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INTRODUCCION

La trufa negrauber melanosporuittad.) es un alimento de culto reconocido
en todo el mundo como uno de los iconos de la gasinia y cultura Europea
(Murat y Martin, 2008). Las trufas son el cuerpofdectificacién (o ascocarpo) de
un grupo de especies de hongos ascomicetes ectwinicos pertenecientes al
géneroTuber, englobados en el orden de los Pezizales. Comeegiize, la trufa
negra es el cuerpo de fructificacion del hongo melanosporumPresenta un
desarrollo hipogeo, lo que implica la produccion dsporas en carpoéforos
subterraneos. Con esto el hongo es mas resistatgehaladas o sequias, aunque
también lleva a que carezca de mecanismos promadigpersion de esporas. Son
los animales quienes ejercen un papel fundamentekt& dispersion, pues el hongo

desarrolla un olor muy caracteristico que los atbzMiguel, 2000).

El carpoforo de la trufa negra esta formado pagléda, donde se encuentran las
esporas, recubierta por una pared de color negharite llamada peridio. Posee
forma globosa, algo irregular, con un tamafio queiavan funcion de las
caracteristicas climaticas del afio y la época deleecion. Las ascas son globosas,
en cuyo interior encierran de una a cuatro espopaxas, de color marrén y con

ornamentacion (Estrada, 1987)

Como hongo ectomicorricicd,. melanosporunforma asociaciones simbioticas
con una serie de especies lefiosas. Segun la mew$artuada en Colinast al.
(2007), son reconocidos simbiontes de este hongonas Quercus ilexL. spp
ilex, Q. ilex L. sppballota (Desf.) Samp.), roble). fagineaLam., Q. pubescens
Mill.), coscojas Q. cocciferaL.), avellanos Corylus avellan® jaras Cistus
incanug, pinos Pinus pineal., P. halepensisMill., P. nigra Arnold), carpes
negros QOstrya carpinifoliaScop.), carpes o carpino€drpinus betulud..), y tilos
(Tilia sp.). Las especies de plantas huésped mas ha&siteallas plantaciones son

encinas y robles, y en menor medida, coscojas Yaanes (Samilset al, 2008).

Dado que la trufa negra es un hongo apreciado ry t@emunerado, la actividad
recolectora por parte de especialistas es bienccda@n los encinares y robledales
donde aparece. Sin embargo, en el Gltimo sigltyaseonstatado una disminuciéon de

la produccién silvestre, achacada principalmentepralgresivo abandono de los
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montes, que ha causado un aumento de la espeffimaltahdo la supervivencia del
hongo; ademéas de una recoleccién excesiva de taua, impide la correcta
dispersion de las esporas (Reyna, 2007). Estog jainélevado precio en el mercado
de la trufa (371 €/kg en la temporada 2009-201@; @Rg durante el periodo 1999-
2010), el apoyo y divulgaciéon por parte de asooiaes truferas y administracion, y
la abundante oferta de plantones inoculados cohoabo productor de la trufa
negra, ha hecho que la superficie ocupada por suglantaciones para la
producciéon de este hongo haya aumentado de mao&hl®, a un ritmo de 50.000

plantas anuales (Reyna, 2007)

En una hectarea de una plantacion trufera, la medo media ronda los 10 a 50
kg anuales, con un beneficio estimado de 2.697/#&floa(Oliachet al., 2008). Este
es el principal motivo por el que este tipo de tdaiones se estan convirtiendo en
una alternativa rentable en zonas con unas carstites consideradas aptas para su
cultivo, bien como una actividad complementaria @ lcultivos agricolas

tradicionales, o como la sustitucion de estos.

El periodo comprendido entre la plantacion y larahd en produccion varia
entre los 5 y los 8 afos, aunque en ocasiones poeldso prolongarse (De Miguel
y Saez, 1997), o darse el caso de que algunosedrbokiquiera lleguen a producir
trufa negra. Entre las causas que pueden llevaa molproduccion de algunos
arboles, destacan la mala calidad de los plantemesulados, presentado estos
escasa o nula presencia Temelanosporunen sus raices, y el establecimiento en
parcelas con condiciones para el cultivo de laatrafejadas de las adecuadas,
limitando el desarrollo del hongo.

Un buen indicador del correcto desarrollo del hgregola aparicion del quemado
alrededor del arbol entre el cuarto y el séptimo dé la plantacion (Colinast al,
2007). Estos quemados son zonas desprovistas detacémn debido al efecto
alelopatico que tiene el micelio del hongo, y quohilie la germinacion de otras
especies (Fasolo Bonfang¢ al., 1971; Estrada, 1987), con una forma mas o menos
circular alrededor del tronco, y un crecimientoeqimado hacia el exterior de entre
10 y 20 cm anuales (Garcia-Monterbal, 2007). Segun el mismo autor, el tamafo
del quemado esta relacionado positivamente corrddugcién de trufas. Pero la
aparicion del quemado no garantiza produccion dédr y su ausencia la no-
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produccién. Hay arboles que producen trufa sin raossignos de quemado
(frecuente en suelos arenosos), mientras que ajues si tienen quemado no
producen. Ademas, existen otros hongos micorricopos desarrollan quemados,
aunque no tan desprovistos de vegetacion. A pesastb, lo mas frecuente es que

se den trufas en las zonas de quemado.

Las causas por las que el hongo necesita mas osn@mopo para alcanzar la
fase productiva no estan claras, aunque existe auerdo general en que los
antecedentes culturales, las condiciones edaf@égicclimaticas, y el manejo de la

plantacion son factores clave en este aspecto.

Los antecedentes culturales para el establecimigatplantaciones truferas son
tenidos en cuenta debido a la carga de in6culo degds ectomicorricicos
susceptibles de competir cdn melanosporumy la presencia de ciertas especies
lefiosas (Ricarcet al, 2003). Generalmente, los campos dedicados aiveoutte
cereal durante varios afios presentan un bajo nikelinéculo de hongos
ectomicorricicos. En la actualidad, la introduccaT. melanosporunse realiza a
través de plantas huésped con abundantes micodgakcho hongo. A partir del
manto de las micorrizas emanan un conjunto de a®l@specializadas que se
conocen como cistidios o espinulas (Reyna, 200@gn#as, el manto también esta
conectado con el micelio extramatricial mas o meshesarrollado, que se extiende
desde la raiz hacia el suelo, y que juega un papebrtante en la absorcion de
nutrientes y agua (Zampieet al., 2010). Dicho micelio puede llegar a formar una
fraccién significante de la biomasa total del sudlanto que en los bosques
templados se ha estimado una cantidad de 700 ak@b@& de micelio y raices

micorrizadas (Wallandest al.,2001).

El micelio extramatricial de los hongos ectomicoigds puede alcanzar grandes
distancias desde las raices colonizadas. En el dasbuber magnatumse ha
detectado la presencia de su micelio a 100 me&barthol productivo mas préximo
(Zampieriet al, 2010). Por otro lado, Suzt al. (2008) detectaron cantidades de
micelio deT. melanosporuntanto en arboles productivos como en no produstivo
Estos autores sugieren que es necesaria una certalad de biomasa de micelio
para que el hongo tenga la capacidad de desarrallactividad fitotoxica que
produce el quemado, o producir un cambio que ingligl paso de crecimiento
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vegetativo a produccion de carpoforos. 8ual (2006) afirman que el quemado no
coincide con la distribucion del micelio, ya qudl&@n presencia de éste fuera del
area del guemado.

El manejo de la cubierta herbacea puede ser urorfagievante para la
superviviencia y desarrollo d@. ilex en los primeros estadios del establecimiento
de las plantaciones (Sanchez-Andeésl 2006; Bonekt al. 2006), asi como €.
faginea (Rey Benaya®t al., 2003). En condiciones de manejo extensivo, aomay
intensidad de control herbaceo, mayor fue la abocidade micorrizas del.
melanosporumen encinas de cuatro afilos en campo, observandasebuena
correlacion entre la biomasa de las encinas y lm@éncia de micorrizas (Olivera,
2005).

Actualmente, son muchas las técnicas utilizadas pmrgestion de la cubierta
herbacea. Dado que la tendencia es a reducirnpsit§” en la agricultura, se buscan
sistemas de manejo de la cubierta herbacea alitessadl uso de herbicidas. Estos
consisten en métodos pasivos, como es el acolchaelo,sintético o natural; y en
meétodos dindmicos, como es el desherbado, manualecanico. Existe en el
mercado un amplio abanico de acolchados sintétigasticos de polipropileno de
diversos colores y espesores, asi como una serieubiertas naturales usadas
tradicionalmente: astillas de madera, piedras, paj@eno. Para llevar a cabo el
desherbado mecanico se realizan pases con cutivathien una escarda manual
(Merwin et al.,, 1995).

Uno de los objetivos principales que se presentara da utilizacién de
acolchados es reducir la pérdida de suelo o erasiéausa del agua, sobre todo en
zonas con condiciones semi-aridas. Se ha demostnaddectividad para este fin,
aunque existen variaciones en funcion de la peteliéa textura del suelo, y el tipo
de acolchado (Smett al., 2008). Ademas, los acolchados disminuyen laidads
aparente del suelo y la escorrentia, y aumentastabilidad de los agregados, la
capacidad de agua disponible, el contenido de mateganica (dependiendo del
tipo de acolchado), y la porosidad, este ultimo nmyportante ya que ayuda a
renovar la atmosfera del suelo y esto hace qumelgiel crecimiento de las raices,
con lo que se consigue una mayor absorcién de gguatrientes (Jordaet al.,
2010) Si se utilizan acolchados organicos, se puadmentar la actividad
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microbiana debido a la descomposiciéon de los apprtgie incluso puede ser
aprovechado a corto plazo por las plantas comotéuéa nutrientes (Garcia-Orenes
et al, 2010).

Por otro lado, el arado disminuye la estabilidadla® agregados, ya que se
rompe su estructura, y aumenta la erosionabiligadparte porque se elimina la

vegetaciéon (Garcia-Orenesal., 2009)

Estudios realizados sobre el crecimiento de larenpior Jiméneet al. (2007)
han puesto de manifiesto que el agua es el fachsrdeterminante en el crecimiento
de la especie, y con una mayor proteccion ante Maparanspiracion, la
disponibilidad de nutrientes es mayor, asi comefactividad. Para este fin, han
determinado que la colocacion de piedras a modacdiehado alrededor del tronco
es un buen tratamiento que puede favorecer el mdi®ade las encinas, ya que se
reduce la evapotranspiracion. Otros estudios quenaggn al desarrollo de los
arboles, como el de Truax y Gagnon (1993), utilipddsticosde color negro en
varias especies, entre ellos @uercus macrocarpacon los que han comprobado
que aumenta la temperatura, debido a las propisddedransmision del calor, lo
gue hace a su vez que aumente la mineralizacigntdigeno. Con este plastico se
evita el lavado de nutrientes y aumenta la humedapecto al control, aunque los
efectos en la supervivencia no han sido destacatkrabién Chaaet al (2008)
utiliza malla negra como acolchado €nh suber determinando que se favorece
ligeramente el crecimiento en altura, pero preserdgh problema de la escasa

duracion a la intemperie.

En truficultura se han utilizado tradicionalments lacolchados con el fin de
recubrir el suelo para conservar la humedad el maxiiempo posible (Reyna,
2007; Giraud y Verlhac, 1987). En general, los lieres de los acolchados en
truficultura pueden resumirse en que inhiben langeacién de plantas, reducen la
evaporacion de agua del suelo, mejoran la infiir@cmantienen la humedad del
suelo, aumentan la actividad biolégica, y mantiebemperaturas mas frescas en
verano, protegiendo contra las heladas en invieflatayo et al, 2001). El
desherbado con acolchados también ha mostrado $ueroltados en la respuesta
productiva (Cianket al,, 1988). Sin embargo, éstos pueden afectar ahbalantre el
hongo de interés productor de trufa y los hongaspaiidores en los primeros afios
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de establecimiento de la plantacion, lo que suggue podrian influir en la

produccién de trufa (Zamboneét al., 2005).

La escarda manual es una practica aconsejada emldasaciones truferas
durante los primeros afos. Se trata de realizaregnarda poco profunda con azada
alrededor de la planta. Su finalidad esta en elat@ompetencia de malas hierbas, y
retener mayor humedad (Reyna, 2007), lo cual parme relevante para la
supervivencia de las encinas y la proliferacion méelio del hongo a través del
suelo (Oliachet al., 2008). La escarda manual puede ser complemegtataases

de cultivador sin aproximarse excesivamente a émgipiios arboles.

Entre los truferos, existe la practica de colodadmas para proteger el guemado,
lo que puede actuar como acolchado (Reyna, 20G¥ existencia de pedregosidad
superficial regula la temperatura del suelo y fagerla condensacion y la humedad,
mientras que bajo la superficie disminuye el volande tierra fina, aumentando asi
la humedad. Esta pedregosidad superficial est&ioglada con la productividad, y
puede explicar el 24% de la variabilidad de produtcde carpéforos (Garcia
Monteroet al,, 2007).

Dado el largo periodo de tiempo comprendido entreseablecimiento de la
plantacion trufera y la obtencion de las primenagas, es importante conocer el
estado de desarrollo de melanosporuny confirmar su presencia a lo largo de los
afos. Para esto, se ha venido realizando la olisérvde las micorrizas existentes
en el sistema radicular de los arboles huésped. #se fin, en plantaciones jovenes,
de hasta cuatro aflos de edad, es posible extraetaladad del sistema radicular y
cuantificar las micorrizas (Bonet al, 2006). A pesar de que los datos resultantes
son una fiel representacion de la realidad, laitécmesulta ser muy costosa y
destructiva, no permitiendo un posterior analis$ estado de micorrizacion en el
tiempo, ademas de estar limitada a un cierto goeddesarrollo del arbol. Por esto,
se realizan muestreos parciales del sistema radice los huéspedes, consistentes
en la recogida de una parte de los apices trofibeslo que la distribucion de
muchas especies micorricicas no es homogénean@hino de agrupamiento de las
micorrizas en el suelo dificulta la interpretacide los datos procedentes de
muestreos parciales, lo cual afiade muchas dudas dabbondad de dichos
muestreos (Taylor, 2002).



Recientemente se esta llevando a cabo el uso décadécmoleculares para la
identificacion y cuantificacion del micelio de lbengos presentes en el suelo. Este
tipo de técnicas presentan la ventaja de ser muwhnos destructivas que la
extraccion de micorrizas. Asi como las micorrizas Td melanosporunpueden
identificarse facilmente con medios Opticos, noroeudo mismo con el cuerpo
miceliar. La identificacién de las especies ectamicicas se basa en la extraccion
de pequefas cantidades de ADN del suelo, y la postmplificaciéon de regiones
especificas deseadas. Para esto se utilizan cedsadepecificos para cada hongo,

mediante la técnica de la reaccion en cadena pelimerasa (PCR).

Si bien la PCR convencional es una herramienta rpoyente para la
amplificacion de pequefias cantidades de &cidoseimos, en los Ultimos afios se
han ido desarrollando un conjunto de técnicas parauantificacion del ADN
presente en las muestras, que presentan aplicactwersas segun objetivos y el
grado de precision deseado. Segun autores comonRa&grs (2000), la PCR
convencional més la utilizacion de un estandal est una serie de muestras con
cantidades iniciales conocidas de ADN, permitenestiel nimero inicial de copias
del fragmento de ADN de la muestra mediante congd@mnatanto en la fase lineal
como de saturacion. La PCR en tiempo real (QPCRIinesvariante de esta técnica,
con la que es posible amplificar y cuantificar ditimeamente el producto de la
amplificacion del ADN. Para ello se realizan medi@s una vez finalizado cada
ciclo, no siendo necesarios los pasos posterioresandalisis mediante gel,
reduciendo en parte posibles contaminaciones eadetn que permite la obtencién
de los datos de forma inmediata. Un estudio sodrabundancia de micelio de
melanosporunrealizado por Suzt al. (2008), determina que no hay diferencias
significativas entre los resultados proporcionado® ambas técnicas en la
cuantificacion de micelio d&. melanosporumlo que hace recomendable el uso de
la PCR convencional con estandares por su mente.cos



OBJETIVOS

Dada la importancia de la competencia herbaceaesebrdesarrollo de las
joévenes encinas truferas, y las sugerencias deatgumos tratamientos de control
herbaceo pudieran afectar al desarrollo extranacelie T. melanosporumeste
proyecto plantea el objetivo general de conocerekpuesta de las encinas y del
micelio deT. melanosporuna diversos métodos de control herbaceo. Los objeti

concretos son:

1) conocer el efecto de ocho tratamientos de cbh&haceo sobre la cubierta

herbacea;

2) conocer el efecto de ocho tratamientos de cbnterbaceo sobre la

supervivencia y crecimiento de las encinas truferas

3) estudiar la radiacién fotosintéticamente actiethejada por el suelo sometido

a ocho tratamientos de control herbaceo;

4) conocer el efecto de ocho tratamientos de cbhaaceo sobre la cantidad y

distribucion del micelio d&. melanosporumalrededor de las encinas truferas.



MATERIAL Y METODOS

Localizacion del estudio y caracteristicas del hatat

La parcela de estudio se localiza en el noroedtédmino municipal de Tremp,
comarca del Pallars Jussa (Lleida), a una altim@2D metros. La superficie arable
es de 1,16 hay la pendiente del 11,3%.

La zona forma parte de la unidad geomorfologicapstenaica central, formada
por materiales geoldgicos de origen sedimentaspeeialmente calcareos (Conesa,
2001).

El clima es mediterraneo continental con veran@®se calurosos e inviernos
frios (Conesa, 2001). La pluviometria media ansate 725 mm. La temperatura
media del mes mas calido ronda los 22°C, y la nmdnios 4°C, siendo la media
anual 12°C (Plana, 1985).

La vegetaciéon que rodea la parcela de estudio &mtAdada por cultivos
tradicionales de cereal, y por el bosque de caaré3uercus ilexL. ssp.ballota) y

roble pubescente)uercus pubescerWilld.).

Fotografia 1. Vista general de la parcela de estydilrededores.



La textura del suelo es franco-arenosa. El restopdspiedades quimicas

aparecen en la Tabla 1.

Tabla 1. Andlisis de suelo de la parcela del estudi

Parametro Valor

pH al agua sups 1:2,5 8,3
Cond. electrica 25 °C (Pr.Pre) (dS/m) 0,17
Mat. organica oxidable (%) 3,53
Nitrogeno Kjeldahl (N) (%) 0,17
Fasforo (P) Asimilable (Olsen) (ppm) 11
Potasio (K) (Ex. ac. am.) (ppm) 112
Magnesio (Mg) Ex. ac. am) (ppm) 64
Calcio (Ca) (Ex. ac. am.) (ppm) 7.073
Sodio (Na) (Ex. ac. am.) (ppm) 32
Carbonato Calcico equivalente (%) 41
Arena total 0,05<d<2 mm (%) 51,9
Limo grueso 0,02<d<0,05 (%) 13,1
Limo fino 0,002<d<0,02 (%) 17,7
Arcilla d<0,002 (%) 17,3
Clase textural USDA Franco-Arenosa

Antecedentes culturales de la plantacion

Durante varios afios la parcela, cuya superfici@1e620 ni, estuvo dedicada a
la produccién forrajera y de cereal con algunossaf® barbecho. En la primavera
del 2007, después de un subsolado profundo y vagrases de cultivador se
plantaron encinas inoculadas cdn melanosporumLos plantones de una savia
procedian de un vivero especializado en la producde planta inoculada. El estado
de colonizacién de las raices por parteTdenelanosporunse encontraba entre el
38% y el 67%, y no se encontré ninguna micorrizatles hongos diferentes a este
(Datos facilitados por el propietario, procedentks servicio de evaluacion de

planta del Area de Defensa del Bosque-CTFC).
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Disefio experimental

El disefio experimental para este estudio fue uracaturial completamente
aleatorizado. EIl factor considerado fue el contmetbaceo, con ocho niveles o
tratamientos. El marco de plantacién de la pardala de 6 x 6 m. Las filas
dedicadas a este estudio contenian una plantaadicipor lo que el marco fue de 6
x 3 m. Los tratamientos se aplicaron a dos plaseégsiidas que fueron consideradas
una unica unidad experimental. Los parametros tlal@sse obtuvieron mediante la
media de las dos plantas. Todos los tratamienteeaizaron en un cuadro de 4 m
alrededor de la planta, excepto los pases de adiiy que abarcaron toda la

superficie entre plantas. Los tratamientos fueron:

- Malla blanca doble: Dos capas de malla tipo HORSBLANCO (Projar S.A,
Valencia), un geotextil tejido con cintas de pabijpiteno, con un gramaje de 110

gr/m?, y una superficie de 2x2 m.

Fotografia 2. Tratamiento de malla blanca doble.
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- Malla blanca simple: Una capa de malla tipo HORE@LANCO, con un
gramaje de 110 gr/my una superficie de 2x2 m.

Fotografia 3. Tratamiento de malla blanca simple.

- Laboreo mecéanico: Pases con el cultivador hastaprofundidad maxima de
10 cm en las proximidades de la planta.

Fotografia 4. Tratamiento de laboreo mecanico.
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- Escarda manual: Eliminacion de la cubierta hegbécon una azada, hasta una

profundidad de 10 cm.

Fotografia 5. Tratamiento de escarda manual.

- Malla negra doble: Dos capas de malla tipo HORSSEGRO (Projar S.A.,
Valencia), un geotextil tejido con cintas de pabipiteno, con un gramaje de 105

gr/m?, y una superficie de 2x2 m.

Fotografia 6. Tratamiento de malla negra doble.
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- Malla negra simple: Una capa de malla tipo HOREMNEGRO, con un
gramaje de 110 gr/my una superficie de 2x2 m.

Fotografia 7. Tratamiento de malla negra simple.

- Cubierta de piedra: Capa de entre 8 y 10 cm dasogrde piedra blanca
calcéarea, de diametros comprendidos entre 1003 @ lcm.

Fotografia 8. Tratamiento de cubierta de piedra.
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- Testigo: Tratamiento control sobre el que noesdiz6 ninguna actuacion.

Fotografia 9. Tratamiento control.

Todos los tratamientos con mallas y cubierta derpiequedaron instalados al
cabo de dos meses después de plantacion. Los teatas mecanicos se realizaron

dos veces cada afio, uno en abril-mayo y otro eanskete-octubre.

Toma de datos:

- Suelo

La toma de muestras de suelo para la extracciéAe se llevd a cabo en un
periodo de dos semanas durante el mes de dicied&o@2009 en un total de 64
arboles, 8 repeticiones de cada tratamiento. Enrasestreo, uno de los dos arboles
de cada unidad experimental fue escogido al azat gistema suelo-arbol fue
considerado como unidad experimental. En cada dnida tomaron dos
submuestras, una a 15 cm del tronco del arbol gtda a 30 cm. Se retiraron los
primeros 5 cm de suelo, con lo que se recolectdaapuofundidad entre 5y 20 cm,
utilizando una barrena de 7 cm de didmetro. Se testé profundidad ya que se ha
observado que el micelio de melanosporunes mas abundante en los 35 primeros

centimetros de suelo (Setal., 2006).
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Fotografias 10 y 11. Toma de muestras de sueloya3lbcm desde el tronco del arbol.

Durante la primera fase de muestreo también se rtomanuestras a las
distancias de 45 y 60 cm del tronco de las encigstss muestras no rindieron DNA
de T. melanosporumpor lo que se desestimd seguir con la toma de trases
dichas distancias.

La intensidad de muestreo en cada distancia seuwanproporcional a la
circunferencia alrededor de la planta, de modo au® cm se tomaron 4 muestras
en posiciones opuestas, y a 30 cm se recolectanone8tras equidistantes. El suelo
recogido para cada distancia se crib6 con una &2 adnm en campo y mezcld,
considerando cada distancia una Unica muestra.

Fotografias 12 y 13. Criba de muestras de suelo.

Con esto, se recogieron un total de 128 muestrasudl®d de la parcela, que
fueron debidamente etiquetadas con el nimero da éubidad experimental) y la
distancia, mantenidas en frio en la fase de campong vez en laboratorio,

congeladas a -20°C hasta su posterior analisis.
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Fotografia 14. Etiquetado y conservacion en fridagdemuestras en campo.

- Recubrimiento herbaceo

Al final de cada periodo de crecimiento de las easj en junio y diciembre, se
estimo el porcentaje de recubrimiento herbaceo d& flantas. El total de

observaciones a lo largo de los dos afios y medaxgderiencia fue de cinco.

- Diametro y altura de las encinas

Al final del periodo de crecimiento otofial se midibdiametro en la base de 90
encinas sobre marcas realizadas anteriormente odnrg blanca. Para ello se
utilizé un pie de rey electronico. También se midielas alturas con cinta métrica

metalica a partir de la marca blanca.

- Radiacion fotosinteticamente activa (PAR)

En diciembre de 2009 se tomo la PAR incidente yeyada en 111 unidades
experimentales mediante el ceptometro ACCUPAR LRBé&cagon Devices, Inc.,
Pullman, WA, EEUU). A partir de estas medidas skeuté el porcentaje de PAR
reflejado para cada punto de observacion como eleote entre la radiacion

reflejada y radiacion incidente, multiplicado p&01

Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN de las 128 muestras de suel@atitio el "PowerSoil DNA
Isolation Kit" (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsba€A, EEUU). Se siguié el
protocolo indicado, aumentando la cantidad inidalsuelo empleada a 0,50 gramos

de suelo por muestra.
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Este protocolo se detalla a continuacion, junto @oa breve descripcion de cada

paso.

Afnadir 0,50 gramos de suelo a los tubos "PowerBeAdpartir de aqui

comienza un proceso de homogeneizacion y lisisosE&tbos contienen un
tampon que actia ayudando a dispersar las pagidelauelo, comienza con
la disolucion de los acidos hamicos, y protege dogdos nucleicos de la
degradacion.

Agitar. Con esto se mezclan los componentes y Sgedsa la muestra en la

solucion "PowerBead".

Anadir 60ul de la Solucién C1 y agitar para mezclar. Estacoh contiene
SDS y otros agentes de interrupcién necesariosquangletar la lisis celular.
El SDS es un detergente anidénico que rompe looaqédsados y los lipidos

asociados a la membrana celular de muchos orgasismo

Agitar las muestras en posicién horizontal durak@ieminutos. Este paso es
muy importante para completar la homogeneizaciémlisis celular. La lisis

se produce por una combinacion de agentes quinfmasos 1 a 3) y este
agitado mecanico. Mediante la sacudida al azamdgéqueias piedras que
contienen los tubos, se producen colisiones querhagie las células se

rompan.
Centrifugar los tubos "PowerBead" a 10.000 g digr&9 segundos.

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo. Seebtentre 400 y 50(l,

gue todavia contiene particulas de suelo.

Anadir 250ul de la Solucidon C2, agitar durante 5 segundoscabar a 4°C
durante 5 minutos. La solucion C2 contiene un reagbara precipitar las
sustancias humicas, restos de células, y proteEsmanportante eliminar la

materia organica e inorganica que puede redugutaza del ADN.

Centrifugar los tubos a 10.000 g durante 1 minuto.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Transferir 600ul del sobrenadante a un nuevo tubo, evitando eipitado.
En el precipitado se encuentran las sustanciasdasnrestos de células, y
proteinas.

Anadir 200ul de la Solucion C3, agitar brevemente e incubét@durante 5
minutos. La solucion C3 es un segundo reactivo pegaipitar las sustancias

no deseadas que todavia pudieran mantenerse arektrm
Centrifugar los tubos a 10.000 g durante 1 minuto.
Transferir 75Qul del sobrenadante a un nuevo tubo.

Anadir 1,2 ml de la Solucion C4 al sobrenadantgiyaa durante 5 segundos.
La solucion C4 tiene una alta concentracion dessajee permite la unién
del ADN a la silice, pero no del material inorgangue todavia esta presente

en niveles bajos.

Transferir el liquido a un filtro de centrifugacigncentrifugar a 10.000 g
durante 1 minuto. Este dispositivo tiene una memérsilicea, que en altas
concentraciones de sales, retiene el ADN y dejardas contaminantes.

Afadir 500 ul de la Solucion C5 y centrifugar a 10.000 g dueal0

segundos. La solucion C5 tiene una base de etargopermite lavar el ADN
situado en el filtro de la membrana de silice d&lofde centrifugacion. Con
esto se eliminan los residuos de la solucién sakicédos humicos, y otros

contaminantes, manteniendo el ADN en la membrana.

Descartar el flujo sobrante. Aqui es donde se ertcaie los restos que se han

lavado con el etanol.

Centrifugar a 10.000 g durante 1 minuto. Con est@lgninan los residuos

de etanol.
Colocar el filtro de centrifugacién en un nuevoduwlector.

Afiadir 100ul de la Solucién C6 sobre la membrana. La solu€énes una
sustancia tampon que pasa a través de la membyamae libera el ADN

unido anteriormente a esta.
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20. Centrifugar a 10.000 g durante 30 segundos.

21. Descartar el filtro de centrifugacion. El ADN secaentra ya en el tubo para

ser utilizado.

Una vez extraido el ADN de cada muestra, diluidded pl, se diluyé de nuevo
a 1/10, lo que equivale a una dilucion del preeigit de ADN original en 1000 pl.
La cantidad de disolucion utilizada en la amplifiéen fue de 5 pl. Todas las
muestras se conservaron en el congelador a unaetatnpa de -20°C hasta su

posterior utilizacion.

Cuantificacion espectrofotométrica

El contenido de ADN de las 128 muestras extraidas csantificd
espectrofotométricamente mediante el NanoDrop 100termo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, EEUU). La espectrofotometriab@sa en el hecho de que existe
una relacion entre la absorcion de luz ultraviofmta el ADN y su concentracion en
la muestra. Es posible conocer el grado de purezalod acidos nucleicos
examinando la absorcion en diferentes longitudesoni#a. EI ADN presenta su
maximo de absorcién a 260 nm, las proteinas a 880s/ros polisacaridos a 230 nm
(Heptinstal y Rapley, 2000). A partir de |l de muestra, se obtuvieron los
resultados de cantidad de ADN, y se evaluarondtiss de absorbancia 260/280 y
260/230. Para este caso, en suelo, el ratio ef0eth y 280 nm debe tomar valores
proximos a 2. El ratio entre 260 nm y 230 nm esssgunda medida de la pureza de
los acidos nucleicos que suele tomar valores aprados de 1,5. Si estos valores
son inferiores, pueden indicar la presencia degmas, fenol, u otros contaminantes
en la muestra, aunque el proceso de amplificacgid mas influido por el ratio
Azed/Azgo (Krsek y Wellington, 1999).

Todas las muestras presentaron cantidades de ADipremdidas entre 6 y 37
ng/ul. A modo de ejemplo, se muestran los ratidemmdos para dos de las muestras
(Tabla 2), asi como sus curvas de absorbancia r@itu
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Tabla 2. Ratios de absorbancia y cantidad de ADN.

Ratios de absorbancia

Muestra 260/280 260/230 ng/pl
86.30 2,02 1,55 17,31
152.15 2,06 1,44 20,21
0,7
0,6 -
~ 0,5
1S
£
g 041 —122.15
% 0,3 1 135.30
< 0,2 1
0,1 -
0 i i i i i i i i \\h\ - i \; i T i
N N N N N N N N w w w w w w
N w EAN a1 (@] ~l (o] (o] o | N w N o1
o o o o o o o o o o o o o o

Longitud de onda (nm)

Figura 1. Curvas de absorbancia de dos muestrA®8kextraido a partir de las muestras de suelo.

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Para la amplificacién de las muestras se utiliz&ielillustra PuReTaq Ready-
To-Go PCR Beads” (GE Healthcare, Little ChalfontucBinghamshire, Reino
Unido). Este kit contiene BSA, dATP, dCTP, dGTPTYI® en una concentracion de
200 uM, 2,5 unidades de puReTag DNA polimerasa, tampémedccion 10 mM
Tris-HCI (pH 9 a temperatura ambiente), 50 mM del,KC1,5 mM de MgCl. El
volumen final de la amplificacion fue de 2&, afiadiendo Sul de la muestra de
ADN, 18 ul de agua estéril Milli-Q, y 1ul de cada iniciador a 10 mM. Los
iniciadores utilizados fueron ITSML/ITS4LNG (Paotoet al, 2000):

ITSML=5-TGGCCATGTGTCAGATTTAGTA-3,

ITSALNG= 5'-TGATATGCTTAAGTTCAGCGGG-3’
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Las muestras se colocaron en un termociclador (Biman Goettingen,
Alemania), siguiendo el programa de ciclos propugstr Paolocciet al. (1997,
2000) y Gandeboeuét al. (1997) al que se le introdujeron modificaciones para
adaptarlo a las necesidades del estudio. El pragrama la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) fue el siguiente:
1.94°C 5’
2. 94°C 30”
3. 54°C 30"
4. 72°C 1’ Del punto 2 al 4, 5 ciclos.
5. 94°C 30”
6. 48°C 30"
7. 72°C 1’ Del punto 5 al 7, 33 ciclos.

8. 72°C 10'.

(]

. 4°C Pausa

Este proceso tiene tres pasos principales congestem cambios de temperatura
de calor y frio en cortos periodos de tiempo, gqeieepiten constantemente durante
varios ciclos. Con esto se consigue un gran nurderoopias de la regién de ADN

seleccionada.

1. Desnaturalizacién a 94°: Durante la desnaturalimata doble hélice
de ADN se separa en dos cadenas simples, debidawpiura de los

puentes de hidrogeno que provocan las altas tetypasa

2. Hibridacion a aproximadamente 50°: La disminuciénlatemperatura
permite que los iniciadores se unan a las secugm®#aADN que se

quiere amplificar.

3. Extensiéon a 72° Durante este paso la Taq poliméraorpora

nucledétidos en el extremo 3' del iniciador utilidancomo molde la
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cadena de ADN que se ha desnaturalizado. Es dessfgeratura a la

qgue la Tag polimerasa alcanza su maxima actividad.

Todas las muestras se guardaron en el congelad@0°€ para su posterior

utilizacion.

Gel de electroforesis

Las muestras resultado de la amplificacion fueroraliaadas en geles de
electroforesis al 1% de agarosa (Agarose MS-8.n&isa, Laboratorios Conda,
Torrejon de Ardoz-Madrid), con una cantidad de 8@ 1xTBE, 0,8 g de agarosa,
y 2 ul de bromuro de etidio (BrEt) en cada gel. Se zidilun sistema de gel
horizontal (VWR-AGT1, West Chester, Pensilvania, EF, con una fuente de
alimentacion para electroforesis Consort, model®43/(Turnhout, Bélgica), que
trabajo a 70V, 300 mA y 50 Wurante 40 minutos.

Se utilizaron peines de 20 pocillos para tenerremismo gel ocho muestras de
suelo, todas pertenecientes a la misma distan@s de los ocho tratamientos
existentes, esto es, una de cada tratamiento. &rgétes se colocé un control
positivo procedente de carpoforo de melanosporum un control negativo
consistente en una extraccion de suelo de la minta pero carente dd.
melanosporumy un "blanco” al que se le afiadié agua estedizen vez de extracto
de DNA de suelo.

En los 10 pocillos restantes de cada gel, se agytstuna escala con diferentes
cantidades de ADN a partir de un DNA-Lambda origida 500 ug/ml y una
longitud de 48.502 pares de bases (New England &isl. Ipswich, MA, EEUU).
Este DNA-Lambda es un marcador de peso moleculaARE que se extrae del
bacteriofago Lambda, el cual infectd&acherichia coli después de la digestion con
la enzima Hindlll. Para obtener una escala adecw@atiss resultados de nuestras
muestras, se diluy6 y se consiguié un estandar, de 3, 10, 30, 50, 70, 80, 100, y
200 ng de lambda DNA.

Junto con la escala externa Lambda-DNA, se elabnedescala con micelio de
trufa negra que se afadidé a suelo Finmelanosporunde la misma parcela del

estudio. A partir de 3 g de trufa y 1 g de suelesto cribado se realizaron un
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conjunto de diluciones con suelo, hasta llegar a concentracion de 11,4 ug de
micelio por gramo de suelo fresco. El limite inéerde deteccién para el suelo se
obtuvo con 22,9 ug de micelio por gramo de suededo cribado (Figura 2).

Estandar de trufa fresca Control Control
negativo positivo
Agua
esterilizada

Figura 2. Gel de electroforesis con la escala d=eha de trufa en suelo fresco, y los controlesitpass y

negativos.

De esta manera se establecio la relacion entredlmses de Lambda-DNA y de
micelio por unidad de suelo fresco cribado, meddas lecturas de intensidad de
pixeles en un mismo gel (Figura 3). Dicha reladidex

Miligramos de micelio de trufa = 0,02120379¢ LarabbINA®99444324
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Estandar de trufa fresca

Figura 3. Gel de electroforesis con la escala deelia de trufa en suelo fresco, y la escala de ldanb
DNA.

El andlisis de la imagen de los geles de agaroseatied utilizando el programa
Gel Doc 2000-QuantityOne (Bio-Rad Laboratories, ddérs, CA, EEUU).
Utilizando la opcion de contorno del volumen, skesgonaron las bandas obtenidas
en el gel, repitiendo el proceso tres veces paraogeneizar los resultados. Con
esto se obtuvo la intensidad media de los pixetesadia una de las bandas, tanto del
ADN del suelo amplificado, como de las cantidadesocidas de Lambda. La tabla
de datos generada por el programa QuantityOne gertéxal Excel 2004 para el
posterior tratamiento de los datos. Esta metodalag cuantificacion fue descrita
por Raeymaekers, L. (2002) y utilizada por Lacatr@al (2002) y Barbieriet al.
(2002).

Las unidades de Lambda DNA se obtuvieron mediahtguste de una funcion
potencial entre las intensidades de pixeles de oadade las bandas generadas por

las 10 diluciones del Lambda-DNA, y los propios orak conocidos de dicho
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Lambda. Estos ajustes presentaron coeficientesstirndinacion entre el 0,97 y el
0,99 (Figura 4).
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Figura 4. Curva de ajuste entre las intensidadepidel de Lambda-DNA, y las concentraciones del
mismo (ng/ul).

La funcion obtenida en cada gel fue Unica paraacadoceso de PCR,
electroforesis y determinacion de las bandas Te melanosporumen el
transiluminador mediante el programa QuantityOnstaEpermitié la comparacion
entre las abundancias de melanosporummanifestadas en cada banda del gel
procedente de cada uno de los ocho tratamientesvalores de intensidad media de
pixeles obtenidos dependen del tiempo de exposidergel en el transiluminador.
La escala con diluciones DNA-Lambda colocada era gl permiti6 homogeneizar

los valores obtenidos de las muestras en cadaic&petie los tratamientos.
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de los 8 tratamientos de
control herbaceo

Figura 5. Gel de electroforesis donde se puedearghslas bandas resultantes de las muestras tte gue

la escala generada a partir del Lambda-DNA.

Analisis de datos

Los datos se analizaron con el paquete estadiS#® (1999) (SAS Institute,
Cary, NC, EEUU). Los analisis se realizaron conpebceso MIXED para los
analisis de varianza y de modelos mixtos en el dasepeticiones en el tiempo o el
espacio (Littleet al, 1996). EI proceso CORR fue utilizado para estudas

correlaciones de Pearson entre los parametrostadéies

Los incrementos de diametro de las encinas fueranstormados con el
logaritmo en base 10, el porcentaje de recubririderbaceo con el arcoseno de la
raiz cuadrada, y la cantidad de ADN con la potide 0,50, todo ello con el fin de
responder al requerimiento del analisis de la vaaade normalidad de los valores y
homogeneidad de los residuos. El test de ShapitksWi el test de Levene fueron
usados para evaluar la normalidad y la homoceddaticrespectivamente. Las
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medias, los errores estandar y las diferenciag eanedias fueron obtenidos usando
el proceso "Least Squares Means" (SAS, 1999) decgso MIXED, previa
evaluacioén de la bondad de ajuste de las medias.
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RESULTADOS

Efecto de los tratamientos sobre la cubierta herb@a y la mortalidad

Previamente al establecimiento de la plantaciénresdizaron en la parcela
trabajos de limpieza de la cubierta herbacea mealigrases de cultivador,
eliminandola por completo. Estos trabajos previtsctaron al desarrollo de la
cubierta durante el primer ciclo de crecimientdakeencinas. Gradualmente, en las
unidades testigo, la presencia de especies hehaseaumentando hasta superar el
90% de recubrimiento del suelo al final del estudios afios y medio después de
establecer la plantacion. Se realizaron dos obsmmeas anuales del estado de la
cubierta herbacea, excepto en el primer afo, emuel solo se realiz6 una
observacion. El andlisis de la varianza para laiectdb herbacea y el tiempo de
observacion fue significativo en los dos factoesd,como para su interaccion, todos

con una p<0,0001.
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Figura 6. Porcentaje de cubierta herbacea a Imldgglos tres afios y medio del estudio en funciétod
tratamientos realizados. Los valores de las med&an referidos en el eje de ordenadas de la Variab

transformada (izquierda). El eje de ordenadas dkefacha muestra la escala con la variable desoramasda.
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En los dos tratamientos mecanicos, laboreo y eacaranual, asi como en la
cubierta de piedra, el recubrimiento herbaceo éidai misma pauta que en el
testigo, aunque al final del periodo de observaciérsuperaron valores del 50%. Se
debe tener presente que los tratamientos mecas&asalizaron alrededor de dos
meses antes de la toma de datos sobre la cubierb@dea. Esta intensidad de
aplicacion se mantuvo igual a lo largo de los @ées de estudio. La cubierta de
piedra ejercid un buen control del recubrimientobldeeo durante los dos primeros
semestres, presentando niveles parecidos a lasdeatamientos con mallas negras,
pero su eficacia se vio alterada en el tercer semesl final del periodo de estudio
el valor de cubierta herbacea bajo la cubiertaiddrp se situ6 alrededor del 50%,

porcentaje similar al ejercido por los dos tratartoe mecanicos (Figura 6).

Las mallas negras ejercieron un buen control sddreubierta herbacea, de
manera que sus valores en los tres primeros sesseastr superaron el 10%. En el
cuarto semestre se observé un incremento del riecigmto en la malla negra
simple que no se encontrd en la malla negra daéthignal del estudio los valores de

cubierta herbacea en las mallas negras fuerononésral 15%.

El comportamiento de las mallas blancas en el obd# la cubierta herbacea fue
muy dispar. La malla blanca simple favorecié deslderimer semestre la aparicion
de especies herbaceas, con una intensidad que edr@lato, alcanzando valores
superiores al 90% al final del estudio. La evolucilel recubrimiento herbaceo bajo
la malla blanca doble presentd una pauta opueststl de tratamientos, de manera
gue los mayores valores de cobertura se obsenardas tres primeros semestres,
nunca superando el 30%. En el cuarto y quinto seméss valores disminuyeron
hasta ser inferiores al 15%, situandose asi al misivel de eficacia que las mallas

negras.

La mortalidad de plantones fue muy escasa durastérés afios de estudio. En
los dos primeros afios se observaron cuatro plastome todas las hojas secas pero
con el tejido vascular activo, aunque el tercer a@oconstatd la aparicion de
rebrotes desde el cuello de la raiz en tres delssios. Estos tres plantones estaban
sometidos a los tratamientos de escarda manuala mafjra simple y negra doble,
mientras que el plantdbn muerto era uno de losgestiAsi pues, la supervivencia

alcanzo el 99% de las encinas observadas.
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Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento das encinas

Se estudio el crecimiento de las encinas, en t@snile didmetro basal y altura
del tallo, en dos anos de crecimiento mediantedbsgrvaciones realizadas al final
de los afios 2007, 2008 y 2009.

Los tratamientos tuvieron efectos significativodreo el incremento total del
diametro (p<0,0048) y de la altura de las encirmas0(0038) en el periodo de

estudio.

El andlisis afio a afio de los parametros de -creotmiemostro que
independientemente de los tratamientos, las encip@sentaron un mayor
crecimiento en la campafia 2009 que en la 2008, senencontré ningun efecto de

interaccion entre los tratamientos y la campanalervacion.

Tabla 3. Coeficientes de correlacion de Pearsovel(rde significacion) para el ciclo de crecimiemnte
2009 (n=64).

Incremento anual en diametro Incremento anual en altura

basal (mm) (cm)
Intensidad de la cubierta herbacea (%) -0,061 8),63 -0,080 (0,538)
PAR reflejado desde el suelo (%) 0,271 (0,030) 0,066 (0,605)

Las correlaciones de Pearson entre los incrememtoales de crecimiento y la
intensidad de cubierta herbacea no son signifioativExiste una correlacion
significativa del 27% entre el incremento anual da@metro basal y la radiacion

fotosintéticamente activa reflejada por el suelabfa 3).

Tras los dos ciclos de crecimiento, todos los ma&atos, excepto el laboreo
mecanico y la malla negra doble, presentaron difges significativas en el
incremento diametral respecto a las unidades tesbg@ entre estos, los mayores

incrementos se dieron en las mallas blancas y lmmagra simple (Figura 7).
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Figura 7. Incremento en diametro total de las eaxcia lo largo del periodo de estudio en funci6riode
tratamientos realizados. Los valores de las med&an referidos en el eje de ordenadas de la Variab
transformada (izquierda). El eje de ordenadas dkefacha muestra la escala con la variable desoramasda.
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En cuanto al incremento en altura total al final estudio, existen diferencias
significativas respecto al testigo en todos losatraentos excepto en el laboreo
mecanico y la malla negra doble. Ademas, se obsenvinenor crecimiento de las
encinas sometidas al tratamiento de laboreo megaegpecto a las situadas en las
mallas blancas simple y doble, y la malla negrgpteniFigura 8).
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Figura 8. Incremento en altura total de las encimde largo del periodo de estudio en funcién d& lo
tratamientos realizados. Los valores de las mesBtén referidos en el eje de ordenadas.
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Efecto de los tratamientos sobre la radiacion fotastéticamente activa

reflejada desde el suelo

La radiacion fotosintéticamente activa (PAR) reftig por el suelo observada en
diciembre, periodo de baja insolacion, fue muy mifée en funcién del tratamiento
de control de la cubierta herbacea. Las mallascasnsimples y dobles, reflejaron
los maximos valores, seguidas de la cubierta déraig el laboreo mecanico. Los

valores mas bajos se obtuvieron en las mallas sggehtestigo (Figura 9).

50
Porcentaje de radiacién fotosinteticamente activa reflejada desde el suelo

45 1 a

40 1

35 1 b
)
g
[=] 30 1
=
e
2
5 25
e
=
a 20

15 1 C

C
10 1 d
de
e e
5 -
0
Malla blanca  Malla blanca Laboreo Escarda Manual Malla negra Malla negra  Cubierta piedra Testigo
doble simple mecdnico doble simple

Figura 9. Porcentaje de PAR reflejado por el suelfinales de otofio segun el tipo de tratamiento de

control herbaceo aplicado. Los valores de las nseelstan referidos en el eje de ordenadas
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Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento daicelio de Tuber

melanosporum alrededor de los plantones

Los andlisis de varianza para el efecto de losanmantos sobre la cantidad de
micelio deT. melanosporuma 15 y a 30 cm fueron significativos, teniendo en
cuenta que el modelo utilizado contenia el procd3GR-Electroforesis-
Cuantificaciéon como un bloque, y el contenido denkdad de la muestra como una

covariante.

A 15 cm del tronco, la presencia de micelio @e melanosporunfue mas
abundante en el testigo que en las unidades tsatemia mallas negras, simples y
dobles, escarda manual, y malla blanca simple. alanblanca doble, la cubierta de
piedra y el laboreo mecanico permitieron un dedlarrale micelio de T.
melanosporuncomparable a las unidades testigo, y en el cadosddos primero,
superior al resto de tratamientos (Figura 11).

0,64

Micelio de rufa por uniad de suelo [V (mg/g)]
Micelio de rufa por uniad de suelo (mg/g)

Micelio de trufa a 15 cm del tronco Micelio de trufa a 30 cm del tronco

OMalla blanca doble O Malla blanca simple B Laboreo mecénico O Escarda Manual B Malla negra doble B Malla negra simple B Cubierta piedra B Testigo

Figura 11. Micelio deT. melanosporunpor unidad de suelo fresco cribado extraido demasstras de
suelo tomadas a 15 cm y a 30 cm del tronco derlemas. Los valores de las medias estan referidod eje
de ordenadas de la variable transformada (izqujeElaeje de ordenadas de la derecha muestra &daesan la

variable destransformada.

A 30 cm de distancia, el micelio de trufa presama imagen muy diferente que

a 15 cm. En este caso, la malla blanca doble mastaécantidad de micelio superior
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al resto de tratamientos, incluyendo las unidadetgo. No se detectd ningun otro

cambio o tendencia mas entre el resto de trataosenel testigo.

Tabla 4. Coeficientes de correlacion de Pearsove(rde significacion) para la abundancia de micelko

T. melanosporuma 15 cm y 30 cm de distancia del tronco de lasn@so(n=64).

Abundancia df'. Abundancia df.
melanosporuna 15 cm melanosporuna 30 cm
Intensidad de la cubierta herbacea (%) -0,022 9,85 -0,080 (0,527)
PAR reflejado desde el suelo (%) 0,069 (0,588) 0,320 (0,0}
Diametro final de la encina (mm) -0,032 (0,798) 0,286 (0,022)
Altura final de la encina (cm) -0,022 (0,863) 0,304 (0,014)

La radiacién fotosintéticamente activa reflejada pbsuelo esta correlacionada
en un 32% con la abundancia de micelio a 30 cnirdato, asi como el diametro y

la altura final de la encina, en un 28,6% y 30,4%pectivamente (Tabla 4).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que la superiaate los plantones fue del
99%, y que ésta no se vio afectada por los tratamsede control de la capa
herbacea. Varios estudios han sefalado la impoaamhe la competencia de la
cubierta herbacea sobre quercineas y pinaceas gmitoeros ciclos de crecimiento,
especialmente en periodos de sequia y de maximacrad solar (Rey Benayast
al., 2007; Daviset al., 1999). La siega de la vegetacion herbacea yoribseo
artificial de jovenes encinas mejor6 su superviv@nsignificativamente (Rey
Benayaset al,, 2007). La importancia del sombreo en medios @émigos quedo de
manifiesto cuando plantones 8éus sylvestrisse plantaron junto a individuos de
Salvia lavandulifoliaya existentes en el monte, y se compararon copléogados a

campo abierto. El resultado fue muy favorable (foest al., 2002).

El crecimiento de las encinas de este estudio hovesnarcado estrictamente
por la cubierta herbacea, ya que no se observaunagorrelacion destacable entre
los parametros de crecimiento de las encinas yoetemtaje de recubrimiento
herbaceo. El tratamiento con malla blanca simpktad® por ser muy poco efectivo
para el control herbaceo; sin embargo, los mayoresimientos de las encinas se
registraron, entre otros tratamientos, en la mialdaca simple. La relevancia de la
capa herbacea en el establecimiento de los plast@me el monte puede ser
modificada por los periodos de sequia de la pargeda capacidad de retencion de
agua (Rey Benayast al., 2005). Asi por ejemplo, no se detectd ningurctefele la
competencia herbacea sobre la supervivencia ddoples deQ. macrocarpay Q.
ellipsoidalisen parcelas sin carencias importantes de agu& srek (Daviset al.
1999).

Asi pues, mientras en condiciones ambientalesemds el control herbaceo
puede jugar un papel muy relevante para la supemeia y crecimiento de las
encinas, en condiciones mas suaves, esta competenede no ser tan importante.
Las condiciones medioambientales del estudio fueson duda mucho menos
estresantes que las de otros, donde la mortalidddsdplantones fue destacable. La
parcela de estudio disponia de un suelo profundlo,un 3,5% de materia organica,
textura franco-arenosa y sin carencias apreciabesutrientes, junto con una

precipitacion media anual de alrededor de los 76@ @in asi, en nuestro estudio
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los tratamientos de control herbaceo rindieron meg@recimientos de las encinas

gue el testigo, que presenté abundante recubrimiegrtbaceo.

Una caracteristica que se ha apuntado como bewosdigiara la supervivencia de
encinas ha sido la presencia de hongos ectomiamsicen las raices de los
plantones en el momento de su establecimiento mpaao la introduccién de suelo
con inéculo de hongos ectomicorricicos (Dominguéfiétet al., 2006). Este hecho
fue especialmente relevante en areas con ausemghadtas ectomicorricicas en los
afios previos al establecimiento de la plantaciomdranthus y Perry, 1989).
Generalmente, los hongos micorricicos presentaraoo@n beneficiosa en cuanto a
la asimilacién de nutrientes y la absorcion de a@raith y Read, 1997). Nuestro
estudio se realiz6 en una parcela dedicada a cgrealtivos forrajeros durante al
menos 10 afos antes de realizar la plantacion diea@moculada. El porcentaje de
micorrizas deT. melanosporunmtroducido por planta estuvo comprendido entre el
38% y el 67%. Tal como se desprende de los rexdtal@ la abundancia de
melanosporumen el suelo, dicho hongo estuvo presente en ttamsunidades
estudiadas. Por lo tanto, los beneficios sugeridosrca de su presencia en las
encinas podrian ser parcialmente responsables xd&l de la supervivencia y
crecimiento de la plantacion. Ademas, la plantaalénencinas deberia responder
favorablemente en cuanto a la adaptacion al entyanque la parcela esta rodeada

de manera natural por encinas y robles pubescentes.

La cubierta herbacea puede ejercer una fuerte demqia tanto en los plantones
recién establecidos en las reforestaciones, comodasnplantaciones truferas.
Generalmente se atribuye a la cubierta herbacepapél de competir con los
plantones por los recursos deficitarios, principaite la humedad del suelo
(Jiménezet al, 2007). La respuesta de la intensidad de la deghacea a los
tratamientos en este estudio fue muy diferente rsegiltratamiento aplicado.
Ademas, en el caso concreto de la malla blancaedalel observé un cambio sobre
su incidencia en la intensidad de cubierta herb&céa largo del tiempo, ya que
disminuy6 con el paso del tiempo. Este comportatoidne totalmente opuesto al
resto de tratamientos, que siguieron la misma pau@ las unidades testigo,
incrementando la intensidad herbacea con el pdstied®o (Figura 6). Una posible
explicacién para esta observacion podria ser lasgmea de polvo entre las dos

mallas, que debido a la humedad, cre6 una capaapbcluz. De esta forma, con el
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paso del tiempo, la malla blanca doble se hubiemportado de forma mas
parecida a las mallas negras en cuanto a efectbsanemision de luz. Las mallas
blancas no son tan eficaces como las mas oscura$ @mtrol del recubrimiento

herbaceo debido a que permiten mayor transmisioluzieUna sola capa de malla
blanca favorecio la proliferacion de cobertura ldeda durante el primer y segundo

semestre, comparado con el testigo.

La cubierta de piedra favorecio el crecimiento @ éncinas respecto al control,
pero su efecto no fue tan destacado como el denddkss blancas y no se detecto
ninguna mejora respecto al resto de tratamientesheéSsugerido que la colocacion
de piedras alrededor de encinas favorece el ddlead® plantones d®. ilexdebido

a la reduccion de la evaporacion del suelo (Jiménet, 2007).

Existen observaciones contradictorias respectosal de mallas negras y sus
efectos sobre los plantones en campo(Ersuber las mallas negras de polietileno
no ejercieron efectos directos sobre su supervigemicsu diametro basal (Chaar
al., 2008), mientras que eQ. pubescensOstrya carpinifoliay Corylus avellana
inoculados co. uncinatunse observd un aumento de la altura (Zamboeekil.,
2005). En nuestro estudio, las mallas negras ejenciun correcto control de la capa
herbacea. El ligero aumento del porcentaje de rmamignto herbaceo observado en
el quinto semestre se podria atribuir al deteriebmaterial. Esta observaciéon fue
similar para todos los tipos de mallas, y mas gdimxda en las mallas simples.
Esto sugiere que al cabo de tres afios se debemgampen la sustitucion de las
mallas. Aun asi, hay que tener presente la obsémalte la intensidad de cubierta
vegetal de las unidades testigo, donde el increméatintensidad se va sucediendo

semestre tras semestre hasta alcanzar valores@egeal 90% de recubrimiento.

La correlacion significativa entre el porcentajeR¥R reflejado desde el suelo y
el incremento anual del didmetro basal para el2dfi® (Tabla 3), a pesar de no ser
muy relevante (r=0,27; p<0,03), sugiere una nuergpectiva de la importancia que
podria tener la actividad fotosintética de las easien esta fase de crecimiento.
También es de destacar la escasa correlacion eadanéntre la intensidad de la
cubierta herbacea y el crecimiento de las encipas,como ya se apunté mas arriba,

se podria explicar por las favorables condiciomabiantales de nuestra parcela.
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Los tratamientos ejecutados no favorecieron la dancia delr. melanosporum
15 cm del tronco. Ademas, se encuentran resultddsimvorables, especialmente en
las mallas negras, los tratamientos mecéanicos ymédla blanca simple. La
abundancia d&. melanosporunen la malla blanca doble no fue diferente al gesti
pero si superd a estos tratamientos. A 30 cm dattr, anicamente la malla blanca
doble destacé por presentar los valores mas elsvatbb abundancia déd.
melanosporumsuperando a todos los tratamientos, inclusosdigte.

En este estudio no se detecté micelioTdemelanosporunmas alla de los 30
primeros centimetros desde el tronco del arbolgaarse ha encontrado micelio de
este mismo hongo en encinas de 8 afios de edadlbsa&a0 m de distancia (Set
al., 2006), y deT. magnatuma 100 metros del arbol productivo mas préximo
(Zampieriet al., 2010). Guidoet al. (2002) estudio6 la abundancia del basidiomicete
Hebeloma cylindrosporumen suelo, debajo y alrededor de sus cuerpos de
fructificacion, detectando micelio hasta los 50 dm distancia al carpéforo. Este
determin6 que la mayor cantidad de biomasa se é&matnen las proximidades de
los carpéforos, existiendo una correlacion negagine la concentracion de ADN
en suelo y la distancia. Esta pauta puede obsenarsodos los tratamientos de la
parcela de estudio. Por contra, Van der Lireteal. (2009) detecté micelio de
Hydnellum peckiiy Phellodon tomentosubasta 3,30 metros desde la zona de
produccién de esporocarpos, y ademas, encontré muehabia una relacion

cuantitativa entre la distribucién de esporocanptesabundancia de micelio.

Los acolchados pueden afectar a la proporcion deuio y de hongos
ectomicorricicos competidores durante la fase dabécimiento de una plantacion
trufera, pudiendo incluso influir sobre la produntide carpoforos (Zambonebit
al., 2005). Son pocos los estudios en los que seariltratamientos de control
herbaceo y se estudia su efecto sobre el géheber Tratamientos de acolchado
con mallas negras sobfle uncinatumdieron como resultado una menor expansion
del hongo en el suelo, estudiado través del nardermicorrizas, y un crecimiento
de las raices muy elevado, con lo dueuncinatumno podia mantener el mismo
ritmo de crecimiento que el arbol, y los apicesnecalonizados por otros hongos
competidores (Zamboneldit al. 2005). La colonizacion de los nuevos 4pices de la
raices por parte de hongos compatibles con el legégpe todavia no estan en la

poblacion que forman las micorrizas, es posiblecigsa a la disponibilidad de
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in6culo en el suelo (Smith y Read, 1997). De ahé qan el paso del tiempo se
pueda observar un aumento de nuevas especies eotoigicas en las raices de las
plantaciones truferas, que pueden llegar inclusiesplazar a la especie deseada e
inhibir la fructificacién del hongo (De Miguel y 83, 1997; Giraud, 1983), a pesar
de que la introduccion d&. melanosporunpuede ejercer una fuerte competencia
inicial con el resto de hongos presentes en elos(idhpoli et al, 2010). Los
resultados de este estudio podrian sugerir quenkkas negras, que presentaron
resultados desfavorables en cuanto a abundancimicdelio de Tuber, hubieran
ejercido algun efecto que favoreciera a otras espaie hongos. También Etayo y
De Miguel (2001) encontraron mas cantidad de mizasr competidoras en los
arboles con acolchados plasticos, y mayor aparidié. melanosporunen los

tratamientos no cubiertos.

Si se compara la abundancia de micelioTdemelanosporunton el resto de
parametros, se observa que el testigo y la malladal doble rindieron diferentes
resultados en intensidad de cubierta herbaceainteto de las encinas, y PAR. A
priori resulta especialmente complejo establecerpasibles consecuencias de las
acciones de los tratamientos sobre el desarrollohdego productor de la trufa
negra. Las correlaciones entre los parametros wades podrian ayudar a su

interpretacion.

La abundancia d&. melanosporunesta relacionada con el PAR y el desarrollo
de las encinas (Tabla 4). Existe también una cacir@h significativa entre el PAR y
el didmetro de las encinas (Tabla 3), y entre di&imetro y la abundancia de
melanosporuma 30 cm del tronco (Tabla 4). Generalmente en prass deT.
melanosporuntorrectamente colonizados por el hongo, la produmcde trufas esta
relacionada con el desarrollo de los huéspedesw(&taal. 1996), y un mayor
porcentaje de PAR incidente se traduce en crechoserelativos superiores de los
plantones (Cardillo y Bernal, 2006). Esto llevaesmgar en el posible efecto que los
acolchados pudieran ejercer sobre el micelioTdenelanosporuny su expansion
mas alla de las proximidades del tronco, a trav@lsadmento de diametro que

supone una mayor cantidad de PAR, entre otrosresto
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CONCLUSIONES

* De los tratamientos de control herbaceo evaluaogste estudio, todos los
tratamientos a excepciéon de la malla blanca sindeninuyeron el porcentaje de
recubrimiento herbaceo. Las mallas negras y ladalatoble mostraron mayor

eficacia al final del estudio.

» El crecimiento de las encinas fue superior aligesen todos los tratamientos,

excepto en el laboreo mecanico y la malla negraedob

« La supervivencia de las encinas fue muy elevgaday estuvo influenciada por
los tratamientos de control herbaceo.

* Los valores mas altos de PAR se dieron en ldarri@ntos de mallas blancas,

simples y dobles, seguidos por la cubierta de pigdel laboreo mecanico.

e Los tratamientos de malla blanca simple, escandmual y mallas negras
presentaron una disminucién de la abundancial denelanosporunrespecto al
testigo a 15 cm de distancia. A 30 cm la malla tdadoble superd al resto de

tratamientos en cuanto a cantidad de micelio.

* EI PAR podria considerarse uno de los factoresar en cuenta en posteriores
estudios dada la relacion encontrada entre éstereelmiento de las encinas y el

desarrollo dél'. melanosporum

* El método de cuantificacion de ADN empleado e&dweay eficaz para evaluar

el crecimiento de micelio dE. melanosporumalrededor de las plantas huéspedes.
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