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HONGOS EXOTICOS
DE PARQUES NACIONALES ESPANOLES

Jesus Diez13, GABRIEL MORENO?, ELENA FERNANDEZ? Y ANA MURIEL!

RESUMEN

Se estudi6 la diversidad de los hongos ectomicorricicos exdticos existentes en el Parque Nacional de Ca-
barieros y su posible persistencia después de la erradicacién de los eucaliptos y la plantacién de encinas
y alcornoques. Para ello se muestrean raices y suelo, donde hay o hubo eucaliptos. También analizamos
si alguno de estos hongos exdéticos coloniza alguna de las formaciones vegetales del parque. Ademds es-
tudiamos la comunidad ftingica que coloniza las raices de encinas y alcornoques plantados en una zona
proxima al P. N. de Monfragiie, donde los eucaliptos habian sido previamente eliminados. Para la iden-
tificacion de los simbiontes flingico y vegetal que forman las ectomicorrizas y los micelios edéficos, se em-
plearon los métodos moleculares T-RFLP y la secuenciacién de las regiones ITS del rDNA nuclear.

En Cabarfieros detectamos once especies fungicas australianas en las raices de eucaliptos. Muchos de
ellas, por ejemplo Laccaria fraterna (Cooke & Mass) Pegl., Setchelliogaster rheophyllus (Ber. & Maleng.) G.
Moreno, Hydnangium carneum Wallr., llegan a fructificar abundantemente bajo los eucaliptos. Sin em-
bargo, en la vegetacion ectomicorricica natural del parque no hemos encontrado hongos australianos,
a excepcion de Laccaria fraterna, que formaba ectomicorrizas en las raices de jaras (Cistus). Por otra parte,
no encontramos hongos exéticos en las raices de los drboles nativos plantados en antiguas plantacio-
nes de eucalipto. Nuestro trabajo muestra la persistencia de una rica comunidad fungica de hongos
australianos en los eucaliptos del P. N. de Cabafieros. Ademds muestra que los simbiontes ftingicos
australianos desaparecen tras la eliminacién de los eucaliptos, salvo Laccaria fraterna. Este hongo aus-
traliano forma ectomicorrizas con la especie nativa Cistus ladanifer, sugiriendo que las jaras también
podrian hospedar otros hongos australianos.
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SUMMARY

This report describes the research project 77/2003. This project studied the diversity of the ectomycor-
rhizal communities of eucalypts living in the National Park of Cabafieros. We have also studied the po-
tential persistence of the exotic ectomycorrhizal fungi on the planted native forest tree seedlings after the
eucalypt eradication. We sampled plant roots in the N. P. of Cabafieros and on locations where there are,
or there were eucalypts before; and we searched for exotic fungi on roots of native woody plants. We
studied as well the fungal community colonizing cork oaks and elm oaks planted in a former eucalypt
plantation. We used molecular markers for the identification of the plant host and fungal symbionts on
root tips, and fungal mycelia on soil samples (T-RFLP and DNA sequencing of the ITS of nuclear rDNA).
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In the N. P. of Cabafieros we detected eleven exotic Australian fungal species on the eucalypt roots. Most
of them, e.g. Laccaria fraterna (Cooke & Mass.) Pegl., Setchelliogaster rheophyllus (Ber. & Maleng.) G. Moreno,
Hydnangium carneum Wallr. fruited in the eucalypt stand. However, we did not detect Australian ecto-
mycorrhizal fungi on the roots of potential native hosts, except from Laccaria fraterna, which was found
on Cistus ladanider L. roots. In addition, we did not find any exotic fungi on the roots of the native tree
seedlings planted in formed eucalypt plantations. Our study proves that a wealthy community of Aus-
tralian ectomycorrhizal fungi still lives on the eucalypt roots in the N. P. of Cabafieros. In addition, it
shows that the exotic fungal symbionts disappeared after the eucalypt eradication, with the exception of
Laccaria fraterna. This Australian fungus forms ectomycorrhizal symbiosis with the native woody plant Cis-

tus ladanifer, suggesting that rockroses might host additional Australian ectomycorrhizal fungi.

Key words. mycorrhiza, eucalypt, fungi, genetic diversity.

INTRODUCCION

Los eucaliptos son drboles de origen australiano,
introducidos en el Mediterrdneo para la produc-
cién de pasta de papel y madera. El rdpido creci-
miento de los eucaliptos, incluso en suelos muy
pobres, hace que se los prefiera frente otros drbo-
les maderables. Por ello, en los tltimos 60 afios se
realizaron extensas plantaciones de eucalipto en
Esparia. Las principales plantaciones se realizaron
en Galicia, la Cornisa Cantdbrica, el sudoeste de
la Peninsula, y Extremadura. Se plantaron mds de
500.000 hectdreas. Principalmente se utilizaron las
especies Eucalyptus camaldulensis Dehnh. y E. glo-
bulus Labill. Hay grandes extensiones de E. camal-
dulensis en Huelva, Cadiz, Badajoz y Sevilla. Las
principales plantaciones de E. globulus se encuen-
tran en Asturias, Santander, Galicia y Huelva.

Algunos parques nacionales poseen eucaliptales
en su interior. Los eucaliptos son especies exoti-
cas y presentan varios problemas ambientales
que aconsejan su eliminacién. Sus largas raices
son capaces de perforar hasta alcanzar las capas
fredticas mds profundas, absorber grandes canti-
dades de agua, y acentuar la sequia del suelo. Su
eliminacién no es fécil, debido a su gran capaci-
dad de rebrotar una vez cortados y de competir
con éxito frente a la vegetacién natural. Esto pa-
rece estar relacionado con la diversidad de hon-
gos asociados a sus raices, que favorecen la
movilizacién de nutrientes minerales y su nutri-
ci6n mineral (DIEZ, 2005; VELLINGA et al,
2009). Estos hongos son conocidos como hongos
ectomicorricicos, debido a la formacion de una
estructura anatémica raiz-hongo, llamada ecto-
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micorriza. En las ectomicorrizas se realiza el in-
tercambio de nutrientes entre el hongo y el drbol.
El micosimbionte proporciona al 4rbol minerales
y proteccién contra estreses abidticos (sequia,
etc.) y bidticos (patdgenos, etc.). Ante la hetero-
geneidad de las fuentes de nutrientes en el suelo,
la nutricién del drbol es asegurada por estos hon-
gos (BUSCOT et al., 2001). Cada hongo ectomico-
rricico ofreceria un beneficio diferente al drbol
huésped; por ello, los drboles necesitarian aso-
ciarse a hongos con diferentes capacidades para
la captura de diferentes nutrientes.

El éxito de las plantaciones forestales exéticas de-
pende de la diversidad de hongos ectomicorrici-
cos que aseguren su nutricién. Por ello, las
plantaciones de eucaliptos en zonas carentes de
estos hongos (por ejemplo Sudaéfrica) fracasaron
hasta que se inocularon con hongos ectomicorri-
cicos (GROVE & LE TACON, 1993). Sin embargo,
la mayoria de las plantaciones de eucaliptos en
la Peninsula Ibérica tuvieron éxito, sin necesitar
la inoculacién con hongos ectomicorricicos. Dos
hipétesis podian explican su éxito.

(1) La primera hipétesis sostenia la existencia de
hongos ectomicorricicos indigenas compati-
bles con los drboles introducidos. Un fené-
meno que parece favorecer las plantaciones
de coniferas americanas en el norte de Es-
pafia (PARLADE et al., 1996).

(2) Sin embargo, y ya que algunos trabajos pre-
vios sefialaban la presencia de hongos ecto-
micorricicos australianos (HONRUBIA, 1984;
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GALAN & MORENO, 1998), existia una se-
gunda hipétesis: el éxito de las plantaciones
de eucalipto podria deberse a la co-introduc-
cién de hongos ectomicorricicos australianos.

Para conocer cudl de las dos hipétesis era la co-
rrecta, realizamos un proyecto de investigacion
financiado por la Universidad de Alcald, en el
que estudiamos si los hongos que fructifican en
plantaciones de eucaliptos en la Peninsula Ibé-
rica eran nativos o eran de origen australiano;
Proyecto UAH-2002 /049 (" Hongos ectomicorricicos
en eucaliptales de la region mediterrdnea. ;Hongos
indigenas o introducidos?).

En los eucaliptales que estudiados, encontramos
que fructificaban hongos ectomicorricicos carac-
teristicos de bosques australianos. Muchas de
estas especies eran hongos secotioides y falsas
trufas, adaptados a fructificar en el seco clima
mediterrdneo, que también se da en el suroeste
de Australia. Entre ellas se encontraban especies
del género Descolea, Hydnangium y Hymenogaster,
en las plantaciones de eucaliptos estudiadas
(DIEZ et al., 2002a; DIEZ, 2005).

En los eucaliptos estudiados no encontramos nin-
gtn hongo ectomicorricico propio del bosque au-
téctono a excepcion de Pisolithus. Pisolithus es el
principal hongos ectomicorricico utilizado para fa-
vorecer el establecimiento y crecimiento de plan-
taciones forestales. Las fructificaciones de este
hongo eran frecuentes tanto en los bosques medi-
terrdneos como en los eucaliptales que estudiamos.
Durante mucho tiempo, Pisolithus habia sido con-
siderado un género monoespecifico, formado por
la especie P. tinctorius, un ”super-hongo” cosmo-
polita capaz de mejorar la produccién forestal en
todo el mundo (CAIRNEY, 2002).La presencia de
Pisolithus en las plantaciones de eucalipto, podia
llevar a pensar que los eucaliptos son capaces de
asociarse con hongos ectomicorricicos de origen
mediterrdneo con amplio rango de huésped.

A finales de los 90, varios trabajos moleculares
sugerian la existencia de varias especies cripticas
dentro de Pisolithus. (ANDERSON et al., 1998;
MARTIN et al., 1998; GOMES et al., 1999). En el
2000 comenzamos a estudiar la diversidad gené-

tica de Pisolithus en el Mediterrdneo Occidental
(DIEZ et al., 2001). En el 2002, tras delimitar di-
versas especies cripticas dentro de Pisolithus, pu-
dimos afirmar que las especies de Pisolithus
encontradas en eucaliptales en Marruecos y la
Peninsula Ibérica, pertenecen a las especies de
origen australiano P. albus (Cooke & Mass.) J.M.
Priest y P. microcarpus (Cooke & Mass.) Cunn.
(MARTIN et al., 2002). A principios de 2003, era
ya evidente que la introduccién de los eucaliptos
habia conllevado la introduccién también de es-
pecies australianas de hongos ectomicorricicos.
Estos hongos habrian favorecido la superviven-
cia y asilvestracién de los eucaliptos, al permitir-
les competir eficientemente con las especies
arbéreas autéctonas (DIEZ, 2005).

Son muchos los microorganismos beneficiosos
que devienen perjudiciales fuera de su drea de
distribucién natural (RHYMER & SIMBERLOFF,
1996). Que una especie vegetal exética se asilves-
tre y devenga invasora, depende de sus simbion-
tes ectomicorricicos. Por ello, la introduccién de
especies exéticas de hongos ectomicorricicos,
puede tener efectos negativos sobre los ecosiste-
mas naturales. En Sudéfrica, por ejemplo, la in-
troduccién de hongos ectomicorricicos holdrticos
ha facilitado la asilvestracién de los pinos (RI-
CHARDSON et al., 2000). De igual manera, la in-
troduccién de hongos australianos en la
Peninsula Ibérica, supone un riesgo medioam-
biental, ya que puede favorecer la adaptacién de
los eucaliptos a las condiciones climato-edaficas
de la Peninsula Ibérica. Podria incluso hacerles
mads competitivos que los arboles nativos. De
hecho, en algunas zonas los eucaliptos se han asil-
vestrado, y son ya un elemento mas del paisaje.

Nuestros espacios naturales no han sido ajenos a
las plantaciones de eucaliptos. Este es el caso del
Parque Nacional de Cabafieros, del P. N. de Mon-
fragiie, y el P. N. de Dofiana. La recuperacién de
los ecosistemas naturales en estos parques, pasa
por la sustitucién de los eucaliptales por especies
arboreas y arbustivas del bosque mediterraneo.
El grado de restauraciéon dependerd de la recu-
peracién de las comunidades ftingicas ectomico-
rricicas nativas en suelos antes colonizados por
una flora flingica exética y alterados por los res-
tos de los eucaliptos. Pero las poblaciones fiingicas
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introducidas, podrian persistir tras la sustitucién
de los eucaliptales por drboles autéctonos. La per-
sistencia de una flora flingica exética, supondrian
un riesgo para el funcionamiento de los bosques
de estos espacios naturales.

Era, por tanto, importante estudiar si tras la eli-
minacién de los eucaliptos, la flora microbiana ec-
tomicorricica introducida con los eucaliptos
persiste asociada a las raices de los drboles plan-
tados. Para responder a este tipo de preguntas, so-
licitamos un proyecto en la convocatoria de 2003
del programa de investigaciéon del Organismo Au-
ténomo Parques Nacionales, con el titulo Hongos
exéticos en Parques Nacionales Esparfioles, cuyos re-
sultados se presentan en este trabajo. El objetivo
de este proyecto, ha sido estudiar, tras la erradica-
cién de los eucaliptos, la posible persistencia de
los hongos australianos que fueron introducidos
junto con los eucaliptos. En primer lugar, estudia-
mos las comunidades flngicas que persisten en
los eucaliptos que quedan en el Parque Nacional
de Cabarieros. Luego investigamos la posible per-
sistencia de los hongos exéticos en: (i) en poten-
ciales huéspedes nativos, en zonas donde se
eliminan los eucaliptos; (ii) en las diversas forma-
ciones vegetales del parque, formadas por poten-
ciales huéspedes autéctonos.

Nuestro estudio, no podia basarse sélo en la re-
coleccion de las fructificaciones de estos hongos.
Sabiamos que las fructificaciones no reflejan las
comunidades reales de hongos ectomicorricicos.
Muchos hongos ectomicorricicos no fructifican o
lo hacen esporéddicamente. Otros producen fruc-
tificaciones pequefias que pasan desapercibidas.
Y ademas, los hongos ectomicorricicos mds abun-
dantes suelen ser aquellos que producen menor
numero de fructificaciones (EGGER, 1995; HOR-
TON & BRUNS, 2001). Por todo ello, para cono-
cer la comunidad de hongos ectomicorricicos,
identificamos directamente los hongos que colo-
nizan las raices. A partir de DNA extraido de
muestras de suelo y de ectomicorrizas, amplifi-
camos regiones ITS que fueron luego secuencia-
das. Las secuencias obtenidas para los diferentes
morfotipos permitieron la identificacién de los
simbiontes flingicos, en la base de datos Gen-
Bank del NCBI (National Center for Biotechnology
Information).
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MATERIAL Y METODOS

Estudios realizados

Para la consecucién de nuestros objetivos de in-
vestigacién realizamos los siguientes estudios.

1.° Estudio de los hongos ectomicorricicos aus-
tralianos que fructifican en el Parque Nacio-
nal de Cabarieros.

2.° Estudio de las ectomicorrizas de los eucalip-
tos, y de la vegetacién donde hubo eucalip-
tos en el P. N. de Cabaiieros. Nuestro estudio
comprendié las siguientes zonas: zona-1,
donde existen atin eucaliptos; zona-2, donde
se han cortado los eucaliptos, pero se dejaron
los tocones; zona-3, donde se han arrancado
los tocones de los eucaliptos, y se estd recu-
perando la vegetacién natural; y zona-4,
donde se han arrancado los tocones de los eu-
caliptos, y se plantaron encinas.

@

. Estudio de la presencia de ectomicorrizas de
hongos australianos en diversas formaciones
forestales del P. N. de Cabafieros. Se estudia-
ron las ectomicorrizas de las siguientes for-
maciones: abedulares /saucedas, bosques de
quercineas, pinares, y jarales.

=

Estudio de las comunidades de hongos ecto-
micorricicos que colonizan las encinas y al-
cornoques plantados tras la erradicacién de
los eucaliptos. Para ellos se introdujeron plan-
tones trampa de un afio de encina y alcorno-
que, en un eucaliptal recién eliminado
situado entre el Puerto de Miravete y Cafia-
veral (Céceres). Al afio siguiente, se analiza-
ron sus ectomicorrizas.

Caracteristicas generales del drea de estudio

El Parque Nacional de Cabafieros (Ciudad Real) y
el Puerto de Miravete, que se encuentra cercano al
P. N. de Monfragiie (C4ceres), presentan caracte-
risticas que les hacian adecuados para realizar
nuestros cuatro estudios. En ambos lugares, se da
una vegetacion mediterrdnea, con comunidades
vegetales diferentes. La particular combinacién de
clima y topografia hace posible el desarrollo de va-
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rias comunidades climax dominadas por especies
del género Quercus. En las zonas de sierra domi-
nan bosques de melojos (Quercus pubescens Willd.),
mientras que las zonas bajas aparecen encinares
(Q. ilex L.), que alternan con alcornocales (Q. suber
L.) en zonas més htimedas y suaves. En Cabafie-
ros, también aparece quejigares (Q. faginea Lam.)
en zonas mds humedas. Tras la degradacién de
estos bosques, aparecen formaciones de arbustos
y matorrales (madrofiales y jarales, principal-
mente). Aparecen también abedulares y saucedas.
Para una descripcién de las comunidades y series
de vegetacion, véase RIVAS-MARTINEZ (1987).
También existen formaciones de Eucaliptus camal-
dulensis, tanto en los parques como en zonas pro-
ximas. Y, en ambos lugares, se estdn eliminando
los eucaliptales y sustituyéndolos por drboles y ar-
bustos aut6ctonos.

Estudio de fructificaciones de hongos
ectomicorricicos en eucaliptales

En el invierno de 2005 se recolectaron fructifica-
ciones que se identificacién con métodos taxoné-
micos cldsicos. Los estudios microscépicos
necesarios para su identificacién se realizaron en
el laboratorio, siguiendo los métodos descritos en
MORENO et al. (2000).

Estudio de los morfotipos
de las ectomicorrizas

Muestreamos raices de los eucaliptos que quedan
en el parque. También recogimos raices en las for-
maciones vegetales del P. N. de Cabafieros, para
analizar la posible presencia de ectomicorrizas de
hongos australianos en potenciales huéspedes
nativos. Recogimos raices de abedules, sauces,
quercineas, pinos, y jarales, y de plantones de en-
cinay alcornoque. Los muestreos se realizaron en
el invierno de 2005. En laboratorio se retiraron las
particulas de suelo de las raices, que fueron cui-
dadosamente lavadas para su observacién mi-
croscépica. Bajo la lupa estereoscépica se
clasificaron las ectomicorrizas por morfotipos, si-
guiendo la metodologia de AGERER (1987-1996)
y INGLEBY et al. (1990). Tras su clasificacion
morfolégica, las ectomicorrizas se conservaron
congeladas, hasta la extraccién de DNA para pos-
terior identificacién molecular.

Plantaciones de arboles trampa

Plantones de una savia de alcornoque y encina
fueron producidos a partir de semillas recogidas
en el otofio de 2004, y estratificadas en arena a 4
°C. Fueron germinadas la primavera de 2005 en
un sustrato estéril de vermiculita-turba fertili-
zada (75/25%), mantenidas bajo luz natural en
condiciones semiestériles para evitar contactos
con posibles indculos flingicos. Se plantaron en
el otofio de 2006 en un eucaliptal recién elimi-
nado situado entre el Puerto de Miravete y Ca-
faveral (Céceres). Fueron plantados a raiz
desnuda, previa comprobacién bajo la lupa este-
reoscopica de que carecian de infecciones ecto-
micorricicas. En dicho eucaliptal se habian
recogido fructificaciones de hongos australianos
el afio anterior. La plantacién se realizé en el
otono de 2006, y los muestreos de raices se reali-
zaron en el invierno de 2007.

Analisis moleculares de las ectomicorrizas

La identificacién molecular de las ectomicorrizas
se realiz6 usando la secuencia de nucleétidos de
regiones del ADN ribosomal (ADNTr). El ADN de
las ectomicorrizas se extrajo segtin describimos en
WEBER et al. (2002). A partir del ADN extraido se
amplificaron las regiones ITS (Internal Transcribed
Spacer) segun se describe por WHITE et al. (1990).
Cuando fue necesario, se identifico molecular-
mente el huésped que formaba la ectomicorriza
(CULLINGS, 1992). Los fragmentos de ADNr am-
plificados fueron cortados con enzimas de restric-
cién y clasificados por sus patrones de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Frag-
mentos con patrones RFLP diferentes fueron pu-
rificados y secuenciados usando un secuenciador
automatico modelo ABI 373, con los protocolos de
Applied Bisosystems, USA. Para una descripcién
mads detallada de los métodos moleculares véase
MARTIN et al. (2000) y DIEZ et al. (2002b).

Andlisis moleculares de las muestras de suelos

Se utilizé un método comercial de aislamiento de
DNA de suelo (Q-Biogene, France). A continua-
cién se amplificaron por PCR las regiones ITS,
véase la seccién anterior. La amplificacién de una
mezcla de ITS de diferentes hongos, hizo necesa-
rio clonar los fragmentos amplificados, antes de
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realizar su secuenciacion. La clonacién se realizo
en vectores plasmidiales y segtin se describe en
WEBER et al. (2002).

Anilisis de las secuencias generadas

La identificacién especifica se realizé con la region
ITS. Se amplificaron los insertos por PCR, y se ana-
lizaron su tamafo y patrones RFLP. Insertos con
patrones RFLP diferentes fueron secuenciados.
Para identificar las ectomicorrizas, comparamos
las secuencias obtenidas con las disponibles en las
bases de datos del Genbank, con ayuda del Pro-
grama Blast (ALTSCHUL et al., 1997).

En algunos casos la identificacién fue afinada me-
diante andlisis filogenéticos. Para ello, las secuen-
cias fueron alineadas con el programa Mutialin
(CORPET 1988), y los andlisis filogenéticos reali-
zados con el programa PAUP (SWOFFORD, 1999);
se siguieron las consideraciones seguidas en tra-
bajos previos (DIEZ et al., 2001; MARTIN et al.,
2002).

RESULTADOS

Hongos ectomicorricicos australianos que
fructifican en el P. N. de Cabafieros

Las fructificaciones recogidas se identificaron
segln sus caracteres morfolégicos, con la ayuda
de lupa, reactivos quimicos y microscopio. Bajo
los eucaliptos que quedan en P. N. de Cabafieros
recogimos 142 fructificaciones de hongos ecto-
micorricicos. Los estudios morfol6gicos, macro y
microscépicos, muestran que las fructificaciones
recogidas pertenecen a uno de los siguientes hon-
gos ectomicorricicos australianos: Hydnangium
carneum Wallr. (n=45), Hymenogaster albus (Cooke
and Mass.) M.J. Priest (n=33), Laccaria fraterna
(Cooke & Mass) Pegl. (n=25), Setchelliogater rheo-
phyllus (Ber. & Maleng.) G. Moreno (n=21), y Tri-
choloma eucalypticum Pearson (n=18). Todos ellos
son hongos basidiomicéticos.

Los hongos australianos encontrados en el P. N.
de Cabarfieros, poseen cuerpos fructiferos hipo-
geos de tipo gastroide, semi-hipogeos de forma
secotioide, o epigeos de tipo agaricoide. Las for-
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mas secotioide y gastroide, se consideran evolu-
tivamente derivadas de la forma agaricoide,
como respuesta a un clima seco (BRUNS et al.,
1989). Las formas agaricoide corresponde a un
pie que porta un sombrero con laminillas. Las
formas secotioides serfan formas semi-epigeas en
la que el sombrero no llega a abrirse completa-
mente. En las especies secotioides atin pueden re-
conocerse las ldminas, que desaparecen en las
formas gastroides.

Con cuerpos fructiferos hipogeos gastroides, te-
nemos por ejemplo las fructificaciones de Hyme-
nogaster albus, e Hydnangium carneum; con
cuerpos fructiferos semihipogeos de tipo seco-
tioide a Setchelliogaster rheophyllus; y con forma
agaricoide (epigea), los de Laccaria fraterna y Tri-
choloma eucalypticum.

Hydnangium carneum es un hongo gastroide pro-
ximo al género Laccaria. Hydnangium carneum fue
co-introducido desde Australia con los eucalip-
tos. Este hongo hipogeo parece estar bien adap-
tado a fructificar en el clima seco del
Mediterrdneo. Hymenogaster albus es una falsa
trufa (gastroide) de origen Australiana, muy
comun en plantaciones de Eucalyptus camaldulen-
sis en Espafia, y que previamente habiamos en-
contrado en las zonas cercanas al P. N. de
Monfragiie. Setchelliogaster rheophyllus es un
hongo secotioide que fue co-introducido en el
Mediterrdneo con los eucaliptos y cuyos cuerpos
fructiferos, encontramos bajos los eucaliptos que
quedan en el P. N. de Cabafieros. Tricholoma eu-
calypticum es una hongo agaricoide caracteristico
de los eucaliptales en Australia. Las fructificacio-
nes que encontramos en el P. N. de Cabafieros,
son una de las primeras recolecciones de este
hongo fuera de Australia. Este hongo también
fructifica en las plantaciones préximas al P. N. de
Monfragtie. Laccaria fraterna (=L. lateritia) es una
especie agaricoide nativa de Australia; hemos en-
contrado fructificaciones de este hongo bajo los
eucaliptos que quedan en el P. N. de Cabafieros,
y también en algunos de sus jarales. También
hemos encontrado este hongo en las plantacio-
nes de eucalipto préximas al P. N. de Monfragtie.
Ademds hemos recolectado fructificaciones de
dos ascomicetes australianos, Urnula rhitidia
(Berk. & Br.) Cooke (n=12) y Discinella terrestres
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(Berk. & Br.) Dennis (n>100). Urnula rhitidia (Pe-
zizales) y Discinella terrestris (Leotiales) son ori-
ginarios de los bosques de Australia y Tasmania.
Se trata de dos hongos considerados por algunos
autores como saprofitos, y para otros como mi-
corricicos facultativos.

No encontramos fructificaciones de hongos nati-
vos asociadas a los eucaliptos. De igual modo,
durante los muestreos de ectomicorrizas en la ve-
getacion nativa de Cabarieros, no encontramos
cuerpos fructiferos de hongos australianos, a ex-
cepcién de Laccaria fraterna que fue encontrado
en jarales.

Hongos identificados en las raices

Ya que la mayoria de las fructificaciones de hon-
gos australianos encontradas pertenecian a ba-
sidiomicetes, centramos nuestro estudio en este
grupo y utilizamos cebadores especificos para
ellos. Para el conjunto de estudios, se extrajo
DNA de cuerpos fructiferos y ectomicorrizas, y
se amplificé por PCR la regién ITS del ADNTr,
para mds de 850 ectomicorrizas y 38 cuerpos
fructiferos. Cuando fue necesario, se identifico
el huésped que formaba la ectomicorriza me-
diante la secuencias del ITS vegetal, amplificada
con cebadores especificos de plantas.

Se observaron 105 morfotipos de ectomicorri-
zas, se obtuvieron 90 ribotipos (ITS cuyo RFLP
es diferente), de los que secuenciaron 76, lo que
nos permitié identificar 64 hongos ectomicorri-
cicos diferentes. La identificacion de las secuen-
cias de DNA ftngico obtenidas fue realizada
mediante comparacién con las secuencias obte-
nidas de cuerpos fructiferos, y bisquedas en la
base de datos del GenBank. Gracias a ello, de los
90 ribotipos secuenciados, para 64 de ellos se
identificé la especie a la que pertenecia; 11 per-
tenecfan a especies de hongos ectomicorricicos
australianos.

Las ectomicorrizas de los eucaliptos que
quedan en el P. N. de Cabafieros

El estudio de la morfologia de las ectomicorrizas
presentes en las raices recolectadas de los eucalip-
tos aun presentes en el P. N. de Caballeros (2° es-

tudio), permiti6 clasificar sus ectomicorrizas en 18
morfotipos. Se obtuvieron los perfiles RFLP, y T-
RFLP (ribotipos) para las morfotipos de las mico-
rrizas mas frecuentes. A partir de las
ectomicorrizas, se obtuvieron 14 ribotipos diferen-
tes, y tras su secuenciacion se identificaron las si-
guientes especies australianas: Chondrogaster
angustisporus Giachini, Castellano, Trape & Oli-
vera, Descomyces albus (Klotzsch) Bougher & Cas-
tellano, Descolea maculata Bougher, Hydnangium
carneum Wallr.,, Hymenogaster albus (Klotzsch) Berk.,
Hysterangium inflatum Rod., Laccaria fraterna (Coole
& Mass.) Pegl., Setchelliogaster rheophyllus (Ber. &
Maleng.) G. M. Moreno, Tricholoma eucalypticum Pe-
arson, Pisolithus albus y P. microcarpus (Cooke &
Mass.) Cunn. La identificacién de las especies Pi-
solithus requiri6 el empleo de métodos filogenéti-
cos. Los hongos identificados en las raices de los
eucaliptos de Cabafieros, de los que sin embargo
no se encontraron fructificaciones, fueron Chon-
drogaster angustisporus, Descomyces albus, Descolea
maculata, Hysterangium inflatum, Pisolithus albus y
P. microcarpus.

Chondrogaster angustisporus es un hongo hipogeo
australiano que sélo aparece asociado a eucalip-
tos y otros drboles australianos, y que suele fruc-
tificar formando grupos. Al igual que Laccaria
fraterna, Ch. angustisporum destaca por sus basi-
dios bispéricos. A pesar de que no hemos encon-
trado sus fructificaciones en el P. N. de Cabariero,
su presencia queda probada tras su deteccién en
las raices de los eucaliptos. Desconyces albus, que
forma ectomicorrizas con mirtdceas en Australia,
particularmente con eucaliptos, fue detectado en
las raices de algunos de los eucaliptos que que-
dan en el parque. Anteriormente, habiamos en-
contrado sus fructificaciones en formaciones de
eucalipto proximas a Mérida (Badajoz). En las ec-
tomicorrizas de tres eucaliptos del P. N. de Ca-
bafieros detectamos a Descolea maculata. Esta
especie normalmente fructifica en formas agari-
coides con tendencia a formas secotioides. En
nuestro estudio, también hemos identificado las
ectomicorrizas de Hysterangium inflatum. Se trata
de un hongo hipogeo, que previamente habia-
mos encontrado en algunas plantaciones proxi-
mas al Puerto de Miravete (Céceres). A pesar de
que Pisolithus albus y P. microcarpus suelen fructi-
ficar en las plantaciones de eucalipto de la Pe-

165



DiEz, J. Y coLs.

ninsula Ibérica, en el P. N. de Cabafieros, sélo fue-
ron detectados en las raices de algunos de los eu-
caliptos.

Ectomicorrizas y micelios edaficos de la
vegetacion donde existieron eucaliptos
en el P. N. de Cabaiieros

En las zonas donde se erradicaron los eucaliptos
y o bien se plantaron especies nativas (encinas)
(zona-4), o bien se produjo una regeneracién na-
tural (zona-3), ademds de muestras de raices se
tomaron muestras de suelo. No fue necesario
desarrollar un método de extraccion de DNA de
suelo, ya que el método comercial utilizado fun-
ciond correctamente. Se amplificé el ITS nuclear
en 80 muestras de suelo, para identificar micelios
fangicos. Se utilizaron cebadores especificos para
basidiomicetes, ya que los cebadores universales,
que también amplifican secuencias para ascomi-
cetes, reproducian patrones de bandas dificiles
de interpretar. En cambio, las amplificaciones con
los cebadores especificos para basidiomicetes,
producian entre 3 y 6 bandas, que en su mayoria
fueron identificadas al compararlas con los per-
files obtenidos a partir de las fructificaciones.
Para la identificacién, 12 bandas de los perfiles
RFLP-T de micelios edéficos, que no se corres-
pondian con ninguna de los cuerpos fructiferos,
fueron clonadas y secuenciadas. Pudimos iden-
tificar 4 especies fiingicas ectomicorricicas en la
base de datos del GenBank; entre ellas dos espe-
cies de Inocybe. Los perfiles RFLP obtenidos para
estas muestras de suelo no corresponden a los
hongos australianos presentes en los eucalipta-
les, sino a especies autéctonas de la Peninsula
Ibérica, como Pisolithus tinctorius (Pers.) Cooker
& Couch, lo que sugiere que en el P. N. de Caba-
fieros los hongos australianos no persisten des-
pués de la eliminacién de los eucaliptos.

Estudio de la presencia de ectomicorrizas
de hongos australianos en diversas
formaciones vegetales del P. N. se Cabaieros

Ectomicorrizas de abedules/sauces.
En las raices de abedules y sauces observamos 12
morfotipos diferentes de ectomicorrizas, usando

cebadores especificos para los basidiomicetes,
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obtuvimos 12 ribotipos diferentes a partir de
estos morfotipos. Tras su secuenciacién se iden-
tificaron ocho especies fiingicas. En abedul (Be-
tula pendula Roth) se encontré Amanita citrina
(Sch:Fr.) Lamark, Tricholoma fuloum (Bull.:Fr.)
Sacc., y Lactarius quietus (Fr:Fr.) Fr.; y en Salix atro-
cinera Brot., Laccaria tortilis (Bolt.) Cooke.

Ectomicorrizas de quercineas.

En las raices de encinas y quejigos encontramos
28 morfotipos, para los que obtuvimos 22 riboti-
pos diferentes. De ellos, secuenciamos 18 riboti-
pos, lo que nos permitié identificar 16 especies.
Todas las especies identificadas corresponden a
especies fingicas nativas. Entre las especies iden-
tificas se encuentra, Amanita fulva (Scf.:Fr.) Fr. y
Amanita phalloides (Vaill:Fr.) Link en raices de
Quercus faginea Lam.; Boletus aererus Bull.:Fr., en
raices de Quercus suber L.; y Boletus rhodoxanthus
(Rombholz) Kallenbach, Inocybe geophylla (Fr.:Fr.)
Kummer y Laccaria laccata (Scop:Fr) Cooke) en ra-
ices de encina (Quercus ilex L.).

Ectomicorrizas en pinares.

En las raices de los pinos encontramos 25 morfo-
tipos diferentes, y amplificamos 16 ribotipos. Se
secuenciaron 16 ribotipos, lo que permitié iden-
tificar 12 especies de hongos ectomicorricicos,
todos ellas nativos. Entre los especies identifica-
das se encontraba Suillus bovinus, Scleroderma
polyrrhizum, Inocybe rimosa y Laccaria bicolor.

Ectomicorrizas en jarales.

En las raices de jaras observamos 12 morfotipos,
de los que conseguimos amplificar y secuenciar 8
ribotipos, cuyas secuencias correspondian a ocho
hongos nativos y uno australiano (Laccaria fra-
terna). Entre las especies nativas habia especies
frecuentes en bosques como Amanita muscaria, y
también especies especificas de jaras, como
Hygrophorus cistophillus (L.:K.) Roussel.

Comunidades de hongos ectomicorricicos
que colonizan los plantones trampa
de encina/alcornoque

Un afio después de su plantacién en un antiguo
eucaliptal recién eliminado, estudiamos las rai-
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ces de plantones de encinas y alcornoques. En las
muestras de las raices analizadas se observaron
ectomicorrizas. Se observé la presencia de 16
morfotipos diferentes de ectomicorrizas, de los
que conseguimos amplificar la regién ITS para
ocho de ellos. Tras su secuenciacién, se identifi-
caron ocho especies, fiingicas, todas nativas del
Mediterrdneo. Entre ellas, se encontraban Pisoli-
thus tinctorius, Amanita fulva, Xerocomus chrysen-
teron (Bull) Quelét, y Astraeus hygrometricus
(Pers.:Pers.) Morgan. En las raices analizadas no
se detecté la presencia de ninguna especie de
hongo australiano introducido.

DISCUSION

En los ultimos afios se han desarrollado diversos
métodos para la identificacién molecular de las ec-
tomicorrizas (GLEN et al., 2001; CHEN & CAIR-
NEY, 2002; DICKIE & FITZJOHN, 2007). En este
proyecto hemos utilizado el T-RFLP y la secuen-
ciacion de la regién ITS del rDNA, para el estudio
de las especies flngicas que forman ectomicorri-
zas y micelios eddficos. Mds de 800 ectomicorrizas
han sido analizadas, que corresponden a 90 riboti-
pos diferentes, de las se identificaron 65 especies,
11 de ellas australianas. Las secuencias de algunos
de los ribotipos secuenciados no daban valores sig-
nificativos de similitud con ninguna de las se-
cuencias del GenBank, y no pudieron ser
identificadas. Tampoco conseguimos amplificar la
region ITS para algunas ectomicorrizas, bien por-
que estaban formadas por ascomicetes, porque las
regiones de hibridacién de los cebadores no estdn
conservadas, o bien porque las condiciones utili-
zadas en la reacciéon PCR no permitian su amplifi-
cacién. Algunos hongos ectomicorricicos también
pudieron pasar desapercibidos debido a su baja
frecuencia; debemos recordar que la base del Gen-
bank esta en construccion y sélo se dispone de la
secuencia para un ntimero limitado de especies.
Por ello, no fue posible identificar todos los hon-
gos. A pesar de ello, creemos que nuestro estudio
refleja bien las comunidades fliingicas analizadas.
Podemos por ello decir que nuestro estudio nos ha
permitido conocer las comunidades de hongos ec-
tomicorricicos australianos introducidos que ain
viven en el P. N. de Cabarfieros. También nos ha
permitido descubrir un patrén general de com-

portamiento, caracterizado por la ausencia de los
hongos australianos en la vegetacién natural, y por
la desaparicion de los hongos australianos tras la
erradicacion de los eucaliptos y la reforestacién con
especies autdctonas, o la regeneracion natural de
la vegetacién. Y finalmente, hemos detectado un
hongo exdtico australiano capaz de saltarse este
patrén general y asociarse a un huésped nativo.

El patrén general observado

En un proyecto de investigacién anterior, finan-
ciado por la Universidad de Alcald, encontrados
que en las plantaciones de eucalipto de la Penin-
sula Ibérica fructifican especies australianas de
hongos ectomicorricicos (DIEZ, 2005). Quedaban
aun por identificar los hongos ectomicorricicos
exéticos que no fructifican, y que ahora hemos
identificados con métodos moleculares sobre
muestras de suelos y raices. Tras nuestro estudio,
podemos decir que los hongos exdéticos del Par-
que Nacional de Cabafieros persisten en los eu-
caliptos, pero no colonizan los potenciales
huéspedes ectomicorricicos nativos. El tnico
hongo australiano introducido que por ahora co-
loniza los huéspedes nativos es Laccaria fraterna,
que forma ectomicorrizas con Cistus ladanifer L.

Hoy se estima que cualquier especie fangica in-
troducida puede tener el potencial de alcanzar
uno de los cuatro estados siguientes: (i) trans-
porte, (ii) establecimiento, (iii) dispersién e (iv)
impacto (LOCKWOOD et al., 2007). Que se acabe
dafiando los ecosistemas puede ser sélo una
cuestion de tiempo, en funcién de la biologia del
hongo y de las condiciones ambientales de cada
lugar. En teoria, en el caso de los hongos ectomi-
corricicos exdticos, nos podemos encontrar con
alguna de las siguientes situaciones.

Situacion 1. Que fracasen en su establecimiento.

Situaciéon 2. Que se establezcan pero con el
tiempo sean remplazados por los hongos locales.

Situacion 3. Que persistan con los huéspedes in-
troducidos, pero no colonicen las raices de po-

tenciales huéspedes locales.
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Situacién 4. Que persistan con los huéspedes in-
troducidos y ademds colonicen las raices de
huéspedes locales.

Situacién 5. Que no persistan asociadas con los
huéspedes introducidos, pero colonicen las rai-
ces de potenciales huéspedes locales.

Situacion 6. Que aparezcan nuevas asociaciones
simbiéticas formadas por hongos y drboles ex6-
ticos, pero de diferente procedencia.

Situacion 7. Que los hongos exdticos causen im-
pactos negativos.

No todos los hongos introducidos debieron de
conseguir establecerse, a la vista del reducido na-
mero de especies de hongos ectomicorricicos ex6-
ticos presentes hoy en el P. N. de Cabafieros; los
Gnicos que lo consiguieron fue debido a su carac-
ter invasor. Esto explicaria que nos encontramos
en el P. N. de Cabafieros con hongos australianos
que también aparecen en otras plantaciones fores-
tales por todo el mundo (GIACHINI et al., 2000;
VELLINGA et al., 2009).

En nuestro estudio no encontramos especies na-
tivas que colonizasen las raices de los eucaliptos.
Sin embargo, al menos 11 especies fingicas ex6-
ticas habria alcanzado la “situacién 3”, y persis-
ten en los huéspedes introducidos. La mayoria
no alcanza la “situacién 4”; aunque en los suelos
antes ocupados por eucaliptos queden inéculos
esporales y miceliares de los hongos australianos
cointroducidos con ellos, no colonizan las raices
de los huéspedes locales. Hace excepcién Laccaria
fraterna, que al menos es capaz de colonizar las
raices de la jara Cistus ladanifer. Este comporta-
miento también fue descrito en Amanita muscaria
(L.:Fr.) Hooker en Nueva Zelanda y Tasmania,
donde se introdujo junto con robles, abedules y
pinos, y coloniza las raices de especies nativas de
Nothofagus (JOHNSTON et al., 1998). Laccaria la-
terita ha sido introducida desde Australia en mu-
chas otras regiones, incluida India y Japén
(VELLINGA, et al., 2009). Diversos trabajos han
indicado su posible asociacién con jaras en Es-
pafia (DIEZ, 2005), y con Pinus y Quercus en Ma-
rruecos (MALENCON, 1966; descrita como

168

«Hongos exdéticos de parques nacionales espafioles»

Laccaria lateritia). Incluso, L. fraterna ha sido des-
crita en Australia bajo pinos (DUNSTAN et al.,
1998).

Los potenciales impactos ecolégicos

No deben olvidarse los impactos ambientales
que la introduccién de hongos exéticos ectomi-
corricicos puede tener, por ejemplo al incremen-
tar la capacidad invasora de sus huéspedes
arbdreos, o al modificar los ciclos de nutrientes.
La introduccién de hongos ectomicorricicos per-
mite el comportamiento invasor de los pinos en
Sudaifrica (RICHARDSON et al., 2000), y seria
responsable de la reduccién del carbono edafico
en el praderas del paramo de Ecuador (CHA-
PELA et al., 2001). Los hongos introducidos pue-
den también desplazar a los hongos
sectomicorricicos nativos, facilitar la invasion de
las especies vegetales exdticas, dafiar a las espe-
cies forestales nativas, o alterar los ciclos de nu-
trientes en el suelo.

Desconocemos si se ha alcanzado la “situacién 7”
(impacto negativo), ya que nuestro estudio no
analiza los impactos ambientales que pueden
causar los hongos ectomicorricicos exdticos en
los parques nacionales.

Conservacion y gestion de los parques
nacionales afectados

Resultarfa imposible proponer medidas efectivas
para la erradicacién de Laccaria fraterna de los ja-
rales afectados, teniendo en cuenta su posible ex-
tensién. Ademads, es dificil distinguir Laccaria
fraterna de varias especies de Laccaria nativas que
también forman ectomicorrizas con jaras.

Para casi la mitad de hongos australianos que co-
lonizan los eucaliptos del P. N. Cabafieros no en-
contramos fructificaciones; su deteccién requirié
la identificacién molecular en las raices de su
huésped. Esto pone de manifiesto la necesitad de
utilizar los métodos moleculares para detectar la
persistencia de estos hongos exéticos.

Serfa necesario realizar una serie de estudios que
nos permitan conocer los efectos de la introduc-
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cién de estos hongos australianos sobre los hon-
gos ectomicorricicos nativos, y su impacto final
sobre el equilibrio de los ecosistemas. Recomen-
damos estudiar las poblaciones fiingicas introdu-
cidas, y analizar la posible aparicién de genotipos
capaces de colonizar las raices de huéspedes nati-
vos. Debido a su importancia, seria de gran interés
estudiar la diversidad funcional de las poblacio-
nes de los hongos australianos Pisolithus albus y P.
microcarpus, para lo que se podrian utilizarse mar-
cadores de genes funcionales. Para su desarrollo,
venimos colaborando con el Dr. F. Martin (Centre
INRA-de Nancy, Francia) quien lidera varios pro-
yectos de secuenciacién de genomas de hongos ec-
tomicorricicos (MARTIN et al., 2008).

Ya que la introduccién de especies australianas
ha puesto en contracto lineas evolutivas separa-
das desde hace tiempo. También seria necesario
estudiar la posibilidad de formacién de hibridos
interespecificos, entre Laccaria fraterna y especies
nativas de Laccaria; ya que es posible, al menos in
vitro, la formacién de hibridos dentro de este gé-
nero. En tal caso, hibridaciones introgresivas po-
drian llevar a procesos de erosién genética
(RHYMER & SIMBERLOFF, 1996), o la formacion
de nuevas especies (BRASIER, 2001). Dichos hi-
bridos podrian ser capaces de colonizar otros
huéspedes. Para realizar estos estudios, se nece-
sitardn nuevos marcadores moleculares que per-
mitan detectar los hibridos en las raices. Se
podrian utilizar microsatélites, marcadores mo-
leculares derivados de retrotransposones (DIEZ
et al., 2003), o marcadores SCAR (sequence charac-
terized amplified region) (WEBER et al., 2002).

Hay que remarcar que el comportamiento de los
organismos invasores puede variar con las con-
diciones ambientales (ARIM et al., 2006). Por ello,
los resultados obtenidos en el Parque de Caba-
fieros no pueden extrapolarse directamente a
otros parques nacionales, como los de Monfra-
glie o Dofana, también afectados por las planta-
ciones de eucaliptos.

CONCLUSIONES

Nuestro trabajo muestra que existe una rica co-
munidad fangica de hongos australianos en los

eucaliptos del Parque Nacional de Cabarieros,
pero no en las raices de la vegetacién autéctona.
Hace excepcion el hongo australiano Laccaria
fraterna que forma ectomicorrizas con el arbusto
nativo Cistus ladanifer. Nuestra investigacion
muestra que los simbiontes fingicos australia-
nos desaparecen tras la eliminacién de los eu-
caliptos. La deteccién del hongo australiano
Laccaria fraterna en las raices de C. ladanifer, se-
fiala a las jaras como potenciales refugios de
otros hongos ectomicorricicos australianos. Por
ello, a corto plazo, y debido al escaso nimero
de eucaliptos que quedan en Cabafieros, no es
de esperar un impacto negativo sobre sus eco-
sistemas naturales. Para evaluar el riesgo a
largo plazo, serfa necesario estudiar la evolu-
ci6én de las poblaciones de los hongos exéticos
introducidos, y su impacto ambiental. Debido
a sus caracteristicas particulares de otros par-
ques afectados por los eucaliptos, como el de
Monfragtie o el de de Dofiana, su situacién po-
dria ser diferente.
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