. Por otra parte, sélo el 47% de los géneros descritos
en forma vegetativa fueron encontrados también como setas. En concreto, los géneros
Entoloma, Gomphidius, Lactarius, Meliniomyces, Phialophora, Psendotomentella, Rhizopogon,
Tomentella y Tomentellopsis no se encontraron en forma de carpéforo. Esto corrobora los
resultados de otros estudios que indican como la abundancia relativa de algunas especies a
nivel del suelo no se corresponde con su abundancia en forma de apices micorrizados por

debajo del suelo (Gardes & Bruns 1996; Horton & Bruns 2001; Pestana Nieto &
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Santolamazza Carbone 2009). Esto es debido a que algunas especies no forman estructuras
reproductoras evidentes (resupinatos o costras) a pesar de ser abundantes en las raices y
viceversa, lo que implica la necesidad de utilizar muestreos de campo y el analisis molecular

para obtener una visién completa de la comunidad de ECM.

Una caracterizacion morfologica y anatomica de las ECM previa al analisis molecular
facilita sin duda la creacién de grupos (morfotipos) y la sucesiva identificaciéon de las
diferentes especies presentes en una muestra de raices (Wurzburger et al. 2001; Sakakibara
et al. 2002). Sin embargo la identificaciéon morfologica por si sola es muy subjetiva ya que
depende de un gran nimero de variables, como por ejemplo el estado de conservacion de
las muestras, la edad la micorrizas, las condiciones ambientales donde se desarrollan, la
planta hospedadora, la habilidad y experiencia del investigador, asi como el tiempo
empleado en la caracterizacion (Wurzburger et al. 2001; Horton & Bruns 2001; Sakakibara
et al. 2002; Pestafia Nieto & Santolamazza Carbone 2009). En este estudio se observé que
casi todas las partes viejas de las micorrizas son marrones, lo cual llevaria a confundir unas
especies con otras si s6lo nos basaramos en su coloracién. Sin embargo en otros casos la
presencia de determinados caracteres como por ejemplo los esclerocios en Paxillus involutus,
la ramificacion coraloide de Swillus bovinus o el color rosado de Tomentellopsis submollis ha

facilitado el proceso de identificaciéon taxondmica.

Uno de los avances mas importantes que ha permitido las técnicas moleculares ha sido la
identificacién de numerosas especies de Ascomycetes como simbiontes micorricicos,
formando ECM o micorrizas ericoides (Horton & Bruns 2001). En este estudio el phylum
Ascomycota estaba representado por Phialophora sp., Melinionzyces sp. y dos especies de ECM
no identificadas (ECM1 y ECM2). El hongo endéfito septado oscuro (DSE) Phialophora
finlandia ya habia sido documentado en asociacién con coniferas de bosques templados
(Trevor et al. 2001; Tedersoo et al. 2003; Menkis et al. 2005). Sin embargo su papel como
hongo simbionte es aun incierto, ya que estos hongos a menudo se asocian con herbaceas,
arbustos y arboles en ecosistemas alpinos, boreales y templados (Caldwell et al. 2000). Por
otra parte el hongo Meliniomyces variabilis fue descrito por primera vez por Hambleton
(2005), que lo anadi6 al grupo “Hymenoscyphus ericae aggregate” que incluye a H. ericae
(Leotiomycetes), Cadophora finlandica y algunos taxones todavia sin nombre. Sin embargo,
como en el caso anterior, su estatus de hongo ectomicorricico no esta claro, aunque se ha
demostrado que aparece asociada a plantas hospedadoras que forman ECM o micorrizas

ericoides (Hamblenton 2005).
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Para concluir, los resultados indican que el efecto de la herbivoria sobre la comunidad
fungica depende del porcentaje de herbivoria aplicado y del nimero de defoliaciones. Una
defoliacién ligera determiné una reduccién del crecimiento de los arboles hospedadores,
pero no provocd ningin efecto sobre el porcentaje de colonizacién fingica o sobre la
composicion de la comunidad de hongos ectomicorricicos asociados. Por otra parte, la
defoliaciéon severa afecté al crecimiento de los arboles y provocé una reduccion
significativa de la colonizacién de ECM en las raices, de la diversidad y de la riqueza de
especies. Los resultados confirman la fuerte relaciéon que se establece entre las coniferas y
las ECM, ya que cualquier situacion de estrés sufrida por la planta hospedadora se refleja en
la comunidad de hongos micorricicos asociados a las raices, y como consecuencia al
ecosistema del subsuelo, ya que el micelio micorricico es un via importante para la

incorporacion de carbono en la materia organica del suelo (Ayres et al. 2004).
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El estudio de las interacciones que se establecen entre plantas-hongos-insectos es un
campo de interés creciente en la ecologfa aplicada, ya que ofrece una vision mucho mas
realista de la complejidad de las redes tréficas, en comparaciéon con los estudios clasicos
basados en la relacién planta-hongo o planta-insecto (Hatcher 1995; Tscharntke &
Hawkins 2002). Los estudios realizados sobre este tipo de interacciones han demostrado la
enorme complejidad de las redes troficas y la necesidad de realizar nuevas investigaciones
que nos permitan entender su funcionamiento (Price et al. 1980; Barbosa et al. 1990; Gange

& Brown 1997; Pace et al. 1999; Tscharntke & Hawkins 2002).

Por otra parte, debido al fuerte impacto econémico y ecoldgico producido por las plagas
agricolas y forestales, resulta importante integrar el estudio de la respuesta de la planta
hospedadora con la ecologia de los organismos que producen patologias (Paine et al. 1997;
Royama 1997; Dajoz 2000; Lieutier et al. 2004). Hartig (1878) fue el primero en descubrir
en las coniferas las relaciones que existen entre los dafos ocasionados por los insectos
xiléfagos y la presencia de hongos patégenos. Muchos insectos, y en particular las especies
xilofagas, viven en asociacién con organismos simbidticos que suelen ser hongos, pero
también protozoos y bacterias, que se instalan en este caso en el tubo digestivo del
hospedador (Dajoz 2000). Los siricidos (Hymenoptera, Siricidae) pertenecientes a los
géneros Sirex, Tremex y Urocerus conviven con hongos basidiomicetes del género
Ampylostereum, siendo la especie mas frecuente A. chailleti. Cuando las hembras de Sirex
Juvencus hacen la puesta en la madera en ausencia del hongo, su éxito reproductor es
practicamente nulo, ya que el hongo es necesario para alimentar las larvas que son aun
incapaces de excavar en la madera. La propagaciéon del hongo en la madera se verifica a
través de la hembra, que posee dos bolsas de esporas (micangios) situadas en la cavidad
abdominal y que desembocan en la base del ovipositor. Las esporas son expulsadas con los
huevos en la madera en el momento de la puesta. Cuando se produce la muda larvaria el
tegumento de la pupa se contamina con las esporas del hongo lo que asegura su
transmision a la hembra adulta (Francke-Grosmann 1967). Otro ejemplo de este tipo de
interaccion se establece en los coledpteros de la familia Lymexylidae, concretamente en
Hylecoetus dermestoides, en cuyas galerias se desarrolla el hongo Ascoidea hylecoeti (Ascomycota),
que ataca a la madera suministrando elementos indispensables para el desarrollo larvario.
También en este caso, la transmisiéon del hongo en las galerfas esta garantizada por la

presencia de micangios situados cerca del extremo del ovipositor (Dajoz 2000).

122



INTERACCIONES ENTRE INSECTOS XILOFAGOS Y HONGOS PATOGENOS

Los escarabajos xilomicetofagos (Scolytidae) han desarrollado una verdadera asociacién
mutualista con los hongos patégenos del género Ceratocystis, cuya presencia es crucial
también en el proceso de colonizacién del arbol por parte de los insectos (Jacobs &
Wingfield 2001; Kirisits 2004). Estos insectos excavan sus galerfas en la profundidad de la
madera y mantienen sus paredes limpias y libres de deyecciones para que el hongo se
desarrolle. La transmisién de las esporas fungicas a la madera no es un simple proceso
mecanico, ya que las esporas son incapaces de germinar sin un periodo previo de
maduracién y de proliferacién en los micangios (Fig. 52). En este caso los micangios son
representados por invaginaciones del tegumento en las cudles se encuentran células
glandulares especializadas, que producen secreciones necesarias para la alimentacion de los
hongos (Schneider & Rudinsky 1969; Dajoz 2000). Los escolitidos se benefician de la
presencia de los hongos, ya que de estos depende la alimentacion de las larvas, mientras que
el hongo incrementa su capacidad de dispersion y de desarrollo en el interior de la planta a
través de las galerfas que realizan los insectos (Francke-Grosmann 1967; Norris 1979;
Kirisits 2004). La relacién de dependencia que se establece habitualmente entre ambos
organismos es tan fuerte que las especies de hongos implicadas raramente se han localizado
en zonas donde los insectos a los que se asocian no estan presentes (Whitney 1982;

Harrington 1993b; Wingfield et al. 1995; Paine et al. 1997; Lieutier et al. 2004).

Figura 52. Esporas fingicas transportadas en el micangio
de Dendroctonns ponderosae. (Imagen de Malcom M. Furniss,
http:/ /www.pc.ge.ca/fra//docs/v-g/dpp-mpb/sec3/dpp-
mpb3a.aspx).

Existen principalmente cuatro hipdtesis, que no se excluyen mutuamente, que podrian
explicar la interaccion entre los hongos patégenos y los insectos que colonizan la misma

planta hospedadora:

* Los hongos son transportados a nuevas plantas hospedadoras por los insectos, que

juegan el papel de agentes de dispersion (Paine et al. 1997).
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* La asociacién es simplemente casual y ocurre cuando la densidad de las poblaciones
de insectos es muy alta (Viiri 2004).

* El hongo es utilizado como alimento por el insecto y juega un papel importante en
el desarrollo de su progenie (Paine et al. 1997).

* El hongo patégeno debilita las defensas de la planta hospedadora, facilitando la

sucesiva colonizacién por parte de los insectos (Jacobs & Wingfield 2001).

La literatura cientifica internacional proporciona muchos ejemplos que ilustran las
relaciones mutualistas o antagonistas que se establecen entre los hongos del azulado de la
madera y los insectos xil6fagos: 1) las larvas de los coleépteros de la familia Anobiidae
crecen mas rapidamente cuando el micelio de un hongo es introducido en su dieta
(Campbell & Bryant 1940); 2) el tamafio de los adultos de Dendroctonus ponderosae que
emergen de Pinus contorta (Dougl. ex Loud.) infectado por los hongos Ophiostoma montinm
(Rumbold) y Grosmannia clavigera se incrementa (Bleiker & Six 2007); 3) la presencia de
Ophiostoma ips en plantas de Pinus resinosa disminuye el ataque de Ips pini pero incrementa la
produccion de descendencia (Kopper et al. 2003); 4) la reproduccion de Hylastes salebrosus e
H. tenuis aumenta con la presencia de varias especies del género Leptographinm (Eckhardt et
al. 2004); 5) Opbhiostoma minus ejerce un efecto antagonista en las larvas de Dendroctonus

frontalis al reducir el contenido en nitrégeno en la dieta (Ayres et al. 2000; Kopper et al.

2003).

Es interesante el caso del escolitido D. frontalis que provoca importantes dafios en coniferas
y esta relacionado con tres hongos simbiodticos. Dos de ellos, Ceratocystiopsis ranaculosus y
Entomocorticinm sp., son mutualistas y son transportados en los micangios situados en el
exoesqueleto del insecto (Barras & Perry 1972; Hsiau 1996). El tercer hongo, Ophiostoma
minus, es un antagonista del insecto y es transportado externamente sobre el exoesqueleto.
Se demostrd que C. ranaculosus y Entomocorticinm sp. actian como patdgenos en la planta
hospedadora, proporcionan nutrientes para el desarrollo larvario del insecto y compiten
con O. minus excluyéndolo de las areas donde se desarrollan las larvas. Ademas se demostro
que Ewntomocorticinm sp. y C. ranaculosus diferfan en la capacidad de competir con O. winus,

siendo Entomocorticinm sp. mas beneficioso para el insecto (Klepzig & Wilkens 1997).
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3.1. Influencia de la colonizacion de Leptographium serpens en plantas de

Pinus pinaster sobre la biologia del gorgojo del pino Pissodes castaneus

3.1.1. Introduccién

3.1.1.1. Importancia de los hongos en la dieta de los insectos xil6fagos

Los insectos xiléfagos que se alimentan de floema estan a menudo asociados con hongos
del azulado de la madera (Ascomycota), en concreto con los géneros Ophiostoma y
Ceratocystis y sus anamorfos (Leptographinm, Pesotum, Sporothris'y Hyalorhinocladiella) (Ratfa &
Klepzig 1992), con hongos patégenos radiculares como Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.
(Paine et al. 1997) y Awwillaria spp. (Fr.: Fr.) Staude, y, por dltimo, con el hongo patégeno
Periderminm pini (Pers.) Lev. (actualmente Cronartinm flaccidum (Alb. & Schwein.) G. Winter),

que produce la roya del pino provocando el anillamiento de ramas y tronco (Viiri 2004).

Las especies del género Leptographium (Ascomycota, Ophiostomataceae) son probablemente
las mas conocidas y las mas estudiadas por su papel de agentes fitopatdgenos forestales
(Wingfield et al. 1988; Jacobs & Wingfield 2001; Eckhardt 2003; Eckhardt et al. 2004;
Eckhardt et al. 2007). Este patégeno ha sido relacionado con el decaimiento y la mortalidad
de los pinos, en asociacién con escolitidos y curculidnidos que atacan principalmente las
raices de los arboles (Harrington & Cobb 1983; Nevill et al. 1995), aunque en Europa no
esta claro cual puede ser el vector de la enfermedad (Harrington 1993a). Un estudio
reciente sobre Pinus taeda realizado en Alabama, ha demostrado que el 66% de Hylobius pales
Herbst. y el 14% de Pachylobius picivorns Germar llevaban L. procerum, mientras que el 78% de

H. pales y el 92% de P. picivorus transportaban L. ferebrantis (Eckhardt et al. 2007).

La madera es un recurso que a menudo requiere un ataque preliminar de un hongo para
poder ser consumido por los insectos xiléfagos. Esto es debido a la presencia de sustancias
toxicas como alcaloides, terpenos y fenoles que hacen el sustrato incomestible para los
insectos (Dajoz 2000). La calidad nutricional de la planta hospedadora se puede ver alterada
por la infecciéon de un hongo patégeno, debido a que este puede neutralizar los compuestos
toxicos con su arsenal enzimatico (Hatcher 1995). Por ejemplo, se ha comprobado que el
hongo Opbhiostoma pilifernm (Fr.) Syd. & P. Syd. (actualmente Ceratocystis pilifera (Fr.) C.
Moreau) (Ascomycota: Ophiostomataceae) degrada diterpenos acidos que presentan

propiedades alelopaticas (Raffa & Klepzig 1992).
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El contenido en nitrégeno y fésforo de la madera es muy bajo para la alimentacién de los
insectos xiléfagos, y esto puede limitar su crecimiento y reproducciéon (Mattson 1980). El
contenido en nitrégeno en el floema de Pinus taeda alcanza el 0,38% aproximadamente
(Hodges et al. 1968), mientras que en las aciculas se llega al 1-5% (Mattson 1980).
Considerando que los insectos xiléfagos contienen entre un 6 y un 10% de nitrégeno,
durante su fase de desarrollo deberfan concentrar este nutriente entre 16 y 26 veces (Ayres
et al. 2000). Por consiguiente, los insectos han desarrollado diferentes estrategias para
satisfacer sus necesidades nutricionales como por ejemplo: 1) incrementar la eficiencia en el
uso de estos nutrientes, 2) incrementar la ingesta, 3) aumentar la duraciéon de la fase
larvaria, 4) ajustar su ciclo de vida a las estaciones en donde se incrementa el contenido de
nitrégeno y fosforo, 5) alimentarse de tejidos especificos con alto contenido en nutrientes y
6) manipular la dieta para incrementar el contenido en nitrégeno y foésforo, transportando
por ejemplo hongos que puedan concentrar estos nutrientes en el floema (Ayres et al.

2000).

Los hongos de la madera hacen que esta sea mas blanda y rica en nutrientes y esteroles
necesarios para la dieta de los insectos xilofagos (Dajoz 2000). Los esteroles son
componentes esenciales para la formacién de las células, precursores de la sintesis
hormonal e indispensables para la formacién de huevos, pero su contenido en el floema es
generalmente muy bajo (Klepzig & Six 2004). De hecho, en Pinus taeda 1.. se ha demostrado
un incremento en el contenido de nitrégeno del floema de un 131% después de la
introduccion de D. frontalis y de un hongo asociado a este (Hodges et al. 1968). Ademas, se
ha estimado que un insecto necesita consumir 36,2 g de madera para obtener una cantidad
de nitrégeno igual que la que se encuentra en 3,7 g de micelio o en 1 g de esporas del

hongo Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. (Basidiomycota: Ganodermataceae) (Dajoz 2000).
3.1.1.2. Biologia y ecologia de Pissodes castanens De Geer.

El adulto de Pissodes castanens De Geer presenta una longitud entre 6 y 9 mm y una
coloracion pardo rojiza (Fig. 53). Durante el experimento que se expondra a continuacion
se ha estimado el tamafio corporal de 1966 adultos (970 machos y 996 hembras) midiendo
el ancho y el largo de los élitros con un calibre digital. Los resultados muestran que las
hembras son mas largas que los machos (ANOVA: F, ;o,,= 15.82, P < 0.001), aunque no se
observéo la misma tendencia para el ancho, en donde no se detectaron diferencias

significativas entre sexos (I, ,o,,= 1.22, P = 0.270) (Fig. 54).
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Figura 53. Pissodes castanens adulto mimetizado con la corteza de un tronco de Pinus pinaster (a),
larva (b), cimaras de pupacién cerradas (c), orificio de salida en el tronco (d), P. castancus
alimentandose sobre una rama y provocando resinacién con sus mordeduras (e).

La cabeza del insecto se prolonga en una larga trompa, en cuyo centro se insertan las
antenas, que son geniculadas. El protérax es mucho mas estrecho en la parte anterior,
ensanchandose de adelante hacia atrds. La superficie es rugosa, densamente punteada, con
una fina quilla media dorsal y cuatro gruesos puntos formados por escamas blancas. Los
élitros presentan cuatro manchas amarillentas, constituidas por escamas. Las dos manchas

posteriores son de mayor tamafio y estan unidas entre ellas por una franja de escamas

blancas (Romanyk & Cadahia 1992).
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Este gorgojo esta ampliamente distribuido en Espafia (De Viedma 1961; Romanyk &
Cadahia 1992), Francia (Alauzet 1984; Lieutier et al. 1997), Portugal (Ferreira & Ferreira
1989), Rusia (Kulinich & Orlinskii 1998), Turquia (Tozlu 2001), Norte de Africa (Bichdo et
al. 2003) y Sudamérica (Abgrall et al. 2000).
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Figura 54. Distribucién de tamafios de los machos y hembras de Pissodes castanens utilizando
como indicador de tamafio el ancho y largo de los élitros.

Los huevos son blanquecinos y elipsoidales y son depositados generalmente de forma

aislada o en grupos de dos o tres, en el interior de los orificios que las hembras realizan

perforando la corteza del arbol con el rostro. Las larvas son blanquecinas, apodas y

ligeramente encorvadas sobre su parte ventral, caracteristica comun en los curculiénidos. A

partir de la eclosién, las larvas comienzan a horadar galerfas subcorticales, en sentido

descendente, hasta la llegada del frfo, momento en que paralizan su actividad para

reanudarla cuando las temperaturas son nuevamente propicias. Las larvas pasan por cuatro
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estadios de desarrollo, alcanzando las del ultimo unos 10 mm de longitud (Alauzet 1984).
Cuando llega la primavera, la larva de tltimo estadio prepara una camara de pupacion bajo
la corteza, excavada en la madera, donde cubriéndose con la viruta extraida (Fig. 53b,c),
realiza su metamorfosis, que dura aproximadamente un mes. El imago perfora la viruta de
la camara de pupacion y la corteza produciendo un limpio orificio circular por el que sale al
exterior (Fig. 53d). Los adultos recién emergidos necesitan un periodo de maduracion

sexual antes del apareamiento, de unos 13 dias de duracion (Alauzet 1984).

Este insecto reviste el papel de plaga secundaria ya que ataca preferentemente a individuos
jovenes (4-15 anos) de diferentes especies de pinos que se encuentran debilitados por otras
circunstancias. Sin embargo, existen datos que sugieren que este gorgojo sea capaz de
atacar a arboles sanos, especialmente cuando su densidad de poblacion es elevada (Alauzet
1984). Su ciclo biolégico presenta una gran variabilidad fenolégica, probablemente debido a
su amplia distribucién geografica. La influencia del clima sobre su desarrollo es
fundamental, hasta el punto que en los climas muy suaves pueden darse dos generaciones al
aflo, mientras que en los climas muy frios sélo tiene una generaciéon cada dos afios
(Romanyk & Cadahia 1992). En general, en Espafia hay dos generaciones solapadas por
afio. Las primeras puestas realizadas en primavera dan adultos en otofio, que pueden
reproducirse antes de la hibernacién, produciendo asi una nueva generaciéon en la
primavera siguiente (Romanyk & Cadahia 1992). En cuanto a su ciclo biolégico, estudios
de laboratorio muestran que es capaz de desarrollarse sin una diapausa obligatoria (Carle
1967; Alauzet 1984), aunque en estudios de campo se ha observado una diapausa
facultativa en el cuarto estadio larvario, posiblemente inducido por las condiciones

ambientales, principalmente el fotoperiodo y la temperatura (Carle 1974; Alauzet 1980).

Durante la crfa masiva que se ha llevado a cabo en el laboratorio en condiciones de
temperatura ambiente (18-20°C), se proporcionaron a los insectos troncos de P. pinaster
(n=117), con un diametro medio de 45,5 * 1,8 mm y una longitud de 323 + 4,9 mm, para
determinar si el nimero y el tamafio de las celdas de pupacién guardaba alguna relacién con
la superficie del tronco y con el nimero de celdas de pupacion presentes (Fig. 55). Se
hipotetizo6 que la presencia de un gran nimero de larvas en el mismo tronco pudiera
determinar cierta escasez de recursos alimenticios, que podria ocasionar finalmente un
tamafio corporal mas reducido de los insectos. Los resultados de la regresion lineal
indicaron que un incremento de la superficie del tronco determiné un aumento del nimero

de celdas de pupacion (F = 153.82, P < 0.001, n = 85). Por otra parte, el tamafio de las
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celdas tenia una relacion significativa y positiva con la superficie de la madera (F = 13.05, P
< 0.001, n = 85), pero también con el numero de celdas presentes en el tronco (F = 14.68,
P < 0.001, n = 85). Este altimo e inesperado resultado sugiere aparentemente la ausencia

de competencia entre las larvas por el espacio y el alimento.

(@)

12 1
g .t
£ . 2 S e ot
g - k2 o o »
e}
T 67 R S ¢
2 | .
s 4 )
g R*=0,135
S
0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Superfide tronam (cmZ)

\
7/

Tamafio celdas (mm
[®)}
g
%
*

80

60 A

40

Numero de celdas

20

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Superfide troneo (sz)

Figura 55. Relacién entre el tamafio de las celdas de pupacion y la superficie de tronco
disponible (a), entre el tamafio de las celdas de pupacion y el numero de celdas presentes en un
mismo tronco (b) y relacién entre el nimero de celdas de pupacion y la superficie de tronco

disponible.
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Los adultos son bastante longevos, alcanzando los 20 meses de vida (Romanyk & Cadahia
1992). El gorgojo del pino produce principalmente dos tipos de dafio en los arboles: el
primero, realizado por los adultos en su fase de alimentacién, es de escasa entidad, mientras
que el segundo, realizado por las larvas cuando excavan sus galerfas, determina la
interrupcion del flujo de savia y en caso de grandes colonizaciones la muerte del arbol
(Alauzet 1984). Este curculionido ha sido relacionado con varios hongos patégenos como
Ammillaria sp. (Ehnstrom & Axelsson 2002), Cronartinm flaccidum (Alb. & Schwein) (Alauzet
1984) y Ophiostoma sp. (Lévieux et al. 1994).

3.1.1.3. Biologia y ecologia de Leptographinm serpens (Goid.) M.J. Wingf.

El hongo Leptographium serpens (Goid.) M.J. Wingf. ha sido asociado con algunas patologfas
que afectan principalmente a la raiz de varias especies de pino: P. pinea en Italia (Lorenzini
& Gambogi 1970), P. taeda en Estados Unidos (Eckhardt et al. 2007), P. radiata y P. pinaster
en Sudafrica (Wingfield & Knox-Davies 1980), y P. pinaster en Espafia (Fernandez de Ana
Magan 1982). En Espafia, el hongo inicialmente fue identificado y descrito como
Leptographium  gallaeciae (Fernandez de Ana Magan 1982), aunque posteriormente se
confirmé como L. serpens (Zipfel et al. 20006). Este patégeno coloniza el parénquima y las
traqueidas y produce el azulado de la madera. Los sintomas mas evidentes son la reduccion
de la longitud de las aciculas y su decoloracion, la reducciéon del crecimiento en altura de la

planta y el tipico oscurecimiento de la madera en tronco y raices (Wingfield et al. 1988).

El micelio se presenta blanco hialino en su fase de crecimiento inicial y al cabo de cuatro o

cinco dias se vuelve mas oscuro, hasta llegar a oliviceo-negruzco cuando envejece. Las

0 Do2 hifas, con forma serpenteante, son tabicadas con
@w g o
Q/j el g unos septos muy visibles. La estructura reproductora
T © |
de este hongo se caracteriza por presentar unas

formaciones conidiales exdgenas situadas sobre los

/ﬁ

conidi6foros erectos, tabicados y con la base

fuertemente unida a la madera por la bifurcacion del

' {[ estipe simulando la forma de raices laterales (Fig. 56).
j

@ JLC /@ (b_)__ El conidiéforo en su parte superior se divide en

d —
Figura 56. Estructuras formadas por Leptographium serpens. Conididforo, barra 10 um (a). Aparato
conidiégeno, barra 10 um (b). Conidios, barra 10 um (c). Hifas serpenteantes, barra 20 um (d)
(Jacobs & Wingfield 2001).
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ramas que, a su vez, se ramifican y sustentan otras hialinas y muy delgadas, en cuyo apice se
sitan los conidios. El conjunto del conidiéforo y los conidios, se encuentra embebido en
una gota de un liquido mucilaginoso que adquiere en su conjunto un color grisiceo-
blanquecino y facilmente visible a simple vista. Los conidios son hialinos, cilindricos y sin

septos.

3.1.2. Objetivos del estudio

El principal objetivo de la presente investigacion es evaluar, bajo condiciones controladas,
que tipo de relacién ecolégica se establece entre el hongo fitopatégeno L. serpens y el
curculiénido xiléfago P. castanens, caando ambos comparten recursos en la misma planta

hospedadora (P. pinaster).

En concreto, los objetivos fueron:

* Determinar los beneficios potenciales de L. serpens en el desarrollo, reproduccion y
la alimentacion de P. castaneus.

* Discernir entre el efecto de las condiciones ambientales y la influencia del patogeno
sobre la biologia del insecto. Con este fin el experimento se realiz6 en invierno y en
primavera.

* Determinar si el nivel de desarrollo del hongo influye sobre la biologia del
curculiéonido, suministrando a las plantas el hongo y los insectos

contemporaneamente o bien a distancia de un mes.

Las hipotesis puestas a prueba fueron las siguientes:

* Si el insecto se beneficia de la presencia del hongo en la planta hospedadora, su
descendencia deberfa ser mas numerosa en las plantas inoculadas.

* Si las larvas se benefician al alimentarse del hongo, su desarrollo deberia ser mas
rapido, su mortalidad mas baja y su tamafo corporal mayor.

* Si el insecto y el hongo compiten por los mismos recursos, el gorgojo deberia
reducir su tamafio corporal, aumentaria la mortalidad larvaria, aumentaria el tiempo

de desarrollo y se reduciria el nimero de descendientes en los arboles tratados.
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3.1.3. Material y Métodos

3.1.3.1. Captura y cria de Pissodes castanens

En el verano de 2007 se capturaron adultos de P. castanens procedentes de una regeneracion
natural de pino maritimo en la provincia de Pontevedra, muy atacada por este insecto
después de un incendio. Los gorgojos se han mantenido en dos insectarios (40 x 40 x 60
cm) de madera y malla metalica (Fig. 57) a temperatura ambiente (18-20°C). Se le
proporcionaron semanalmente ramas frescas y troncos de P. pinaster para su alimentacion.
Posteriormente se ha conseguido mantener una cria en el laboratorio, donde P. castanens es
capaz de completar su ciclo biolégico. Todos los adultos han sido sexados, basandose en la
anatomia del dltimo esternito del abdomen (Lavallée et al. 1993). Los gorgojos fueron
marcados con pintura no toxica de distintos colores (Postman, Kuretake Co. Ltd, Japan)

para diferenciar los dos sexos.

Figura 57. Insectarios instalados en el laboratorio para la ctia de Pissodes castanens.

3.1.3.2. Cultivo de Leptographium serpens

El hongo fue aislado de arboles de P. pinaster (Fig. 58) de la provincia de Pontevedra
afectados por incendios ocurridos en 2006, purificado en MEA (Malt Extract Agar) al 2% y
mantenido en estufa a 22°C en oscuridad. El cultivo puro fue enviado al Dr. Mike

Wingfield, director del FABI (Forestry and Agricultural Biotechnology Institute) de la
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Universidad de Pretoria (Sudafrica), para su identificacion. La cepa aislada para este estudio
se encuentra almacenada en la Coleccion de hongos de la Secciéon de Fitopatologia del

Centro de Investigacion Forestal de Lourizan (Pontevedra).
3.1.3.3. Diseno experimental

El experimento fue llevado a cabo entre el otofio y el invierno de 2007-2008 y luego
replicado en la primavera-verano de 2008. En septiembre de 2007, 42 plantas de P. pinaster
de aproximadamente 5 afios de edad y con un didmetro medio de 38,2 + 0,5 mm, fueron
colocadas en el interior de un invernadero en macetas de 45L con un 80% de substrato y
un 20% de perlita. Las plantas fueron distribuidas aleatoriamente entre dos grupos que
recibieron distintos tratamientos y en un grupo control (14 réplicas/grupo). En el primer
grupo (A), los pinos fueron inoculados con un cultivo puro de L. serpens en MEA un mes
antes (12-09-07) de introducir los adultos de P. castanens (18-10-07). En el segundo grupo
(B), el hongo y los insectos fueron introducidos simultaneamente (18-10-07), mientras que
en el grupo control primero se realizaron las inoculaciones con MEA sin el hongo (26-09-
07) y luego se colocaron los insectos (18-10-07). En cada tronco se realizaron 10
inoculaciones (Fig. 59), a lo largo de 1 m, en dos filas opuestas de 5 inoculaciones cada una.
Las inoculaciones de las plantas se realizaron primero eliminando 1 cm’ de madera con una
barrena (Suunto, Finland), afiadiendo después el inéculo del hongo en el agujero,
recubriendo con la misma madera extraida con la barrena, y sellando finalmente con

parafilm para evitar contaminaciones.

Los insectos fueron introducidos en los 42 4rboles el 18 de octubre de 2007, colocados en
bolsas de fibra de vidrio atadas en las extremidades alrededor del tronco. En cada bolsa se
introdujeron 5 hembras y 5 machos de P. castanens (Fig. 59). Los insectos se mantuvieron
sobre la planta durante dos meses y fueron retirados el 18 de dicembre de 2007. Durante la
primavera-verano de 2008, el experimento fue replicado utilizando plantas nuevas. En este
caso el grupo A fue inoculado el 14 de abril, el grupo B el 14 de mayo y el grupo control el
29 de abril. Los insectos fueron colocados en las bolsas desde el 14 de mayo hasta el 14 de
julio. La temperatura y la humedad relativa dentro del invernadero fueron registradas con
un Datalogger Tinytag (Gemini Data Loggers Ltd., Chichester, West Sussex, U.K.).

También se tomo nota de la supervivencia de los arboles experimentales.
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Figura 58. Secciéon de un tronco de Pinus pinaster infectado por Leptographium serpens (a).
Conidiéforos examinados al estereomicroscopio, barra 1 mm (b) y al microcopio, barra 10 pm

©-

Las bolsas fueron revisadas diariamente para verificar la fecha de emersion de la
descendencia. Los adultos de la nueva generacion se llevaron al laboratorio, donde fueron
contados, medidos y sexados, anotando ademas el cédigo de la planta hospedadora. Para
cada arbol se calcul6: 1) el tiempo de desarrollo de cada adulto de la nueva generacion, 2) el
nimero total de gorgojos emergidos, 3) la tasa de mortalidad de las larvas de dltimo
estadio, 4) la proporcién de sexos (proporcion de machos sobre el total) de los adultos vy, 5)
su tamafo corporal. El tiempo de desarrollo de la progenie se estimé como la diferencia
entre la fecha de colocacién de los insectos progenitores en las bolsas y la fecha de
emergencia de cada miembro de la progenie de su celda de pupaciéon. Para determinar el
tamafio de cada adulto se midi6 el ancho y el largo de los élitros con un calibre digital

(Comecta S.A., Barcelona, Espafa). Para determinar la mortalidad de las larvas se
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descortez6 el tronco y se contaron las celdas de pupacion abiertas y cerradas. El calculo se

realiz6 aplicando la siguiente férmula:

1’ celdas cerradas

Mortalidad lar var ia = (

1’ celdas cerradas + n° celdas ﬂbz'emzx)

\

l p 4

Figura 59. Inoculaciones de Leptographium serpens recubiertas con parafilm (a), colocacion de las
bolsas de malla (b-c), adultos de P. castaneus (d), introduccién de los adultos y cierre de las bolsas
(e-f) y vision general de las plantas de Pinus pinaster utilizadas en el experimento (g).

Por otra parte también se determiné el contenido en nitrégeno y fésforo del floema para

comprobar si la inoculacién del hongo modifica la concentracion de estos nutrientes en el
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tronco. Para cada arbol se corté una muestra del tronco, que fue secada en estufa a 80°C y
luego triturada finamente antes de ser analizada. El porcentaje del nitrégeno total se
determiné con el método estandar micro-Kjeldhal, mientras que el fésforo se evalué con el

método colorimétrico de la sulfito-hidroquinona.

La humedad residual en la muestra se determiné después del secado a 105 °C durante 24 h

segun la férmula:
Ph-Ps

H (%) = {Ph - F)Jxloo

donde P/ es el peso de la capsula y la muestra humeda y Ps es peso de la capsula y la
muestra seca y Pr es el peso de la capsula. El dato de humedad se utilizé para calcular el

porcentaje de nitrogeno segun la férmula:

100

%N calculado = %N —
100-H

3.1.3.4. Analisis estadisticos

Antes de proceder con los andlisis estadisticos, todas las variables fueron analizadas
mediante el test Kolmogorov-Smirnov para comprobar si presentan una distribucién

normal y asf determinar el tipo de analisis mas adecuado.

Para analizar el efecto del tratamiento y del sexo del insecto sobre el tiempo de desarrollo
se aplico un andlisis de varianza (ANOVA), utilizando los arboles como factor aleatorio.
Para comprobar si el tamafo del cuerpo varfa entre tratamientos y entre sexos, se utilizé un
analisis de covarianza (ANCOVA). La fecha de emergencia fue incluida como covariable ya
que esta generalmente afecta el tamafio del insecto (observacion personal). Como en el caso
anterior, los arboles se utilizaron como factor aleatorio. Las comparaciones dos a dos entre

las medias se realizaron utilizando el test LSD de Fisher (Least Significant Differences).

El efecto del tratamiento sobre la proporcion de sexos de la progenie y la mortalidad
larvaria se analizé utilizando el modelo lineal generalizado o GLM (generalized linear
model) con distribucién binomial y funcion /ogit /ink. El efecto de los tratamientos sobre el
numero de descendientes fue analizado con un GLM con distribucién de Poisson y
tuncion logarithm link. Las diferencias entre tratamientos en cuanto a concentraciéon de

nitrégeno y fésforo fueron analizadas con un analisis de varianza (ANOVA). El contenido
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de fosforo fue previamente trasformado aplicando la férmula [(x (-0.6))-1]/-0.6. Para
comprobar el efecto de la estacién en todas las variables estudiadas para cada grupo se
aplico un GLM con distribuciéon de Poisson y funcion /logarithm link. Bl nivel de
significacion se establecié en P = 0.05. El software estadistico que se utilizé fue el GenStat

11.1 (VSN International Ltd., Hemel Hempstead, U.K.).

3.1.4. Resultados

3.1.4.1. Tratamiento en otofio-invierno

Durante este periodo emergieron un total de 755 adultos de P. castanens: 95 en el grupo
control, 281 en el grupo A y 379 en el grupo B. La concentracién de larvas en algunos
casos fue muy alta ya que en un solo arbol se llegaron a contar hasta 95 orificios de salida.
En la Figura 60 aparece el patréon de emergencia durante ambas estaciones. Desde octubre
hasta marzo de 2007, la temperatura media oscilé entre 8,7 y 14,2°C, con una humedad
relativa media del 87,9%. En particular, durante el mes de enero la temperatura media a
menudo cay6 por debajo de 5°C durante la noche. Los adultos del grupo A empezaron a
emerger el 3 de abril de 2008, aproximadamente un mes antes que los adultos del grupo B

que fueron encontrados a partir del 30 abril de 2008. El grupo control empez6 a emerger el

5 de mayo de 2008.

Con respecto a la mortalidad de los arboles, s6lo un individuo del grupo control murié a
causa de un ataque de afidos. En el grupo A murieron 12 arboles y la totalidad en el grupo
B. En el grupo control sélo emergieron adultos del arbol afectado por los afidos. El
tratamiento aplicado a los arboles afect6 significativamente al tiempo de desarrollo de los
insectos (F,,5, = 19.79, P < 0.001), pero no presentd variaciones en funcion del sexo (F,
= 0.08, P = 0.772). Las diferencias entre tratamientos se muestran detalladamente en la
Tabla 14. El tiempo de desarrollo en el grupo A mas fue corto que en los otros grupos y no

se detectaron diferencias significativas entre los adultos del grupo control y los del grupo B.

El tratamiento tuvo un efecto significativo sobre la longitud de los adultos (tratamiento:
F, .5, = 6.55, P = 0.002; covariable: F, ;5; = 33.99, P < 0.001). Sin embargo, los tratamientos
no tuvieron ningun efecto sobre el ancho del cuerpo (tratamiento: F, 5, = 2.51, P = 0.082;
covariable: F, .5, = 77.36, P < 0 .001. En la Figura 61 se puede observar la resinacion
provocada por las mordeduras de Pissodes castaneus y orificios de salida marcados en

amarillo.
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Juntando los datos de todos los tratamientos, las hembras resultaron ser un 2% mas largas
(n =372, 4.32 * 0.02 mm) que los machos (n = 385, 4.23%0.02 mm) (sexo: F, .5, = 4.68, P
= 0.031; covariable: F, ,;, = 80.95, P < 0.001). No se observé la misma tendencia para el
ancho, donde no se detectaron diferencias significativas entre sexos (machos = 2,427 +

0,01 mm; hembras = 2,416 £ 0,01 mm) (sexo: F, ;5, = 0.25, P = 0.618; covariable: F, .5, =
77.05, P < 0.001).
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Figura 60. Relacion entre el tiempo, la temperatura del aire y la emergencia de los adultos en las
dos estaciones. A = hongo inoculado un mes antes de introducir los insectos. B = hongo e
insecto colocados al mismo tiempo.

Los tratamientos no tuvieron ningin efecto sobre la mortalidad de las larvas (deviance ratio
= 0.54, P = 0.592), ni sobre la proporcién de sexos de la descendencia (deviance ratio =
0.26, P = 0.774), mientras que si hubo un efecto significativo sobre el numero de adultos
en la descendencia (deviance ratio = 93.60, P < 0.001), especialmente debido al fracaso en

la reproduccién de las hembras del grupo control.

Los tratamientos afectaron significativamente al contenido de nitrégeno en el floema (F, 3,
=4.21, P = 0.022). Las plantas del grupo control y el grupo A presentaron la concentracion
de nitrogeno en el floema mas alta, sin existir diferencias significativas entre ambos grupos
(Fig. 62a). El contenido de fésforo también varié segtn el tratamiento (F,; = 6.46, P =
0.004) (Fig. 62b). En comparacién con el grupo control, el contenido de fésforo en el
grupo A y en el grupo B se incrementé un 46,7% y un 67,6%, respectivamente. Estos
resultados indicaron la existencia de una relacion entre los tratamientos y el contenido de

nutrientes en el floema. Por esta razén se realiz6 a posteriori un ANCOVA utilizando el
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tratamiento como factor fijo, la descendencia, el tiempo de desarrollo o el tamafo corporal
como variables de respuesta, el contenido de nitrégeno y fésforo como covariables y los
arboles como un factor aleatorio. Al analizar el efecto de los tratamientos sobre el tamafio

corporal, se ha utilizado la fecha de emergencia como segunda covariable.

Figura 61. Resinacién provocada por las mordeduras de Pissodes castanens y orificios de salida
marcados en amarillo.

El nitrégeno contribuyé a explicar el efecto del tratamiento sobre la longitud (tratamiento:
Fi 6 = 0.88, P = 0.349; contenido de nitrégeno: F, . = 9.06, P = 0.003; fecha de
emergencia: F, ;= 33.34, P < 0.001 ) y el ancho de los insectos (tratamiento: F, 5, = 0.38,
P = 0.540; contenido de nitrogeno: F, 5, = 16.39, P < 0.001; fecha de emergencia: F, ;5, =
39.79, P < 0.001). EI contenido de fésforo tuvo un efecto positivo sobre la descendencia
(tratamiento: F, = 22.75, P = 0.004; contenido de fésforo: F, 5, = 54.26, P < 0.001), la
longitud (tratamiento: F, ;= 6.00, P = 0.015; contenido de fésforo: F, ¢ = 25.32, P <
0.001; fecha de emergencia: F,,, = 34.58, P < 0.001) y el ancho de los insectos
(tratamiento: F, 5, = 1.45, P = 0.229; contenido de fésforo: F, ;5 = 35.28, P < 0.001; fecha
de emergencia: F, ;5= 41.79, P < 0.001).

3.1.4.2. Tratamiento en primavera-verano

En este caso emergieron un total de 1207 adultos de P. castaneus: 1 en el grupo control, 694

en el grupo A y 512 en el grupo B. En un solo arbol se llegaron a contabilizar hasta 94
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orificios de salida. La temperatura del aire desde abril hasta septiembre de 2008 oscil6 entre
14,6°C y 21,1°C, con una humedad relativa media del 83,3%. Soélo sobrevivieron dos
plantas del grupo A y cinco del grupo B. En el grupo control ninguna planta murié y sélo
emergi6 1 insecto (Tabla 15), por eso en los analisis sélo se pudieron comparar los grupos

Ay B.

El tratamiento tuvo un efecto significativo sobre el tiempo de desarrollo (F, ;5 = 7.92, P =
0.002). Los adultos que pertenecian al grupo A experimentaron un desarrollo mas rapido,
aunque el tiempo de desarrollo fue similar para ambos sexos (F, 5, = 0.71, P = 0.398).
Analizando los tratamientos teniendo en cuenta la fecha de emergencia como covariable, se
encontr6 un efecto significativo sobre la longitud (tratamiento: F, ,,,, = 36.97, P < 0.001;
covariable: F, ,,,= 20.70, P < 0.001) y ancho del insecto (tratamiento: F,,,,, = 53.63, P <
0.001; covariable: F,,, = 34.58, P < 0.001). Los adultos que emergieron en el grupo B

tenfan un mayor tamafio que los adultos que emergieron en el grupo A (Tabla 15).

Considerando los datos de todos los tratamientos, las hembras resultaron ser un 2% mas
largas (n = 625, 4,44 £ 0,01mm) que los machos (n = 586, 4,34 £ 0,01mm) (sexo: F, 5, =
12.96, P < 0.001; covariable: F, ;,; = 3.72, P = 0.054), mientras que el ancho no varié
(machos= 2,48 £ 0,0lmm, hembras = 2,49 * 0,0lmm) (sexo: I, ,; = 1.36, P = 0.244;
covariable: F,,,, = 6.88, P = 0.009). Los tratamientos no tuvieron efecto sobre la
proporcién de sexos (deviance ratio = 0.05, P = 0.825), la mortalidad larvaria (deviance
ratio = 0.28, P = 0.7506) y el numero de descendientes (deviance ratio = 0.93, P = 0.343),
sin embargo la comparaciéon dos a dos de las medias muestra que el numero de

descendientes por arbol fue mayor en el grupo A (Tabla 15).

Durante la primavera-verano los tratamientos no afectaron significativamente al contenido
de nitrégeno en el floema (F,;, = 0.33, P = 0.723), mientras que el contenido de fésforo
vario segun el tratamiento (F,;, = 3.13, P = 0.055). En comparacién con el grupo control,
el contenido de fésforo en el grupo A y en el grupo B se incrementé un 57,8% y un 36,7%
respectivamente, existiendo diferencias significativas entre ambos tratamientos (Fig.62b).
Como ya ocurrido para el tratamiento durante el invierno, los resultados indicaron una
relacién entre los tratamientos y el contenido de fésforo en el floema. Se ha aplicado
entonces un ANCOVA, en donde el tratamiento es un factor fijo, la descendencia, el
tiempo de desarrollo o el tamafio son las variables de respuesta, el contenido fésforo es la

covariable y los arboles representan el factor aleatorio. Al analizar el efecto de los
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tratamientos sobre el tamafio corporal, se utilizé la fecha de emergencia como segunda
covariable. Se encontré que el contenido de fésforo en el floema tuvo un efecto
significativo unicamente sobre el nimero de descendientes (tratamiento: F, ,,,= 105.24, P

< 0.001; contenido de fésforo: F, ,,,= 119.80, P < 0.001).
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Figura 62. Contenido de nitrégeno y fésforo en los arboles experimentales durante las dos
estaciones. C = Control; A = Hongo inoculado un mes antes de colocar los insectos; B =
Hongo e insecto introducidos al mismo.
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3.1.4.3. Efecto estacional

La época del afio tuvo un efecto significativo sobre el tiempo de desarrollo (deviance ratio
= 9024.09, P < 0.001) y el numero de descendientes (deviance ratio = 68.90, P < 0.001).
Durante la primavera los adultos del grupo A tuvieron mas progenie que durante el

invierno, y el tiempo de desarrollo fue mas rapido (Tabla 15).

También se encontré que la mortalidad de las larvas fue mayor durante el invierno que
durante la primavera (deviance ratio = 22.27, P < 0.001). La estacién también tuvo un
efecto significativo sobre el ancho (deviance ratio= 17.86, P < 0.001) y largo (deviance
ratio = 21.70, P < 0.001) de los adultos, ya que fueron mas grandes los adultos que
emergieron en primavera. La proporcion de sexos no varié entre estaciones (deviance ratio

=1.21, P = 0.317).

Por otro lado, la época del afio no influy6 sobre el contenido de nitréogeno de la planta
(F, 5= 0.07, P = 0.787), pero si sobre el contenido en fésforo (F, .3 = 5.60, P = 0.020), que

fue mayor durante los meses invernales (Fig. 62b).
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Tabla 15. Valores medios de las vatiables medidas en la descendencia durante las dos estaciones (media t error estandar). (n) = tamafio de muestra

Otofio-Invierno
Grupo Ancho (mm) Largo (mm) Tiempo desarrollo (dias) (?(;Slft ZI:/]'Z?;S:) Proporcién sexos Mortalidad larvaria
C (n=95) 2,38 0,03 (b) 4,17 £ 0,53 (b) 214 £ 0,68 (b) 6,8 (b) 0,47 (a) 0,04 ()
A (n=281) 2,53 + 0,02 (a) (a) 4,48 = 0,04 (a) (a) 203 £ 1,04 (¢) (a) 20,1 £ 5,6 (a) (b) 0,34 (a) (a) 0,04 £ 0,01 (a) (a)
B (n=379) 2,35+ 0,02 (b) (5) 4,15 % 0,03 (b) (b) 229 £ 0,89 (a) (a) 27,1 £5,6 (a) (a) 0,46 (a) (a) 0,04 £ 0,01 (a) (a)
Primavera-Verano
Grupo Ancho (mm) Largo (mm) Tiempo desarrollo (dias) (]a)c;jlct Zr:/lz?;i?) Proporcion sexos ~ Mortalidad larvaria
C (n=1) 1,86 2,92 76 1
A (n=0697) 2,45 % 0,01 (b) (b) 434 + 0,02 (b) (b) 91 £ 0,57 (b) (b) 49,8 9.4 (a) (a) 0,41 (a) (a) 0,004 £ 0,01 (a) (b)
B (n=585) 2,54+ 0,01 (a) (a) 4,47 £ 0,02 (a) (a) 110 + 0,88 (a) (b) 36,6 £ 7,4 (b) (a) 0,57 (a) (a) 0,007 £ 0,04 (a) (b)

Grupo A = hongo inoculado un mes antes de colocar los insectos. Grupo B = hongo e insectos colocados al mismo tiempo. C = arboles inoculados con medio de
cultivo estéril. L.as mismas letras entre paréntesis indican que no hay diferencias significativas (P < 0.05). Las primeras letras indican diferencias entre tratamientos
dentro de la misma estacion, la segunda letra indica diferencias entre estaciones para la misma variable y tratamiento.
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3.1.5. Discusién

En este estudio se examinaron las interacciones ecoldgicas entre el gorgojo xiléfago Pissodes
castanens 'y el hongo patégeno Leptographium serpens, cuando ambos colonizan la misma
planta hospedadora. Se hipotetiz6 la existencia de cierta variabilidad del efecto del hongo
sobre el insecto en funcién del nivel de desarrollo del micelio. Para ello se determinaron
dos grupos con distintos niveles de colonizacién fungica: en el primero el hongo fue
inoculado un mes antes de la introduccién de los insectos (grupo A) y en el segundo la

inoculacién fue simultanea con la colocacién de los insectos (grupo B).

Durante la colonizacién de la planta, un hongo fitopatégeno puede modificar el
metabolismo de esta reduciendo sus mecanismos de defensa para poder acceder a las
fuentes de carbono y nitrégeno y desarrollarse en los tejidos del hospedador (Solomon et
al. 2003). Ayres et al. (2000) demostraron la importancia del nitrégeno en la alimentacién
de las larvas de Dendroctonus frontalis generalmente asociado con hongos patdgenos. De
hecho, se encontré que la concentraciéon de nitrégeno en el floema pasaba del 0,40% en los
arboles no atacados por el insecto al 0,86% en los arboles que presentaban galerias y larvas
bien desarrolladas. Ademas, en las zonas con mayor concentracion de nitrégeno, asociadas
con el crecimiento de los hongos simbiontes, Ceratocystiopsis ranaculosus y Entomocorticium sp.,
las larvas se desarrollaban con mas éxito y los adultos tenfan un mayor tamafio corporal.
Sin embargo, cuando el floema era colonizado por el hongo Ophiostoma minus, antagonista
de D. frontalis, aumentaba la concentraciéon de nitrégeno con respecto a los arboles no
atacados por el insecto, pero no habia larvas en desarrollo. Se ha encontrado un incremento
de la concentracion de foésforo en las plantas inoculadas, especialmente durante el invierno,
lo cual sugiere que el hongo determina la concentracién de este nutriente. En comparacion
con el grupo control, el contenido de fésforo del grupo A y B se incrementaron del 46,7%
y 67,6%, respectivamente. Esta circunstancia contribuyé a explicar el incremento de la
progenie en primavera y verano y el tamafio de los adultos desarrollados durante el
invierno. Sin embargo, aunque la relacién entre los tratamientos y el contenido de
nitrégeno fue significativa, en realidad la concentracién de nitrégeno no se incremento
como estaba previsto, aunque contribuyé en parte a explicar el impacto del tratamiento
sobre el tamafio corporal durante el invierno. Esta claro que un suplemento nutricional
podria beneficiar a las larvas, ya que aumentaria la calidad de su dieta y reduciria la

competencia intraespecifica en arboles intensamente colonizados (Bleiker & Six 2007).
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A diferencia de otros insectos xiléfagos como Ips typographus 1. (Coleoptera: Scolitydae) que
colonizan arboles sanos, P. castaneus generalmente ataca a arboles con algun tipo de estrés
bidtico o abidtico (Alauzet 1984). Los datos del experimento corroboran esta hipotesis, ya
que la descendencia generada por P. castanens fue mucho mayor en los arboles inoculados.
Esto sugiere que el hongo ayuda al insecto a debilitar las defensas de las plantas y favorece
su desarrollo. Ademas es interesante resaltar que en los arboles en donde el hongo estaba
mas desarrollado (grupo A), la descendencia en primavera fue mayor. Estos hechos
contrastan con el trabajo de Klepzig et al. (2001), que encontraron que el hongo Ophisstoma
minus reducia el desarrollo de la descendencia, pero concuerdan con otros estudios en
donde los insectos producian mas progenie en presencia de hongos patégenos (Eckhardt et
al. 2004; Kopper et al. 2004). De hecho, Eckhardt et al. (2004) concluyd que Hylastes
salebrosus e H. tenuis tenfan mas descendencia en las raices que estaban infectadas con

hongos del género Leptographium.

Cuando el area colonizada por el hongo se solapa con el area donde se ubican las larvas, el
éxito de desarrollo de los insectos xil6fagos podria verse reducido a través de la inhibicién
de la eclosion, retraso en el crecimiento o incremento de la mortalidad (Klepzig et al. 2001).
En el estudio no se ha observado ninguna forma de antagonismo, ya que la mortalidad de
las larvas fue minima durante ambas estaciones, y no se relacioné con los tratamientos. Sin
embargo, la mortalidad se incremento ligeramente en invierno, seguramente debido a las
condiciones ambientales menos favorables. Es importante resaltar que sélo se ha podido
detectar la mortalidad de las larvas que llegaron a desarrollar la camara de pupacion, ya que
estas dejan una marca evidente en el tronco. La mortalidad de los huevos o de los primeros
estadios larvarios que probablemente se produzcan por los mecanismos de defensa del

arbol (Franceschi et al. 2005), no pudieron ser detectados.

En condiciones naturales la proporcion de sexos de P. castanens es de 1:1 (Alauzet 1984). En
el estudio se obtuvo la misma proporciéon de sexos en la descendencia. Esto indica que la
presencia del hongo patégeno en el floema no provoca una mortalidad sesgada hacia uno

de los sexos.

La mayoria de los organismos ectotérmicos, como los artropodos, se desarrollan mas
lentamente en ambientes frios y presentan un mayor tamafio que en ambientes calidos.
Esta plasticidad adaptativa podria deberse a los grandes beneficios y a los bajos costes de

retrasar la maduracién de las larvas en condiciones de bajas temperaturas (Angilletta et al.
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2004). Sin embargo, durante el invierno, los adultos que emergieron de las plantas en donde
el hongo estaba mas desarrollado (grupo A) eran mas grandes que los adultos que
emergieron de los arboles en donde el hongo estaba menos desarrollado (grupo B), pero
experimentaron un desarrollo mas rapido. Una causa posible de este fendmeno podria
encontrarse en el hecho de que cuando la colonizacién del hongo estd mas avanzada (grupo
A) hay mas nutrientes disponibles para el desarrollo de las larvas. Estos resultados
concuerdan con otros estudios que demostraron como la presencia del hongo en la dieta
del insecto juega un importante papel en sus parametros vitales y en la dinamica de la

poblaciéon (Campbell & Bryant 1940; Mondy et al. 1998; Bleiker & Six 2007).

Durante la primavera, los insectos del grupo A se desarrollaron mas rapidamente aunque el
tamafio del cuerpo se redujo en comparacién con los adultos del mismo tratamiento
emergidos en invierno y con los adultos pertenecientes al grupo B (Tabla 15). Este
resultado podria relacionarse con los diferentes tiempos de desarrollo experimentados por
las larvas del grupo A durante el invierno (203 dias) y la primavera (91 dias). Es posible
que, a pesar de que los insectos del grupo A se desarrollaron en un floema ampliamente
colonizado por el hongo, el menor tiempo de permanencia de las larvas en el floema no les
permitié6 obtener mayores beneficios en términos de tamafio corporal. Ademas ha sido
reconocido que la temperatura, la humedad y el contenido de nutrientes del floema,
modulan la direcciéon y la fuerza de la relacién hongo patégeno-insecto xilofago en la

misma planta hospedadora (Klepzig & Six 2004; Six & Bentz 20006; Bleiker & Six 2007).

Analizando el efecto de las estaciones sobre el ciclo de vida de P. castaneus, se ha encontrado
que, como era previsible, el desarrollo fue mas lento en invierno que en primavera. Esto es
debido a que las bajas temperaturas provocan que las larvas de P. castanens experimenten
una diapausa para sobrevivir a las condiciones ambientales desfavorables (Garcia de
Viedma 1961; Alauzet 1984). Sin embargo, la tendencia del tiempo de desarrollo larvario
detectada entre tratamientos no cambid, ya que independientemente de la estacion, la
descendencia del grupo A tuvo un desarrollo mas rapido, mostrando un claro efecto del
hongo patdgeno sobre el tiempo de desarrollo del insecto. Las consecuencias ecoldgicas de
este hecho podrian ser muy importantes para el, ya que un rapido desarrollo reducirfa la
mortalidad causada por los enemigos naturales, como parasitoides, depredadores y hongos

entomopatogenos (Rostas & Hilker 2002).
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Para concluir, independientemente de la estacion, L. serpens no ha manifestado efectos
negativos sobre la biologia de P. castanens. Por el contrario, el insecto se ha beneficiado de la
presencia del hongo patégeno, ya que ha conseguido superar las defensas de la planta,
desarrollandose mas rapidamente, e incrementando en ocasiones su tamafio corporal.
Ademas, esta investigacion demuestra la importancia de replicar los experimentos en
diferentes épocas del afio (invierno vs. primavera) y con distintas condiciones de
tratamiento (colonizacién simultanea vs. retraso en la colonizacion del insecto) (Kelly
2006). De hecho tal como se ha demostrado en estudios realizados sobre otros insectos
xilofagos (Kopper et al. 2004), se ha comprobado que el grado de colonizacién del hongo
afecta significativamente a la biologia los insectos. Por consiguiente la interpretacion del
impacto de L. serpens sobre P. castanens difiere en funciéon de la estacion del afio y del

momento de la inoculacién del hongo.

3.2. Capacidad de Pissodes castaneus para transportar e inocular esporas de
Leptographium serpens en plantas de Pinus pinaster

3.2.1. Introduccién

Las investigaciones sobre la capacidad de los insectos xil6fagos para actuar como vectores
de hongos patégenos se han centrado principalmente en los escolitidos, por lo que la
informacién sobre la existencia de tales interacciones entre los coledpteros curculiénidos y
los hongos ha recibido menor atencién (Lieutier et al. 2004). En realidad a diferencia de los
insectos xilemicetéfagos, pocos curculionidos han desarrollado una verdadera asociacion
mutualista con los hongos fitopatégenos (Bright 1993) y como consecuencia, no han
desarrollado estructuras especializadas (micangios), para el transporte de las esporas. Sin
embargo se ha hipotetizado que en algunos casos los curculiénidos podrian ser mas
importantes en la propagacién de ciertos hongos de la familia Ophiostomataceae, como
Leptographium procerum, que los escolitidos (Lewis & Alexander 1986). En los curculiénidos,
la transmisién del hongo esta relacionada con la actividad de alimentacion, ya que el insecto
perfora con el aparato bucal la corteza hasta llegar al floema. Ademas durante la emergencia
de los adultos de las camaras de pupacion, la mayoria se contamina internamente mediante
la ingestion de madera infectada y externamente por contacto directo con las esporas. En
Hylobins abietis por ejemplo las esporas de L. procerum fueron detectadas a ambos lados del

pronoto y en depresiones de la cuticula asociadas a las sedas del pronoto, mientras que en
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Pissodes piceae fueron localizadas en el pronoto, los élitros y el rostro (Viiri 2004). Por otra
parte los acaros presentes en los escolitidos y curculiénidos también pueden actuar como
vectores indirectos de hongos patégenos (Paine et al. 1997; Klepzig et al. 2001; Jacobs &
Wingfield 2001), tal y como se ha demostrado para los acaros de Ips #pographus e 1
sexcdentatus (Bridges & Moser 1986; Moser et al. 1989; Lévieux et al. 1989) y de Dendroctonus
[frontalis (Lombardero et al. 2003).

Segun Leach (1940) un insecto puede ser considerado vector de un hongo si se cumplen las
siguientes condiciones: 1) en condiciones naturales el insecto estd asociado con plantas
infectadas por el hongo, 2) visita y transmite la enfermedad a arboles sanos susceptibles de
recibir la infeccidn, 3) transporta al hongo sobre su cuerpo y 4) es capaz de transmitir el
hongo a plantas sanas en condiciones de laboratorio (Leach 1940). La mayor parte de los
estudios que han analizado la capacidad de los curculiénidos para actuar como vectores de
hongos han sido realizados en Norteamérica, mientras que en Europa las investigaciones
son todavia escasas (Viirt 2004). En Francia, se ha encontrado que un 10% de los adultos
de Pissodes piceae 1lliger llevaban esporas de Ophiostoma canum y O. ips (Lévieux et al. 1994) en
el pronoto, los élitros y el rostro. También se documentd que O. minus, O. pini, O. piceae, O.
Ppluriannulata, Ceratocystiopsis minuta y Aureobasidinm pullulans estaban asociados con Pissodes
pini (Viiri 2004). Adultos de Hylobius pales inoculados artificialmente con L. procerum
transmitieron el hongo a todas las plantas y el hongo fue recuperado sélo de las zonas
donde el insecto se habia alimentado (Nevill & Alexander 1992). También se demostrd que
Pissodes pini transporta esporas de Endocronartium pini y ademas fue capaz de transmitirlo a
plantas sanas (Pappinen & von Weissenberg 1994). Recientemente se vi6 que Pissodes
validirostris no fue capaz de transmitir el hongo patégeno Fusarium circinatum bajo
condiciones de laboratorio, sin embargo los dafios ocasionados por su aparato bucal
facilitaron sucesivamente la penetraciéon del hongo en la planta hospedadora (Lennox et al.

2009).

Como ya se ha comentado anteriormente, los curculiénidos se suelen asociar con hongos
de la familia Ophiostomataceae, principalmente con los géneros Opbhiostoma y Ceratocystis y
sus anamorfos (Leptographium, Pesotum, Sporothrix y Hyalorhinocladiella) (Raffa & Klepzig,
1992). En el caso de Leptographium sp. en ocasiones se ha demostrado que el hongo es
utilizado como alimento por las larvas del insecto y favorece su desarrollo (Witcosky &

Hansen 1985; Lewis & Alexander 19806; Paine et al. 1997). En particular, L. serpens ha sido
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relacionado con los curculiénidos de los géneros Hylobius y Pissodes (Jacobs & Wingtfield

2001).

3.2.2. Obijetivos del estudio

En el anterior estudio se ha demostrado que P. castaneus y L. serpens podrian establecer una
relacion de comensalismo en P. pinaster, ya que el hongo favorecié la colonizacién y el
desarrollo larvario del insecto, disminuyé el tiempo de desarrollo, increment6 el tamafio
corporal y aumento la concentracion de fosforo en el floema. Mientras que el insecto se vid
favorecido por esta interacciéon, quedan por demostrar los beneficios obtenidos por el

hongo.

Los objetivos principales de este estudio fueron:

*  Determinar la capacidad del insecto adulto para transportar esporas del hongo al

emerger de plantas de P. pinaster infectadas artificialmente.

*  Determinar la capacidad del insecto para inocular el hongo en plantas sanas de P.

pinaster.

*  Determinar en condiciones naturales el porcentaje de adultos de P. castanens que

transportan esporas de L. serpens.

3.2.3. Material v métodos

3.2.3.1. Experimento 1: ;Puede P. castanens transportar esporas de L. serpens?

Para este experimento se utilizaron los adultos que emergieron de 20 de los arboles
inoculados con L. serpens en el experimento anterior. Entre agosto y septiembre de 2008 se
recogieron tres insectos por arbol (n=060). Para evaluar la capacidad de estos gorgojos para
transportar esporas del hongo, se introdujo cada insecto en una placa con medio de cultivo
MEA vy el antibiético cicloheximida (500mg/L) durante 30 minutos. Este medio de cultivo
selectivo evita el crecimiento de otros tipos de hongos, lo cual favorece el crecimiento de
Leptographium, generalmente resistente a altas dosis de cicloheximida (Jacobs & Wingfield
2001). Las placas fueron mantenidas en estufa a 22°C, en oscuridad para favorecer el
crecimiento del hongo y examinadas diariamente para determinar la presencia de
estructuras reproductoras (conidiéforos).Para evaluar el porcentajee de adultos del gorgojo
que transportan esporas de L. serpens en condiciones naturales, se capturaron 60 individuos

de P. castanens procedentes de varias zonas afectadas por el fuego, situadas en la provincia
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de Pontevedra. Se introdujo cada insecto en una placa con medio de cultivo MEA y el
antibidtico cicloheximida (500 mg/L) durante 30 minutos. Las placas fueron mantenidas en

estufa a 22°C y en oscuridad para favorecer el crecimiento del hongo.
3.2.3.2. Experimento 2: sPuede P. castanens determinar la contaminacién de plantas sanas?

Para este experimento, en primer lugar se realiz6 la esterilizacion de 400 adultos de P.
castanens procedentes de la cria de laboratorio. Para esterilizar los insectos se rociaban con
una solucién de hipoclorito sédico, etanol y agua destilada (10:10:80), y después de 5
minutos se lavaban con agua destilada. A continuacion, la mitad de los insectos (n=200) se
contaminaron artificialmente introduciéndolos en placas de cultivo puro de L. serpens en
MEA. Los restantes 200 insectos no contaminados se utilizaron para el grupo control. Para
el test han sido utilizados 40 arboles de P. pinaster de 7-8 afios de edad aparentemente
sanos. Los arboles tratados (n=20) y los arboles control (n=20) tenian un didmetro de 48,6

T 2,5 mm y 48,9 £ 2,2 mm respectivamente (Fig. 63a). El 19 noviembre de 2008, fueron

%
¥

Figura 63. Visioén general de la parcela de P. pinaster utilizada en este experimento (a,b). En los
arboles experimentales la extraccién de muestras deja al descubierto las camaras larvarias en su
fase mas precoz (d-f). Todas ellas estan llenas de resina, debido a la respuesta de defensa de la
planta.
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colocados 10 insectos por arbol (5 machos y 5 hembras), en bolsas especiales, siguiendo el
mismo procedimiento descrito en el anterior experimento (Fig. 63). Los insectos se

mantuvieron sobre los arboles durante 2 meses, hasta el 19 enero de 2009.

Figura 64. Procesado de las muestras de corteza en el laboratorio. Extracciéon de una
submuestra de corteza bajo la lupa (a-b), perforaciones realizadas por un adulto en una muestra
de corteza, barra 1 mm (c), esterilizacion (d) y colocacion de las muestras de corteza en placas
de MEA con cicloheximida debajo de una campana de flujo laminar (e,f).

En mayo del 2009, cuatro meses después de la retirada de los insectos, se recogieron diez
muestras de corteza en la porcién de tronco donde se ubicaron los insectos y donde se

observaban perforaciones realizadas por los curculiénidos (Fig. 63). Las muestras (n=400)
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fueron esterilizadas utilizando una solucién de hipoclorito sédico, etanol y agua destilada
(10:10:80), colocadas en placas con MEA vy cicloheximida (500 mg/L) debajo de una

campana de flujo laminar (Fig. 64), e incubadas en estufa a 22°C en oscuridad.

Para analizar la relacién entre la presencia de los insectos contaminados y la presencia de
micelio de L. serpens en el tronco, se utilizé un GLM con distribucién binomial y funcién

logit link.
3.2.4. Resultados

De las 60 placas de cultivo realizadas en total, 39 aparecieron contaminadas con L. serpens,
es decir, el 65% de los adultos de P. castanens que emergieron de los arboles inoculados
llevaban L. serpens. En la Figura 65 se puede observar el desarrollo del micelio del hongo y

los conidiéforos que forma. Algunas ocasiones se observo en las placas competencia entre

(b)

Figura 65. Muestras de corteza en las placas de cultivo. Desarrollo después de 7 dias (a), 14 dias
(b) y 21 dias (c). Conidiéforos, barra 1 mm (d).
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L. serpens y otras especies de hongos y bacterias a pesar de la presencia de cicloheximida.
Por lo tanto la falta de desarrollo del micelio de L. serpens podria deberse a que el insecto no
lo transporta o a que otras especies de hongos hayan inhibido su crecimiento. Por otra
parte, no se encontraron esporas del hongo en los 60 insectos capturados en condiciones

naturales.

L. serpens fue aislado de 5 de los 20 arboles tratados (25%). La relacion entre el tratamiento
y la presencia del hongo en la corteza fue significativa (deviance ratio = 6.96, P = 0.008). El
hongo no aparecié en ningun arbol control. Ninguno de los arboles experimentales mostré

sintomas foliares de decaimiento propios de la enfermedad fungica.
3.2.5. Discusién

En este estudio se ha demostrado por primera vez que Pissodes castanens podria actuar como
vector de Leptographium serpens. Los insectos que emergen de arboles infectados por este
hongo patégeno transportan esporas sobre su cuerpo y podria transmitir la enfermedad a
través de las mordeduras que realizan para alimentarse o a través de los orificios que
realizan para la puesta de huevos. Los resultados concuerdan con otras investigaciones
donde se demostrd la relacion entre P. approximatus y L. procerum (Alexander et al. 1988), P.
Sasciatus y L. wagener: (Witcosky et al. 19806), P. nemorensis y L. procerumz (Nevill & Alexander
1992) y entre P. pini'y L. procerum y L. lundbergii (Livingston & Wingfield 1982). Sin embargo
estos resultados contrastan con la ausencia de esporas en los adultos capturados en el
campo, lo cual probablemente indica que esta asociaciéon no sea habitual en condiciones

naturales.

Los curculiénidos podrian haberse contaminado con el hongo durante el desarrollo larvario
en el floema, donde se propaga el micelio y/o durante la emergencia de las camaras de
pupacion. La contaminacion de P. castanens por contacto podria ocurrir con facilidad ya que
los conidios de Leptographinm spp. se agrupan en masas mucilaginosas en los apices de los
conidi6foros, y adhieren con facilidad a la superficie de los insectos para favorecer su
dispersion (Jacobs & Wingfield 2001). Por otra parte, los acaros asociados con los insectos
xiléfagos también podrian actuar como vectores de los hongos (Paine et al. 1997; Klepzig
et al. 2001; Jacobs & Wingfield 2001). De hecho, los acaros asociados con Ips typographus e 1.
sexdentatus son vectores de varias especies de hongos del género Ophiostoma, representando
un claro ejemplo de foresia secundaria (Bridges & Moser 1986; Moser et al. 1989; Lévieux

et al. 1989), presente también entre Dendroctonus frontalis y O. minus (Lombardero et al 2003).
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En este caso los acaros completan un circuito de interacciones que incluyen el
comensalismo (Tarsonenus y Dendroctonus frontalis), el mutualismo (Tarsonemus 'y O. minus), el
antagonismo (O.minus y los hongos simbiontes) y otro mutualismo (hongos simbiontes y

Dendroctonus frontalis).

Los arboles estudiados no mostraron sintomas aparentes de la enfermedad. Estos
resultados son coherentes con otros estudios llevados a cabo con Pinus strobus (Wingfield
1985; Horner 1985; Nevill & Alexander 1992), y P. #aeda (Horner 1985) en donde no se
apreciaron sintomas foliares de la enfermedad hasta 12 meses después de la inoculacion de
L. procerum. Esto podria deberse a que el hongo presenta un periodo de latencia y que los
sintomas foliares sélo se observan en las ultimas fases de la enfermedad (Nevill &

Alexander 1992).
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados del estudio realizado para valorar el impacto que ejercen distintos niveles de

defoliacién sobre la comunidad de hongos ectomicorricicos asociados al aparado radical de

Pinus pinaster han permitido formular las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4

5)

0)

El efecto de la herbivoria sobre la comunidad fungica depende del porcentaje de hojas

eliminadas y del nimero de defoliaciones aplicadas.

La defoliacion ligera (25%) determind una reduccion del crecimiento de los arboles
hospedadores, pero no provocéd ningun efecto ni sobre el porcentaje de colonizacion
fingica ni sobre la riqueza o diversidad de especies. Los efectos producidos en el
tratamiento de defoliacion ligera sobre los arboles oscilaron entre positivos y negativos,
ya que por un lado aument6 el numero de brotes y el numero de pifias, lo cual sugiere
la existencia de una respuesta compensatoria de la planta ante un estrés, y por el otro

lado se redujo la altura del arbol, el diametro del tronco y la longitud del brote terminal.

La defoliaciéon severa (75%) afecté al crecimiento de los arboles y provocd una
reduccion significativa del porcentaje de colonizacién de ECM en las raices, asociada a
una disminucion de la diversidad y de la riqueza de especies. Las plantas sometidas a
este porcentaje de defoliaciéon presentaron una reduccion del numero y de la longitud
de los brotes, asi como una reduccién de la altura total y del diametro del tronco. La
defoliacién severa aplicada durante 2 afios consecutivos redujo del 23% la comunidad

de ECM asociadas a las raices.

La abundancia de las especies fungicas con alta demanda de carbono se redujo al
aumentar el grado de defoliaciéon, mientras que no se detectaron diferencias en las

especies fungicas con baja demanda de carbono.

Los resultados muestran que las ECM mantienen su reproduccion sexual (formacion
de carpoforos) a pesar de la de la limitaciéon de nutrientes producida después de una

defoliacion del 75% de las aciculas maduras aplicada durante 2 afilos consecutivos.

Se confirma la fuerte relacion que se establece entre P. pinaster y las ECM, ya que
cualquier situacion de estrés sufrida por la planta hospedadora se refleja en la

comunidad de hongos micorricicos asociados al aparato radical.
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7)

8)

Para estudiar la abundancia, riqueza y diversidad de una comunidad de ECM resulta
importante integrar los datos cualitativos y cuantitativos relativos a las estructuras
vegetativas  (apices radicales), con los datos procedentes de las estructuras
reproductoras (carpoforos). De hecho, durante el estudio solo el 47% de las especies
fungicas encontradas a nivel de las raices fueron recolectadas también como

carpoforos.

La utilizacion de los métodos moleculares para la identificacion de los hongos
ectomicorricicos en plantas de P. pinaster ha permitido la identificaciéon de 5 géneros
(Meliniomyces, Phialophora, Pseudotomentella, Tomentella y Tomentellopsis) y 11 especies
(Boletus aestivalis, Cortinarins alboviolaceus, Entoloma conferendum, Inocybe praetervisa, 1. soluta,
Psendotomentella tristis, Rhizopogon verii, Russula drimeia, R. ochrolenca, Scleroderma verrucosum

y Tomentella sublilacina) nunca descritas antes en asociacion con esta conifera.

Los resultados del estudio realizado sobre las interacciones ecoldgicas que se establecen

entre Pissodes castanens y el hongo patégeno Leptographium serpens en Pinus pinaster han

permitido llegar a las siguientes conclusiones:

D

2)

3)

160

La presencia del hongo fitopatégeno L. serpens en la misma planta colonizada por
gorgojo del pino P. castanens produce beneficios para el insecto, ya que gracias al
desarrollo de la enfermedad fungica la planta se debilita y el gorgojo consigue que su
progenie se desarrolle con éxito. Ademas, incluyendo el micelio en su dieta, las larvas
se desarrollan mas rapidamente y en ocasiones pueden incrementar su tamafo

corporal.

Independientemente de la estacién, no se ha encontrado ningun indicio de
competencia entre el hongo y el insecto, lo cual permite descartar de momento la

existencia de una relacion de antagonismo entre ambos organismos.

Se ha encontrado un incremento de la concentraciéon de fosforo en las plantas
inoculadas, especialmente durante el invierno, lo cual sugiere que el hongo determina

una concentraciéon de este nutriente. En comparaciéon con el grupo control, el
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)

5)

0)

7)

8)

contenido de fosforo del grupo A y B se incrementé del 46,7% y 67,6%,
respectivamente. Esta circunstancia contribuy6 a explicar el incremento de la progenie
en primavera y verano y el tamafio de los adultos desarrollados durante el invierno. A
pesar de que la relaciéon entre los tratamientos y el contenido de nitrogeno fue
significativa, la concentracion de nitrégeno no se incrementé como estaba previsto en
las plantas inoculadas, aunque contribuyé en parte a explicar el impacto del

tratamiento sobre el tamafio corporal de los insectos durante el invierno.

Se demuestra la importancia de replicar los experimentos en diferentes épocas del afio
(invierno vs. primavera) y con distintas condiciones de tratamiento (colonizacién
simultanea vs. retraso en la colonizaciéon del insecto), ya que los resultados indicaron
que el impacto de L. serpens sobre P. castanens varia segiun la estacion y el nivel de

desarrollo del micelio en la planta.

P. castanens podria actuar como vector de L. serpens ya que sobre un total de 60
individuos que emergieron de los arboles infectados por el hongo patégeno, el 65%

de ellos transportaba esporas del hongo.

Los adultos de P. castanens tienen la capacidad de transmitir la enfermedad fangica a
través de las mordeduras que realizan para alimentarse o a través de los orificios que
realizan para la puesta de huevos. El hongo patégeno fue aislado en el 25% de los
arboles que fueron atacados por los insectos contaminados artificialmente con L.

serpens.

Durante la cria de P. castanens se obtuvieron datos interesantes sobre la biologia de este
insecto. Se demostré que las hembras son en promedio mas largas que los machos,
aunque no se observé la misma tendencia para el ancho, en donde no se detectaron
diferencias significativas entre sexos. Este dato concuerda con la situaciéon de otros

miembros de la familia Curculionidae.

Se ha demostrado que un incremento de la superficie del tronco disponible para
ovipositar ha determinado un aumento del nimero de celdas de pupaciéon de P.
castaneus. Por otra parte, el tamafio de estas celdas larvarias estaba significativamente y

positivamente relacionado con la superficie del tronco, aunque inesperadamente tenia
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una relacién positiva también con el nimero de celdas presentes, excluyendo
aparentemente la existencia de antagonismo entre las larvas por el espacio y el

alimento.
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6. ANEXOI

Revision bibliografica de las publicaciones producidas desde 1922 hasta 2006 sobre los
hongos ectomicorricicos asociados a P. pinaster.

*  Género Amanita:
aspera (Fr.) Gray — (Pera & Alvarez 1995)
citrina (Schaeff)) Pers. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Pera & Alvarez 1995; Solifio 2004)
curtipes |.-B. Gilbert - (Solifio 2004)

AN NS

gemmata (Fr) Bertillon in Dechambre - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Agreda &
Fernandez 2003; Solifio 2004)

gracilior Bas & Honrubia - (Solifio 2004)

muscaria (1) Hook. - (Marx 1980; Fernindez de Ana Magin et al. 1989; Pera & Alvarez 1995,
Solifio 2004)

ovoidea (Bull.) Link - (Solifio 2004)

pantherina (DC.) Krombh - (Pera and Alvarez 1995; Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004;
Fernandez-Toiran et al. 2000)

phalloides (Vaill.) Link - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Solifio 2004)

rubescens (Pers.) Gray - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Pera & Alvarez 1995; Solifio 2004)
solitaria (Bull.) Mérat - (Solifio 2004)

spissa (Fr.) P.Kumm. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Pera & Alvarez 1995; Solifio 2004)

ANIIRS

ANEIRN

supravolvata Lanne - (Solifio 2004)
vaginata (Bull)) Vittad. - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2006)
verna (Bull.) Vittad. - (Solifio 2004)

A N N SR NN

*  Género Amphinema
A. byssoides (Pers.) ]. Erikss - (Solifio 2004)
* Género Astraeus
A. hygrometricns (Pers.) Morgan - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)
* Género Bankera
B. violascens (Alb. & Schwein.) Pouzar- (Solifio 2004)
* Género Boidinia
B. furfuracea (Bres.) Stalpers & Hjortstam - (Solifio 2004)
* Género Boletopsis
B. lencomelaena Pers. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)
*  Género Boletus
B. aereus Bull. - (Fernandez de Ana Magan & Rodriguez Fernandez 2000; Solifio 2004)
B. badins Fr. - (Solifio 2004)
B. crhisenteron Bull. - (Solifio 2004)
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B. edulis Bull.- (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Solifio 2004)
B. erythropus Krombh. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Solifio 2004)
B. fragrans Vittad. - (Ferreira dos Santos 1941; Trappe 1962)
B. persoonii Bon - (Solifio 2004)
B. pinophilus Pilat & Dermek - (Fernandez de Ana Magan & Rodriguez Fernandez 2000)
*  Género Cantharellus
C. anrora (Batsch) Kuyper. - (Solifio 2004)
C. cibarius Fr. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Solifio 2004; Martin-Pinto et al. 2000)
C. cinerens Pets. - (Solifio 2004)
C. lutescens Fr. - (Fernandez de Ana Magan & Rodriguez Fernandez 2000)
C. tubaeformis Bull. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Solifio 2004)
*  Género Cenococcum
C. geophilum Fr. - (Trappe 1962; Trappe 1964; Pera & Alvarez 1995)
*  Género Chroogomphus

C. rutilns (Schaeff) O.K.Mill. - (Guinberteau et al. 1990; Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004;
Martin-Pinto et al. 2006; Fernandez-Toiran et al. 2000)

*  Género Clavulina

C. ¢ristata (Holmsk.) J. Schrét.- (Solifio 2004)

C. rugosa (Fr.) Schrost. - (Guinberteau et al. 1990; Solifio 2004)
*  Género Craterellus

C. cornucupioides (L.) Pers - (Martin-Pinto et al. 2000)
*  Género Cortinarius

C. anomalus (Fr.) Fr. - (Solifio 2004)

C. castanens (Bull.) Fr. - (Solifio 2004)

C. cansticus Fr. - (Fernandez-Toiran et al. 2006)

C. cinnamomenolutens P.D. Orton - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et
al. 2000)

C. cinnamomens (L.) Fr. - (Solifio 2004)

C. collinitus (Sowerby) Gray - (Solifio 2004)

C. ¢rocens (Schaeft.) H6il. - (Solifio 2004)

C. duracinus Fr. ((Solifio 2004)

C. eustriatulus Rob.Henry - (Solifio 2004)

C. glancopus (Schaeff) Fr. - (Pera & Alvarez 1995)

C. junghunii Fr. - (Solifio 2004)

C. livido-ochracens (Betrk.) Berk. - (Solifio 2004)

C.malicorins Fr. - (Solifio 2004)

C. mucosus (Bull)) Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)
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C. semisanguinens (Fr.) Gillet - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al.
2006)

C. spadicens Fr. - (Fernandez-Toiran et al. 2006)
C. suillus Fr. - (Solifio 2004)
*  Género Elaphomyces
E. granulatus Fr. - (Alvarez et al. 1993; Solifio 2004)
* Género Entoloma
E. hirtipes (Schumach.) M.M. Moser - (Agreda & Fernandez 2003)
E. mammosum (1) Hesler - (Agreda & Fernandez 2003)
*  Género Geastrum
G. nanum Pers. - (Solifio 2004)
G. triplex Jungh. - (Solifio 2004)
*  Género Geopora
Gegpora arenicola (1.6v.) Kers - (Alvarez et al. 1993)
*  Género Gomphidius
G. glutinosus (Schaeft.) Fr. - (Solifio 2004)
G. roseus (Nees.) Fr. - (Solifio 2004)
G. viscidus (L.) Fr. - (Guinberteau et al. 1990)
*  Género Gyroporus
G. ammophilus M.L. Castro & L. Freire) M.L. Castro & L. Freire - (Solifio 2004)

e Género Hebeloma

H. anthracophilum Maire - (Solifio 2004)

H. cistophilum Maire - (Solifio 2004)

H. crustuliniforme (Bull) Quél. - (Guinberteau et al. 1990; Pera & Alvarez 1995; Solifio 2004)

H. eylindrosporum Romagn. - (Mousain et al. 1977; Mousain et al. 1979; Rancillac 1982; David et al.
1983; Plflssard et al. 1983; Dabaud & Gay 1987; Plassard et al. 1988; Scheromm et al. 1990;
Pera & Alvarez 1995; Parladé et al. 1996; Bogeat-Triboulot et al. 2004)

H. longicandum (Pers.) P. Kumm. - (Solifio 2004)

H. mesophaeum (Pers.) Quél - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al.
2000)

H. sacchariolens Quél. - (Guinberteau et al. 1990)
H. sinapizans (Fr.) Gillet - (Brazanti & Zambonelli 1987; Pera & Alvarez 1995)
H. subsaponacenm P. Karst - (Pera & Alvarez 1995)
*  Género Helvella
H. acetabulnm (1..) Quél. - (Solifio 2004)
H. leucomelanea (Pers.) Nannf. - (Solifio 2004)
*  Género Hydnangium

H. carnenm Wallr. - (Solifio 2004)
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* Género Hydnellum
H. concrescens (Pers.) Banker - (Solifio 2004; Martin-Pinto et al. 2006)
H. ferrugineum (Fr.) P.Karst. - (Solifio 2004)

*  Género Hydnum
Hydnum repandum L. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989)

H. rufescens Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Martin-Pinto et al. 2006; Fernandez-
Toiran et al. 2000)

*  Género Hygrophorus
H. agathosmus Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2006)
H. calophyllus P Karst. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)

H. camarophyllus (Alb. & Schwein.) Dumée, Grandjean and Maire,- (Agreda and Fernindez 2003;
Fernandez-Toiran et al. 2000)

H. chrysodon (Batsch) Fr. -(Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)

H. glioeyclus Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)

H. hypothejus (Fr.) Fr. -(Guinberteau et al. 1990; Agreda & Fernandez 2003; Martin-Pinto et al. 2006)
H. olivaceoalbus Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)

* Género Hymenogaster
H. arenarius Tul.- (Vidal 1991)
H. hessei Soehner,Z. - (Vidal 1991)
H. rebsteineri Bucholtz - (Vidal 1991)
H. spictensis Pat. - (Vidal 1991)
H. thwaitesii Berk. & Br. - (Vidal 1991)
* Género Inocybe
I agardhii (Lund) P.D.Orton - (Solifio 2004)
L calamistrata (Fr.) Gillet - (Solifio 2004)
I cookei Bres. - (Solifio 2004)
L. decipientoides Peck. - (Guinberteau et al. 1990)
I dulcamara (Alb. & Schwein.) P.Kumm. - (Solifio 2004)
L. fastigiata (Schaeff.) Quél - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)
I geophylla (Sowerby) P. Kumm. - (Solifio 2004)
L heimii Bon - (Solifio 2004)
I lacera (Fr.) P. Kumm. - (Solifio 2004)
L. mixtilis (Britzelm.) Sacc. - (Solifio 2004)
L rimosa (Bull.) P. Kumm. - (Solifio 2004)
* Género Laccaria

L. amethystina Cooke - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Agreda and Fernandez 2003;
Fernandez-Toiran et al. 2006)

L. bicolor (Maire) P. D. Orton - (Pera and Alvarez 1995; Agreda and Fernandez 2003; Bogeat-
Triboulot et al. 2004; Fernandez-Toiran et al. 2000)
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L. laccata (Scop.) Cooke - (Brazanti and Zambonelli 1987; Fernandez de Ana Magin et al. 1989;
Guinberteau et al. 1990; Pera and Alvarez 1995; Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004;
Fernandez-Toiran et al. 2000)

L. ohiensis (Mont.) Singer - (Solifio 2004)
L. proxima (Boud.) Pat. - (Solifio 2004)
* Género Lactarius

L. chrysorrhens Fr. - (Pera and Alvarez 1995; Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al.
2006)

L. deliciosns (L.) Gray - (Barsali 1922; Trappe 1962; Mousain et al. 1979; Poitou et al. 1982;
Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Pera and Alvarez 1995; Agreda and Fernandez 2003;
Solifio 2004; Martin-Pinto et al. 2006; Fernandez-Toiran et al. 20006)

L. fulvissinus Romagn. - (Solifio 2004)

L. hepaticus Plowr. - (Guinberteau et al. 1990)

L. piperatus (L.) Pers. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989)

L. rufus (Scop.) Fr. - (Pera & Alvarez 1995)

L. sanguifluns (Paulet) Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2006)
L. scrobiculatus (Scop.) Fr. - (Solifio 2004)

L. subdulcis (Pers.) Gray - (Solifio 2004)

L. vellerens (Fr.) Fr. - (Fernandez de Ana Magén et al. 1989; Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-
Toiran et al. 2000)

L. volemns (Fr.) Fr. - (Barsali 1922; Trappe 1962)
* Género Lyophyllum
L. decastes (Fr.) Singer - (Pera & Alvarez 1995)
*  Género Melanogaster
M. ambiguns (Vittad.) Tul. & C.Tul. (Parladé et al. 1996)
*  Género Otidea
O. bufonia (Pers.) Boud. - (Solino 2004)
*  Género Paxillus
P. involutns (Batsch) Fr. - (Brazanti & Zambonelli 1987; Pera & Alvarez 1995; Solifio 2004)
*  Género Phellodon
P. niger (Fr.) P.Karst. - (Solifio 2004)
*  Género Phlebiopsis
P. gigantea (Fr.) Jilich - (Solifio 2004)
*  Género Pisolithus
P. arbizus (Scop.) Rauschert - (Pera & Alvarez 1995)

P. tinctorins (Pers.) Coker & Couch - (Marx & Bryan 1970; Mousain et al. 1977; Ruchle et al. 1981;
Azevedo 1982; Rancillac 1982; David et al. 1983; Plassard et al. 1983; Dexheimer et al. 1986)

*  Género Pseudoclitocybe

P. cyathiformis (Bull)) Singer - (Agreda & Fernandez 2003)
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*  Género Rhizopogon
R. ellenae AH. Sm. - (Pera & Alvarez 1995)

R. luteolus Er. & Notrdholm - (Azevedo 1982; Guinberteau et al. 1990; Vidal 1991; Pera and Alvarez
1995; Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Martin-Pinto et al. 20006; Fernandez-Toiran et
al. 2000)

R. roseolus (Corda) Th. Fr. - (Vidal 1991; Alvarez et al. 1993; Pera and Alvarez 1995; Parladé et al.
1996; Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2006)

R. wulgaris (Vitt.) M. Lange - (Heim et al. 1934; Alvarez et al. 1993; Pera & Alvarez 1995)
*  Género Rhodocollybia

R. maculata (Alb. and Schwein.) Singer - (Pera & Alvarez 1995)
* Género Russula

R. acrifolia Romagn. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)

R. albonigra (Krombh.) Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)

R. alutacea (Pers.) Fr. - (Solifio 2004)

R. amara Kucera - (Solifio 2004)

R amethystina Quél. - (Agreda & Fernandez 2003)

R. amoenolens Romagn. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989)

R. atropurpurea (Krombh.) Britzelm. - (Solifio 2004)

R. cessans A. Pearson - (Guinberteau et al. 1990)

R. chiorvides (Krombh.) Bres. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)

R. ¢yanoxantha (Schaettf.) Fr. - (Marx 1980; Fernandez de Ana Magan et al. 1989)

R. delica Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)

R. emetica (Schaeff.) Pers. - (Barsali 1922; Trappe 1962)

R. foetens (Pers.) Pers. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989)

R. fragilis (Pers.) Fr. - (Solifio 2004)

R. gracillima Jul. Schiff. - (Solifio 2004)

R. grisea (Batsch) Fr. - (Barsali 1922; Trappe 1962)

R. lepidicolor Romagn. - (Solifio 2004)

R. multicolor | Blum - (Solifio 2004)

R. nigricans (Bull)) Fr. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Agreda and Fernandez 2003; Solifio
2004; Fernandez-Toiran et al. 2000)

R. gueletii Fr. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Solifio 2004)
R. rhodopoda Z~ara - (Solifio 2004)
R. sanguinea Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2006)

R. sardonia Fr. - (Ferniandez de Ana Magin et al. 1989; Guinberteau et al. 1990; Agreda and
Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2006)

R. torulosa Bres. - (Guinberteau et al. 1990; Agreda and Ferniandez 2003; Solifio 2004; Martin-Pinto
et al. 2006; Fernandez-Toiran et al. 2000)

R. turci Bres. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004,
Fernandez-Toiran et al. 2006)
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R. violacea Quél. - (Solifio 2004)
R. viokipes Quél. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)
R. virescens (Schaeff) Fr. - (Fernandez de Ana Magan & Rodriguez Fernandez 2000)

R. xerampelina ( Schaeff.) Fr. - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al.
2000)

*  Género Sarcodon
S. glancopus Maas Geest. & Nannf. - (Solifio 2004)

S. imbricatns (1) P. Karst. - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al.
2000)

S. seabrosus (Fr.) P. Karst. - (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)
*  Género Scleroderma

S. bovista Fr. - (Solifio 2004)

S. cepa Pers. - (Solifio 2004)

S. citrinum Pers. - (Takacs 1961; Trappe 1962; Trappe 1964; Azevedo 1982; Fernindez de Ana
Magan et al. 1989; Pera & Alvarez 1995; Parladé et al. 1996; Solifio 2004)

S. polyrbizum (J.F. Gmel.) Pers. - (Solifio 2004)
*  Género Stropharia

S. aeruginosa (Curtis.) Quél - (Agreda & Fernandez 2003)
*  Género Suillus

S. bellini (Inzenga) Watling - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Martin-Pinto et al. 2006;
Fernandez-Toiran et al. 2006)

S. bovinus (Pers.) Roussel - (Barsali 1922; Rayner & Levisohn 1941; Trappe 1962; Trappe 1964;
Mousain 1971; Plassard et al. 1988; Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Pera & Alvarez 1995;
Agreda & Fernandez 2003; Solifio 2004)

S. collinitns (Fr.) Kuntze - (Pera & Alvarez 1995)

S. granulatus (L.) Kuntze - (Barsali 1922; Costantini 1923; Heim 1957; Takacs 1961; Marx 1980;
Poitou et al. 1982; Brazanti and Zambonelli 1987; Pera and Alvarez 1995; Agreda and
Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2006)

S. lutens (L) Gray - (Poitou et al. 1982; Pera and Alvarez 1995; Fernandez de Ana Magin and
Rodriguez Fernandez 2000; Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al.
2006)

S. variegatus (Sw.) Kuntze. - (Pera & Alvarez 1995)

*  Género Thelephora

T. terrestris Ehrh. - (Marx & Bryan 1970; Marx 1980; Ruehle et al. 1981; Guinberteau et al. 1990;
Pera & Alvarez 1995; Bogeat-Triboulot et al. 2004; Solifio 2004)

*  Género Tricholoma
T. acerbum (Bull.) Vent. - (Solifio 2004)
T. albobrunnenm (Pers.)) P. Kumm.- (Agreda and Fernandez 2003; Fernandez-Toiran et al. 2006)
T. batschii Gulden - (Agreda & Fernandez 2003)
T. colossus (Fr.) Quél. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Solifio 2004)

193



ANEXO I

T. equestre (1) P. Kumm. - (Ferniandez de Ana Magan et al. 1989; Agreda and Fernandez 2003;
Solifio 2004; Martin-Pinto et al. 2006; Fernandez-Toiran et al. 2006)

T. flavovirens (Pers.) S. Lundell - (Poitou et al. 1982; Fernandez de Ana Magan et al. 1989)

T. focale (Fr.) Ricken - (Agreda and Fernandez 2003; Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2006)
T. fracticum (Britzelm.) Kreisel - (Martin-Pinto et al. 2006; Fernandez-Toiran et al. 2000)

T. fucatum (Fr.) P.Kumm. - (Solifio 2004)

T. joachimii Bon and A. Riva - (Solifio 2004)

T. maluvium (Battarra) Fr. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989)

T. pessundatum (Fr.) Quél. - (Guinberteau et al. 1990; Solifio 2004)

T. portentosum (Fr.) Quél. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Solifio 2004; Martin-Pinto et al.
2006)

T. saponacenm (Fr.) P. Kumm. - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989; Agreda and Fernandez 2003;
Solifio 2004; Fernandez-Toiran et al. 2000)

T. sejunctum (Sowerby) Quél. - (Solifio 2004)
T. sudum (Fr.) Quél. - (Solifio 2004)

T. terreum (Schaeff) P. Kumm. - (Marx 1980; Agreda and Fernandez 2003; Martin-Pinto et al. 2006;
Fernandez-Toiran et al. 2000)

T. ustaloides Romagn. - (Solifio 2004)
*  Género Tuber
Tuber aestivum Vittad. - (Vidal 1991)
T. borehii Vittad. - (Vidal 1991)
*  Género Tylopilus
T. felleus (Bull.) P. Karst. - (Solifio 2004)
*  Género Xerocomus
X. badius (Fr.) Kithner - (Fernandez de Ana Magan et al. 1989)
X. chrysenteron Bull. - (Pera & Alvarez 1995)
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