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RESUM 
 

El projecte de tesi doctoral s’emmarca en la producció de plantes inoculades amb soques 

seleccionades del fong ectomicorrízic comestible Lactarius deliciosus i en el seguiment de 

la seva persistència un cop establert en camp. S’ha avaluat la capacitat colonitzadora de 

25 soques de L. deliciosus en síntesi en cultiu pur amb Pinus pinaster. Els resultats han 

mostrat que les soques provades presenten diferent potencial colonitzador. La capacitat de 

formació de micorrizes s’ha relacionat de manera negativa amb el temps des de l’aïllament 

del cultiu i, de manera positiva, amb la capacitat de formació de rizomorfs. S’han posat a 

punt diferents tècniques moleculars per a la caracterització específica i intraespecífica de 

L. deliciosus i s’ha comprovat la seva efectivitat en la identificació en camp del fong en les 

fases críptiques de la simbiosi (micorriza i miceli extraradical present en el sòl). 

L’encebador LDITS2R, dissenyat a la regió ITS del rDNA de L. deliciosus, en combinació 

amb l’encebador universal ITS1 ha permès l’amplificació específica d’aquest fong 

mitjançant PCR a partir de DNA extret directament de mostres de camp. L’anàlisi single 

strain conformation polymorphisms (SSCP) dels productes específics amplificats ha 

permès distingir fins a nou patrons diferents entre les 18 soques de L. deliciosus 

analitzades que permeten la identificació intraespecífica de la soca seleccionada introduïda 

en camp. S’ha produït planta micorrizada amb L. deliciosus en hivernacle i s’ha posat a 

punt un sistema de quantificació individualitzada i no destructiva de la colonització radical 

inicial mitjançant l’anàlisi de fotografies digitals. La planta produïda s’ha establert en 

plantacions experimentals i s’ha avaluat la persistència del fong inoculat a diferents temps 

per recompte del percentatge de micorrizes i quantificació del miceli extraradical mitjançant 

PCR en temps real. S’ha conclòs que la persistència de les micorrizes i l’extensió del miceli 

en el sòl es veuen afectades per les condicions de la localitat d’establiment de la plantació i 

per la soca inoculada. En canvi, el nivell inicial de colonització no ha tingut un efecte 

significatiu, en les condicions assajades, en la persistència de L. deliciosus. Per últim, s’ha 

avaluat la persistència de L. deliciosus enfront a dues espècies de Rhizopogon 

potencialment competidores que poden desplaçar el fong introduït. S’ha detectat un efecte 

negatiu de R. roseolus en la persistència de L. deliciosus. Els resultats suggereixen que la 

competència entre aquests dos fongs té lloc a nivell del sistema radical per la colonització 

de les arrels lliures mentre que no s’ha detectat interacció negativa a nivell de miceli 

extraradical. La correlació entre el percentatge de micorrizes i la quantitat de miceli present 

en el sòl ha estat positiva per a les tres espècies estudiades. En conseqüència, la 

quantificació de miceli extraradical pot ser un bon indicador del grau de colonització radical 

de la planta i permetre un seguiment no destructiu del fong en camp.  
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RESUMEN 
 

El proyecto de tesis doctoral se enmarca en la producción de plantas inoculadas con cepas 

seleccionadas del hongo ectomicorrícico comestible Lactarius deliciosus y en el 

seguimiento de su persistencia una vez establecido en campo. Se ha evaluado la 

capacidad colonizadora de 25 cepas de L. deliciosus en síntesis en cultivo puro con Pinus 

pinaster. Los resultados han mostrado que las cepas probadas presentan diferente 

potencial colonizador. La capacidad de formación de micorrizas se ha relacionado de 

manera negativa con el tiempo desde el aislamiento del cultivo y, de manera positiva, con 

la capacidad de formación de rizomorfos. Se han puesto a punto diferentes técnicas 

moleculares para la caracterización específica e intraespecífica de L. deliciosus y se ha 

comprobado su efectividad en la identificación del hongo en campo en las fases crípticas 

de la simbiosis (micorriza y micelio extraradical presente en el suelo). El cebador LDITS2R, 

diseñado en la región ITS del rDNA de L. deliciosus, en combinación con el cebador 

universal ITS1 ha permitido la amplificación específica de este hongo mediante PCR a 

partir de DNA extraído directamente de muestras de campo. El análisis single strain 

conformation polymorphisms (SSCP) de los productos específicos amplificados ha 

permitido distinguir hasta nueve patrones diferentes entre las 18 cepas de L. deliciosus 

analizadas que permiten la identificación intraespecífica de la cepa seleccionada 

introducida en campo. Se ha producido planta micorrizada con L. deliciosus en invernadero 

y se ha puesto a punto un sistema de cuantificación individualizada y no destructiva de la 

colonización radical inicial mediante el análisis de fotografías digitales. La planta producida 

se ha establecido en plantaciones experimentales y se ha evaluado la persistencia del 

hongo inoculado a distintos tiempos mediante el recuento del porcentaje de micorrizas y la 

cuantificación del micelio extraradical mediante PCR en tiempo real. Se ha concluido que 

la persistencia de las micorrizas y la extensión del micelio en el suelo se ven afectadas por 

las condiciones de la localidad de establecimiento de la plantación y por la cepa inoculada. 

En cambio, el nivel inicial de colonización no ha tenido efecto significativo, en las 

condiciones ensayadas, en la persistencia de L. deliciosus. Por último, se ha evaluado la 

persistencia de L. deliciosus frente a dos especies de Rhizopogon potencialmente 

competidoras que pueden desplazar al hongo introducido. Se ha detectado un efecto 

negativo de R. roseolus en la persistencia de L. deliciosus. Los resultados sugieren que la 

competencia entre estos dos hongos tiene lugar a nivel del sistema radical por la 

colonización de raíces libres mientras que no existe interacción negativa a nivel de micelio 

extraradical. La correlación entre el porcentaje de micorrizas y la cantidad de micelio 

presente en el suelo ha sido positiva para las tres especies estudiadas. En consecuencia, 

la cuantificación de micelio extraradical puede ser un buen indicador del grado de 

colonización radical de la planta y permitir un seguimiento no destructivo del hongo en 

campo. 
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ABSTRACT 
 

The main objective of the thesis project is the production of inoculated plants with selected 

strains of the edible ectomycorrhizal fungus Lactarius deliciosus and tracking its 

persistence once established in field plantations. The colonization ability of 25 strains of L. 

deliciosus has been evaluated in pure culture synthesis with Pinus pinaster. The results 

have shown differences in root colonization level of the evaluated strains. The formation of 

mycorrhizas has been negatively related to the age of the fungal culture and positively to 

the formation of rhizomorphs. Different molecular techniques have been optimized for 

specific and intraspecific characterization of L. deliciosus and evaluated for their effectivity 

in field identification of the fungus in the cryptic phases of the symbiosis (mycorrhizas and 

extraradical mycelium present in the soil). The design of the primer named LDITS2R in the 

ITS region of the rDNA of L. deliciosus combined with the universal primer ITS1 has 

allowed specific amplification of this fungus by PCR from DNA extracted from field 

samples. Single strain confromation polymorphisms (SSCP) analysis of the specific 

amplified products has provided nine different patterns among the 18 L. deliciosus 

analyzed strains which allowed for the intraspecific identification of the selected inoculated 

strain. Plants mycorrhizal with L. deliciosus have been produced in the nursery and initial 

radical colonization has been individually quantified in a non-destuctive way by analysis of 

digital photographs. Experimental plantations have been established with the inoculated 

plants. Fungal persistence has been evaluated at different times by determining the 

percentage of mycorrhizas and the production of extraradical soil mycelium by real time 

PCR. The site and the inoculated strain significantly affected the persistence of 

mycorrhizas and the extension of the extraradical soil mycelium whereas no effect of the 

initial colonization level was observed under the experimental conditions tested. Finally, the 

persistence of L. deliciosus against two Rhizopogon species identified as potential 

competitors has been evaluated. The presence of R. roseolus in the field site affected 

negatively the persistence of L. deliciosus. The results obtained suggest that competition 

between these two fungi takes place at the root system level for colonization of the 

available roots. No negative interaction between extraradical mycelia of both species was 

observed. Linear correlations between the percentage of mycorrhizas and soil mycelium 

biomass were significant and positive for the three fungal species studied. Consequently, 

the quantification of extraradical mycelium could be a good indicator of the root colonization 

level of the plant allowing for non-destructive tracking of the fungus in the field. 
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Els fongs comestibles se situen entre els productes forestals no llenyosos de major 

valor econòmic i potencial d’expansió (Arnolds 1995, Boa 2004). La majoria de les 

espècies comestibles més apreciades són produïdes per fongs ectomicorrízics, que 

s’associen simbiòticament a arrels de plantes. Aquests fongs, en comparació amb els 

fongs sapròfits, només representen un 5 % del mercat total però, en canvi, produeixen 

aproximadament la meitat dels beneficis derivats del comerç de bolets (Hall i Wang 

1996, Hall i Wang 2001).  

 

Les micorrizes són associacions simbiòtiques mutualístiques entre determinats fongs 

del sòl i arrels de plantes vasculars en què la planta rep aigua i nutrients minerals i el 

fong compostos orgànics derivats de la fotosíntesi (Brundrett et al. 1996, Harley i Smith 

1983). S’estima que al voltant del 95% de les espècies de plantes vasculars actuals 

pertanyen a famílies que formen micorrizes (Trappe 1977, 1987). Es coneixen almenys 

set tipus d’associacions micorríziques en funció dels organismes implicats i la 

morfologia de l’associació (Harley i Smith 1983). D’aquests tipus, els més importants 

són, d’una banda, les micorrizes arbusculars i, de l’altra, les ectomicorrizes. En les 

primeres, fongs de la divisió glomeromicets (Schübler et al. 2001) formen hifes, 

arbuscles i vesícules dins i entre les cèl·lules corticals de l’arrel en gran part de les 

famílies de plantes vasculars (Brundrett et al. 1996, Harley i Smith 1983). En les 

ectomicorrizes, en canvi, els fongs implicats (ascomicets i especialment basidiomicets) 

formen un embolcall d’hifes al voltant de l’arrel (d’arbres o arbustos) anomenat mantell 

que s’estén cap al seu interior formant un reticle anomenat xarxa de Hartig que ocupa 

els espais intercel·lulars de l’epidermis i el còrtex. És en aquest reticle d’hifes 

intercel·lular on es produeix l’intercanvi d’aigua i nutrients entre els dos organismes 

(Brundrett et al. 1996). A més a més, el mantell també pot emetre hifes o cordons 

miceliars cap al sòl (miceli extraradical) estenent l’àrea d’influència de l’arrel (Agerer 

2006).  

 

La relació de simbiosi entre aquests dos organismes afavoreix l’adquisició d’aigua i 

nutrients per part de la planta i juga un important paper ecològic en els ecosistemes 

forestals (Read i Perez-Moreno 2003, Smith i Read 1997). Aquests fongs, apart de 

proporcionar a la planta nutrients minerals, són també capaços de mobilitzar nitrogen i 

fòsfor d’origen orgànic (Read i Perez-Moreno 2003). Poden, a més a més, aportar a la 

planta beneficis no nutricionals com ara minimitzar l’efecte tòxic de metalls pesats 

(Wilkinson i Dickinson 1995), reduir l’estrès per sequera (Parke et al. 1983), protegir 

les plàntules de la infecció per part de patògens de l’arrel (Chakravarty i Unestam 

1987) o establir connexions entre plantes mitjançant el miceli extraradical permetent la 
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transferència de diferents compostos entre plantes, de la mateixa o diferent espècie 

(Bownlee et al. 1983, Plamboeck et al. 2007, Read et al. 1985, Simard i Durall 2004). 

En conclusió, els fongs ectomicorrízics, per la seva fisiologia i localització, 

constitueixen un element clau en el funcionament i la productivitat dels ecosistemes 

forestals (Smith i Read 1997).  

 

Entre els fongs ectomicorrízics comestibles es troben ascomicets tan apreciats com les 

diferents espècies de tòfones (Tuber spp.) o turmes (gèneres Terfezia, Tirmania i 

Picoa) i basidiomicets com els ceps (Boletus spp.), els rossinyols (Cantharellus 

cibarius Fr.) o els pinetells i rovellons (Lactarius spp.), entre molts d’altres. El gènere 

Lactarius agrupa diferents espècies totes elles formadores d’ectomicorrizes (Hutchison 

1999, Singer 1986). Les espècies d’aquest gènere tenen un paper important en un 

ampli rang d’ecosistemes com a colonitzadors d’arrels de plantes llenyoses en estats 

madurs de la successió vegetal (Hutchison 1999, Trappe 1962). Dins del gènere, el 

grup d’espècies comestibles (en la secció Dapetes) s’associa bàsicament a plantes de 

la família de les pinàcies. Es considera un gènere propi d’estadis avançats en la 

successió perquè generalment s’observen esporocarps en boscos madurs (Hutchison 

1999) però també s’han trobat, de manera regular, fructificacions de L. deliciosus (L.) 

Gray en plantacions de pins joves (Bonet 2001). Per al fong, l’establiment d’aquesta 

simbiosi amb l’arrel de la planta és imprescindible ja que la planta constitueix la seva 

principal font de carboni (generalment és incapaç de degradar compostos com 

cel·lulosa o lignina) (Hutchison 1999). Per tant, la fructificació del fong també depèn de 

l’establiment de l’associació entre els dos organismes. En el cas del gènere Lactarius, 

hi ha poques dades en quant a la capacitat del fong per proporcionar nutrients a la 

planta i sembla que el seu paper a l’hora de protegir-la dels efectes dels metalls pesats 

o de l’estrès hídric és reduït (Hutchison 1999). En canvi, sí que podria jugar un paper 

important en la protecció de l’arrel enfront a patògens del sòl (Hutchison 1999). 

Segons Guerin-Laguette et al. (2000, 2003) sembla que L. deliciosus té un efecte 

beneficiós en el creixement i fisiologia de la planta hoste sota determinades condicions 

experimentals.  

 

En aquest estudi es treballa amb l’espècie L. deliciosus, que es troba associada a 

plantes de la família de les pinàcies (Hutchison 1999). L’interès d’aquesta espècie rau 

en el fet que produeix bolets comestibles molt apreciats, coneguts popularment amb el 

nom de rovellons o pinetells. Als mercats d’arreu de Catalunya, així com en d’altres 

àrees d’Espanya, Europa, Àsia o nord d’Àfrica, anualment es comercialitzen grans 

quantitats de carpòfors tant de L. deliciosus com de l’espècie propera L. sanguifluus 
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(Paulet) Fr. (Boa 2004, Singer 1986) proporcionant una font d’ingressos molt important 

(figura 1). Tot i que els beneficis obtinguts amb aquest recurs estan clarament limitats 

per la seva disponibilitat estacional (Hall i Wang 1998), la producció d’aquests bolets 

representa una activitat econòmica interessant en àrees forestals mediterrànies de 

recursos limitats, que es podria sumar als beneficis obtinguts de l’agricultura o 

silvicultura tradicional en un sistema productiu diversificat.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En les darreres dècades, els beneficis derivats de la comercialització de la fusta han 

disminuït mentre que la demanda de fongs comestibles ha augmentat fent que 

l’explotació d’aquests recursos micològics hagi esdevingut una activitat força 

important. Tot i l’opacitat del comerç de bolets comestibles, l’any 2005 la producció de 

fongs comestibles a Espanya es va valorar en 15 milions d’euros, 13 dels quals 

correspongueren a Catalunya, una de les regions amb més tradició micològica (Anuari 

d’Estadística Forestal, MMA 2005). Aquest valor se situà per sota de la mitjana 

corresponent als darrers 10 anys (28 ± 4 milions €, mitjana ± error estàndard) però, tot 

i així, els beneficis derivats de la producció de fongs comestibles superaren en l’àmbit 

espanyol els d’altres productes forestals com resina, glans, castanyes o pinyons i, 

concretament a Catalunya, també els del suro i els de la llenya utilitzada com a 

combustible (MMA 2005). De fet, els beneficis obtinguts amb el comerç de bolets 

comestibles poden superar els derivats de la producció de fusta en explotacions 

forestals de baixa productivitat (Álvarez et al. 2000, Oria de Rueda 1989). A més a 

més, les dades dels Anuaris d’Estadística Agroalimentària i Forestal (Ministerio de 

Agricultura, Ramadería y Pesca –MAPA 1991-2004- i Ministerio de Medio Ambiente –

MMA 2005-) mostren que, tot i la variabilitat anual, la producció total de bolets a 

Espanya s’ha mantingut més o menys constant en els darrers 15 anys, amb una 

mitjana de 10 ± 2 tones. 

 

Figura 1. Parades ambulants i mercats de venda de rovellons  
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Donat que els fongs simbiòtics depenen de l’arbre per fructificar, el seu cultiu és difícil i 

la via més típica d’obtenció d’aquest recurs és la recol·lecció en camp de fongs 

silvestres (Wang i Hall 2004). Tot i tractar-se de recursos renovables es desconeix 

exactament quin efecte pot tenir una elevada pressió en la recol·lecció de 

determinades espècies fúngiques comestibles. S’ha demostrat que el nombre 

d’exemplars recol·lectats d’algunes espècies clau de bolets comestibles 

ectomicorrízics ha disminuït al llarg del segle passat (Arnolds 1995, Hall et al. 2003, 

Wang i Hall 2004). En aquest sentit, s’ha observat una disminució significativa de la 

producció de tòfones en els darrers 15 anys a Espanya (Anuaris d’Estadística 

Agroalimentària i Forestal, MAPA 1991-2004 i MMA 2005) i, a més llarg termini, en els 

darrers 100 anys a França (Hall et al. 2003).  

 

En d’altres països, l’augment en la recol·lecció de determinats fongs comestibles ha 

dut a una disminució significativa de la producció (Molina et al. 1993). Així, per 

exemple, l’exportació de Tricholoma matsutake (S. Ito et Imai) Singer al Japó ha 

implicat un augment de la recol·lecció d’aquest bolet als Estats Units fent perillar la 

sostenibilitat del procés si no es prenen mesures per controlar la recol·lecció i protegir 

l’hàbitat forestal (Hosford et al. 1997). Pilz i Molina (2002) per la seva banda van 

concloure que la producció d’esporocarps pot disminuir quan s’utilitzen determinats 

sistemes de recol·lecció comercial que afecten les capes superiors del sòl. En canvi, 

Egli et al. (2006) en un estudi a llarg termini dut a terme a Suïssa, van concloure que la 

recol·lecció sistemàtica no redueix ni la producció futura de cossos fructífers ni la 

riquesa natural d’espècies fúngiques, independentment de la tècnica utilitzada. Tot i 

així, els resultats mostraren que el constant trepig del sòl forestal sí que redueix el 

nombre de carpòfors produïts. Es pot concloure per tant que per a una gestió 

adequada dels recursos fúngics cal considerar diferents factors que podrien estar 

relacionats amb aquesta disminució: degradació de l’hàbitat forestal associada a una 

recol·lecció intensiva, pèrdua gradual de determinats recursos fúngics per 

sobreexplotació i efectes que el mode de recol·lecció i les pràctiques forestals puguin 

tenir sobre la futura productivitat (Egli et al. 2006, Hall et al. 2003, Molina et al. 2001, 

Pilz i Molina 2002, Pilz et al. 2006). 

 

Molts dels fongs comestibles que es recol·lecten i que, per tant, poden estar sotmesos 

a sobreexplotació són ectomicorrízics. Per tal d’assegurar la sostenibilitat de la 

recol·lecció de fongs ectomicorrízics amb un elevat valor comercial, actualment es 

treballa en dues línies d’investigació: la primera es basa en l’estudi dels factors que 

controlen la fructificació en condicions naturals i en les seves possibilitats de 
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manipulació mitjançant l’aplicació de determinades pràctiques forestals (Arnolds 1995, 

Egli i Ayer 1997, Olivier et al. 1997, Pilz i Molina 2002, Pilz et al. 2006). La segona se 

centra en posar a punt mètodes de micorrizació controlada, és a dir, de producció en 

viver de planta inoculada amb soques preseleccionades d’un determinat fong 

ectomicorrízic i posterior establiment en plantacions productives (Chevalier i Frochot 

1997, Danell 1997, Hall i Wang 1998, Honrubia et al. 2007, Olivier et al. 1997).  

 

L’establiment de la simbiosi entre el fong i la planta mitjançant el procés de 

micorrizació controlada és el primer pas per al maneig de la producció d’esporocarps 

de fongs ectomicorrízics. S’han desenvolupat diferents tècniques de producció i 

aplicació de l’inòcul fúngic per micorrizar plantes de viver (Brundrett et al. 1996, Marx 

1980, Marx i Kenney 1982). Aquestes inoculacions han anat principalment dirigides a 

millorar la supervivència i creixement de plantes utilitzades en reforestació, aprofitant 

el paper beneficiós de les micorrizes en el desenvolupament de la planta (Castellano 

1996, Castellano i Molina 1989, Garbaye 1991, Kropp i Langlois 1990, Marx i Ruehle 

1989, Trappe 1977). La micorrizació controlada amb fongs comestibles consisteix en 

afavorir un procés natural per tal d’optimitzar i regularitzar la producció d’esporocarps 

del fong introduït, millorant així la rendibilitat de les plantacions forestals de manera 

sostenible.  

 

Tot i les dificultats que comporta, el cultiu d’alguns fongs ectomicorrízics comestibles 

mitjançant la inoculació de plantes en condicions controlades s’ha convertit en una 

alternativa interessant de cara a satisfer la creixent demanda i promoure la 

conservació de les poblacions i ecosistemes naturals (Wang i Hall 2004). La producció 

de plantes inoculades amb Tuber spp. ha rebut una atenció especial degut a l’elevat 

valor econòmic dels seus carpòfors (tòfones). En aquest cas, el procés de micorrizació 

controlada s’ha desenvolupat a escala comercial, determinant quin és el millor procés 

d’inoculació de les plantes i quins són els requeriments edafoclimàtics i silvícoles 

necessaris per assegurar la fructificació del fong (Chevalier i Frochot 1997). També per 

a Terfezia spp. s’han posat a punt sistemes de producció controlada (Honrubia et al. 

2007, Morte et al. 1994). En canvi, altres espècies ectomicorríciques com Amanita 

caesarea (Scop.) Pers., Boletus edulis Bull., Cantharellus cibarius, Lactarius deliciosus 

o L. sanguifluus també d’interès comercial i amb una forta demanda han estat molt 

menys estudiades (Danell 1997, Hall i Wang 1998, Olivier et al. 1997). Tot i així, s’han 

dut a terme intents de producció de plantes micorrizades amb espècies comestibles 

com Lactarius sp., Boletus sp., Cantharellus sp. i Tricholoma sp. amb un èxit variable 

(revisat a Hall et al. 2003). Les dificultats en el maneig de l’inòcul fúngic i en la 
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producció de planta micorrizada en viver han limitat el desenvolupament de les 

inoculacions controlades (Hall et al. 2003, Hutchison 1999).  

 

En el cas de L. deliciosus, Guerin-Laguette et al. (2000) van optimitzar les condicions 

de micorrizació de plantes de Pinus sylvestris L. amb aquest fong i de manera 

ocasional van aconseguir la seva fructificació en plantes de 20 mesos (18 mesos 

després de la inoculació). Parladé et al. (2004b) van avaluar l’eficàcia de diferents 

mètodes d’inoculació de L. deliciosus en plantes de P. pinaster Ait. i P. sylvestris en 

viver. Els millors resultats de micorrizació van ser obtinguts amb inòcul vegetatiu 

(miceliar) produït en una matriu de torba i vermiculita, tècnica que també va ser 

utilitzada a Rincón et al. (1999) per a la producció de micorrizes de L. deliciosus en 

plantes de P. pinea L. D’altra banda, Carrillo et al. (2004) van optimitzar la producció 

en bioreactors de miceli de L. deliciosus en cultiu líquid mitjançant la quantificació del 

contingut d’ergosterol en diferents condicions experimentals. L’establiment de 

plantacions experimentals amb arbres inoculats amb el fong L. deliciosus suposa una 

alternativa prometedora per a l’explotació sostenible de terrenys agrícoles abandonats 

o de baixa productivitat. En aquest sentit, Poitou et al. (1984) van establir plantacions 

amb plàntules de P. pinaster inoculades amb Lactarius spp. Guinberteau et al. (1989) 

van fer el seguiment d’aquestes parcel·les i van observar que hi havia producció 

d’esporocarps després de tres anys en camp. Wang i Hall (2002) van registrar 

l’aparició de carpòfors de L. deliciosus en una plantació de P. radiata D. Don 18 mesos 

després del seu establiment. Un any més tard, la plantació produïa 50 kg 

d’esporocarps per hectàrea (Wang et al. 2003). Apart d’aquestes dues plantacions, no 

hi ha més dades contrastades referents a experiments en camp.  

 

Donat el temps que pot passar des de l’establiment d’una plantació fins a l’obtenció 

d’esporocarps és important poder fer un seguiment periòdic de la persistència a nivell 

vegetatiu del fong introduït, tant en forma d’ectomicorrizes com de miceli extraradical. 

La persistència del fong no podrà assegurar una producció regular d’esporocarps però 

sí que és un factor imprescindible perquè en condicions adequades es pugui donar la 

fructificació. D’entre els nombrosos factors que poden influir en el manteniment de les 

micorrizes en camp, destaquen el nivell inicial de colonització radical i la pressió 

competitiva de la micoflora autòctona (Perrin et al. 1996). Tradicionalment, el 

seguiment de la persistència del fong en camp s’ha dut a terme mitjançant identificació 

morfològica i recompte de les micorrizes presents a l’arrel per diferents mètodes 

(Brundrett et al. 1996, Parladé et al. 1996). Tot i l’important esforç de caracterització 

morfològica i descripció dels diferents tipus de micorrizes (revisat a Agerer 2006, de 
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Roman et al. 2005), sovint els caràcters morfològics de les micorrizes no permeten la 

seva identificació a nivell d’espècie. En aquest sentit, l’aplicació de tècniques 

moleculars basades en la reacció en cadena de la polimerasa (PCR) ha de facilitar la 

caracterització i el seguiment del fong en aquestes fases críptiques de la simbiosi. 

Nombrosos estudis posen de manifest la importància de l’aplicació de tècniques 

moleculars en la identificació de micorrizes (Di Battista et al. 2002, Gardes i Bruns 

1993, Gardes et al. 1991, Henrion et al. 1992, Horton i Bruns 2001, Selosse et al. 

1998, Weber et al. 2002) i l’estudi de les comunitats ectomicorríziques (Anderson i 

Cairney 2004, Martin 2007). La caracterització molecular de les micorrizes presents en 

els diferents horitzons del sòl ha permès per exemple estudis de la distribució espacial 

de fongs ectomicorrízics (Rosling et al. 2003). Un pas encara més important seria la 

identificació i localització del miceli extraradical, que constitueix la fase metabòlicament 

més activa de la micorriza (Smith i Read 1997) i que no es pot distingir 

morfològicament.  

 

La capacitat de cada fong ectomicorrízic per absorbir, transportar i transferir aigua i 

nutrients ve, en gran part, determinada per les característiques del seu miceli 

extraradical, que juga un paper clau tant en l’absorció d’aigua i nutrients com en la 

seva transferència entre plantes (Guidot et al. 2003, Landeweert et al. 2003a, 2003b, 

Simard i Durall 2004, Simard et al. 2002). Malgrat el destacat paper funcional del 

miceli, hi ha molt poques dades sobre la distribució i abundància del miceli en el sòl i 

segueix sent la fase més desconeguda de la simbiosi (Horton i Bruns 2001, Leake et 

al. 2004, Read 1992). Aquest fet s’explica perquè la seva identificació i quantificació ha 

estat més problemàtica que la de les micorrizes (Landeweert et al. 2003a). És 

probable que l’estudi del miceli, respecte al de les micorrizes o esporocarps, 

proporcioni una visió diferent de l’estructura i funció de la comunitat ectomicorrízica 

(Anderson i Cairney 2007, Horton i Bruns 2001). Cal per tant aprofundir en l’estudi del 

miceli en el sòl i augmentar el coneixement relatiu a la seva distribució, dinàmica i 

funcionament en camp (Anderson i Cairney 2007, Cairney 2005).  

 

Els sistemes miceliars de fongs micorrízics o sapròfits són difícils de detectar en el sòl 

mitjançant tècniques observacionals. Leake et al. (2004) han revisat diversos sistemes 

innovadors dissenyats per estudiar l’estructura i funció del miceli micorrízic extraradical 

com ara mètodes bioquímics o basats en marcadors moleculars, tècniques 

d’observació in vitro i en el sòl o compartimentació en sistemes lliures d’arrels. S’han 

dut a terme estimacions de la biomassa miceliar mitjançant la quantificació de 

determinats marcadors bioquímics (ergosterol, fosfolípids -PLFA-). Donat que aquests 
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marcadors no són específics de fongs ectomicorrízics, ha calgut utilitzar sistemes 

lliures d’arrels per tal d’estimar la quantitat de miceli corresponent a fongs sapròfits i 

corregir els resultats totals (Hendricks et al. 2006, Nilsson i Wallander 2003, Wallander 

et al. 2001). Aquest sistema segueix sent el més directe per estimar la biomassa 

miceliar total en camp (Anderson i Cairney 2007) tot i que les mesures puguin 

sobrestimar la quantitat real (Wallander 2006).  

 

Les tècniques d’identificació molecular, en canvi, han permès el desenvolupament 

d’estudis més específics sobre la diversitat fúngica i l’estructura espacial del miceli de 

fongs ectomicorrízics en el sòl (Chen i Cairney 2002, Dickie et al. 2002, Genney et al. 

2006, Koide et al. 2005b, Landeweert et al. 2003a, 2003b, 2005, Smit et al. 2003, Suz 

et al. 2006). Els mètodes moleculars s’han utilitzat també per a la quantificació 

específica de determinats fongs ectomicorrízics en el sòl amb l’objectiu d’avaluar 

l’impacte ecològic i funcional d’una determinada espècie en el seu ambient natural. 

Guidot et al. (2002, 2003) quantificaren el miceli de Hebeloma cylindrosporum 

Romagn. en extractes de DNA obtinguts a partir de sòls forestals mitjançant la tècnica 

PCR competitiva que es basa en incloure una quantitat coneguda d’una seqüència 

competidora que s’amplifica amb els mateixos encebadors que la seqüència diana 

però que difereix d’aquesta en el tamany. La proporció final dels dos tipus de 

productes formats en la reacció permet estimar la quantitat inicial de DNA diana. La 

majoria però d’estudis recents de quantificació de DNA apliquen la tècnica de PCR en 

temps real (real-time PCR) basada en la detecció i quantificació d’un senyal 

fluorescent que incrementa a mesura que augmenta la quantitat de producte de PCR 

generat en la reacció (Heid et al. 1996, Schena et al. 2004, Schild 1996). Aquesta 

tècnica permet detectar i quantificar el miceli i, per tant, pot ser una eina molt important 

de cara a estudis de seguiment espacial i temporal del fong en el sòl. Tot i així, és una 

tècnica d’aparició molt recent que, en l’estudi de miceli extraradical de fongs 

ectomicorrízics, només s’ha aplicat en condicions controlades a Landeweert et al. 

2003a, Schubert et al. 2003 i en treballs derivats d’aquesta tesi (Hortal et al. 2008, 

Parladé et al. 2007). En qualsevol cas, sembla que l’aplicació generalitzada de 

tècniques moleculars en l’estudi del miceli extraradical dependrà en gran part de la 

capacitat d’extracció de DNA fúngic a partir de mostres de diferents tipus de sòl 

(Anderson i Cairney 2004, Schubert et al. 2003). 

 

La producció de planta inoculada amb L. deliciosus està en una fase molt poc 

desenvolupada i, tot i que ja es pot obtenir planta inoculada en condicions controlades 

i, fins i tot en alguns casos, fructificació d’esporocarps, encara és difícilment 
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transferible a escala pràctica. Malgrat això, i a causa de l’augment de la demanda, 

alguns viveristes ofereixen planta inoculada que sovint no ofereix les garanties de 

qualitat morfològica i fisiològica necessàries per a la comercialització de planta 

forestal. La certificació de la planta inoculada hauria de garantir la presència d’un 

determinat nivell de colonització radical per part de la espècie introduïda i, 

preferiblement, l’absència d’altres fongs competidors. Posteriorment, un cop establerta 

a camp, és necessari un seguiment de la persistència del fong per tal de seguir la seva 

evolució en el temps i, eventualment, la seva fructificació. En el marc de la producció 

controlada de L. deliciosus, en aquest treball pretenem seleccionar soques amb 

diferent capacitat colonitzadora, posar a punt tècniques moleculars per a la seva 

caracterització, identificació i quantificació en camp, fer el seguiment del fong en fase 

vegetativa en plantacions establertes amb planta inoculada i avaluar la importància de 

diferents paràmetres en la persistència del fong en camp. S’ha escollit l’espècie Pinus 

pinea com a planta simbiont per la seva adaptabilitat a les àrees en què es pretén 

establir les plantacions i pel valor afegit d’aquest pi en termes d’aprofitament. En 

aquest sentit, els beneficis derivats de la producció de pinyons, fusta, llenya i resina 

complementarien els derivats de la producció de carpòfors de L. deliciosus en 

sistemes de producció integrada. 

 

En concret, els objectius que s’abordaran en els diferents capítols d’aquesta tesi són: 

 

• Establir una col·lecció de soques de Lactarius deliciosus a partir d’esporocarps de 

diferents localitats, espècies associades i anys de recol·lecció (capítol I) 

 

• Determinar la capacitat colonitzadora potencial de diferents soques de L. deliciosus 

amb Pinus pinaster mitjançant síntesi d’ectomicorrizes en cultiu pur (capítol I)   

 

• Avaluar l’efectivitat de tècniques moleculars basades en la PCR i l’anàlisi SSCP del 

DNA en la identificació específica i intraespecífica de L. deliciosus en diferents 

fases de la simbiosi (aïllaments d’esporocarps, micorrizes i miceli extraradical 

present en el sòl, capítol II) 

 

• Inocular planta de P. pinea amb inòcul vegetatiu de diferents soques 

preseleccionades de L. deliciosus. Quantificar el nivell de colonització radical de 

les plantes prèviament al seu trasplantament a camp (capítol III) 
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• Determinar la persistència en camp del fong inoculat mitjançant tècniques 

d’identificació morfològica i molecular a nivell d’ectomicorrizes i de miceli 

extraradical (capítol III) 

 
• Determinar la capacitat competitiva a nivell de micorrizes i de miceli extraradical de 

diferents soques de L. deliciosus enfront a fongs del gènere Rhizopogon en 

diferents condicions experimentals (capítol IV) 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. AVALUACIÓ in vitro DEL POTENCIAL MICORRÍZIC 

DE DIFERENTS SOQUES DE Lactarius deliciosus 
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1.1. HIPÒTESI DE TREBALL 

 

• Diferents soques de L. deliciosus tenen diferent capacitat colonitzadora in vitro. 

 

1.2. OBJECTIUS 

 

• Establir una col·lecció de soques de L. deliciosus a partir d’esporocarps de 

diferents localitats, espècies associades i anys de recol·lecció. 

 

• Determinar la capacitat colonitzadora potencial de diferents soques de L. deliciosus  

amb Pinus pinaster mitjançant síntesi d’ectomicorrizes en cultiu pur.  

 

1.3. INTRODUCCIÓ 

 

L’objectiu d’aquest estudi és determinar la capacitat simbiont in vitro de diferents 

soques de L. deliciosus obtingudes a partir d’esporocarps recollits en diferents 

localitats, anys i associats a diferents espècies de Pinus. Prenent com a hipòtesi que 

diferents soques poden presentar un potencial micorrízic diferent, la informació 

obtinguda en aquest experiment ha de permetre seleccionar aquelles soques 

potencialment capaces de formar un elevat nombre de micorrizes. Tenint en compte 

que la capacitat de colonització d’un fong és un criteri de selecció en els programes 

d’inoculació amb fongs micorrízics (Rincón et al. 1999, Trappe 1977), les soques 

seleccionades a partir d’aquest experiment podran ser posteriorment utilitzades en 

inoculacions controlades i en l’establiment de les plantes inoculades en plantacions 

experimentals. Les hipòtesis que una major capacitat colonitzadora in vitro es traduirà 

en una major capacitat colonitzadora en viver i en una major competitivitat i 

persistència en camp es contrastaran en propers capítols d’aquesta tesi.  

 

Dos aspectes a tenir en compte en la selecció de fongs ectomicorrízics per a 

inoculacions controlades són la seva capacitat de creixement en cultiu pur i la de 

formar micorrizes amb l’espècie arbòria escollida (Marx 1980, Trappe 1977). Existeix 

una gran variabilitat entre diferents espècies fúngiques en quant al creixement en cultiu 

pur (Molina i Palmer 1982). D’altra banda, la capacitat colonitzadora d’un determinat 

fong ectomicorrízic es pot avaluar quantificant, en diferents intervals de temps, el 
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nombre de micorrizes formades pel fong introduït amb una determinada planta hoste 

utilitzant la tècnica de síntesi d’ectomicorrizes en cultiu pur.  

 

La tècnica de síntesi d’ectomicorrizes en cultiu pur fou inicialment desenvolupada per 

Melin (1921, 1922, citats a Molina i Palmer 1982) per tal de demostrar 

experimentalment la capacitat d’alguns aïllaments fúngics de formar ectomicorrizes 

amb determinades plantes. Des de llavors, aquesta tècnica s’ha utilitzat per 

complementar la informació sobre les associacions fong-planta derivada de les 

observacions en camp i per estudiar la fisiologia de la simbiosi micorrízica en 

condicions controlades. En aquest sentit, s’ha utilitzat, per exemple, en estudis sobre 

la captació d’aigua i nutrients per part del fong i la seva translocació a la planta 

(Duddridge et al. 1980, Melin i Nilsson 1950, 1958), la translocació dels productes de 

fotosíntesi de la planta al fong (Melin i Nilsson 1957), la transferència de carbohidrats 

entre plantes a través de les hifes del fong (Reid i Woods 1969), la protecció contra 

organismes patògens de l’arrel (Marx i Davey 1969) o la compatibilitat i especificitat 

entre fong i planta (Duñabeitia et al. 1996, Flores et al. 2005, Molina 1981, Molina i 

Trappe 1982, 1994, Parladé et al. 1996, Pera i Álvarez 1995, Torres i Honrubia 1994).  

 

El sistema desenvolupat per Melin (1921) consistia bàsicament en recipients de sorra 

estèril amb solució nutritiva on s’introduïa un cultiu fúngic i una plàntula produïda en 

condicions axèniques. Hacskaylo (1953) perfeccionà el mètode utilitzant vermiculita 

com a substrat, que presenta una major capacitat d’aireació i de retenció d’aigua que 

la sorra. Posteriorment, Marx i Zak (1965) estabilitzaren el pH del sistema amb 

l’addició de torba. Trappe (1967) utilitzà recipients que mantenien la part aèria de la 

planta en contacte amb l’aire i l’arrel en condicions asèptiques per tal de no limitar la 

disponibilitat de CO2. Piché i Fortin (1982) utilitzaren bosses de plàstic que contenien 

paper assecant (sobre el qual es desenvolupava el sistema radical) i solució nutritiva 

en condicions no axèniques. Duddridge (1986) i Stenström i Unestam (1987) 

introduïren algunes variacions, utilitzant plaques de Petri amb substrat i solució 

nutritiva. Aquests últims mètodes afavoreixen l’intercanvi gasós ja que permeten que la 

part aèria de la planta estigui en contacte amb l’aire però, en canvi, no hi ha cap 

control sobre possibles organismes contaminants. Altres autors han utilitzat 

contenidors de vidre amb medi nutritiu agarificat on creixen fong i planta (Mason 1980). 

Un mètode àmpliament utilitzat per a la síntesi d’ectomicorrizes i que ha donat bons 

resultats és el descrit per Molina (1979). En aquest mètode s’utilitzen tubs de vidre en 

els quals s’afegeix un substrat a base de torba i vermiculita i medi nutritiu líquid. El 

conjunt es tapa amb un vas de vidre i s’autoclava permetent que el líquid sigui absorbit 
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pel substrat, mantenint la seva aireació i afavorint el creixement del fong inoculat. En 

aquests tubs se sembra una plàntula pre-germinada en condicions estèrils i s’inocula 

el cultiu fúngic que es vol provar. Els tubs es mantenen en condicions controlades 

d’il·luminació i temperatura, evitant un escalfament excessiu del sistema radical. El 

sistema de síntesi en cultiu pur utilitzat en aquest treball s’ha basat en el mètode de 

Molina (1979). A l’hora d’extrapolar els resultats obtinguts s’ha de tenir en compte que 

es treballa en condicions artificials i que la prova s’utilitza per avaluar les diferències 

entre soques, descartar les que tenen una escassa capacitat colonitzadora i fer així 

una primera selecció.  

 

Tot i que en aquest treball s’utilitza P. pinea com a espècie vegetal per a les 

inoculacions en viver, l’experiment de síntesi en cultiu pur es durà a terme amb una 

espècie alternativa, P. pinaster. Aquest canvi està motivat per la baixa taxa de 

germinació de les llavors de P. pinea en condicions axèniques, la dificultat 

d’esterilitzar-les en superfície i l’escàs desenvolupament radical de les plàntules en 

condicions de síntesi. En el seu lloc s’ha escollit P. pinaster, una espècie amb una 

àrea de distribució molt semblant a la de P. pinea, de fàcil desinfecció i germinació de 

les llavors, amb un correcte desenvolupament de les plàntules en els tubs de síntesi 

(Pera 1992) i receptiva a un ampli rang de fongs, entre ells diferents espècies de 

Lactarius (Pera i Álvarez 1995). A més a més, Molina et al. (1992) han apuntat que la 

compatibilitat i especificitat dels diferents fongs ectomicorrízics en les espècies de 

Pinus poden ser considerades a nivell genèric.  

 

1.4. MATERIAL I MÈTODES 

 

1.4.1.  Aïllament en cultiu pur de L. deliciosus 

 

Es recolliren esporocarps de L. deliciosus en diferents localitats i s’anotà la data i el 

lloc de recol·lecció així com l’espècie vegetal associada (annex 1, pàgina 174). 

L’aïllament del fong es dugué a terme a partir de teixit de l’esporocarp seguint la 

tècnica descrita per Molina i Palmer (1982) consistent en la neteja superficial del cos 

fructífer i la transferència d’un fragment de teixit intern, no exposat, a medi de cultiu en 

plaques de Petri amb agar nutritiu (figura 1). S’utilitzà el medi semisintètic BAF 

reconegut com el més indicat per al creixement del gènere Lactarius (Oort 1981). Les 

plaques s’incubaren a 25ºC durant 15-30 dies, en funció del creixement de cada soca. 

Els cultius purs aïllats a partir d’aquests esporocarps s’inclogueren a la col·lecció de 
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cultius de fongs ectomicorrízics de l’IRTA. Els números de cultiu assignats i les 

referències d’herbari dels esporocarps corresponents dessecats es mostren a la taula 

de l’annex 1 (pàgina 174). Les soques en col·lecció es mantenen en tubs amb medi 

BAF a 4ºC i els cultius es repiquen cada tres mesos per transferència a medi BAF 

fresc i incubació a 25ºC durant 15 dies.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2. Síntesi de micorrizes en cultiu pur 

 

Per a la inoculació de plàntules de P. pinaster amb diferents soques de L. deliciosus 

en condicions axèniques, s’utilitzaren tubs de síntesi de vidre de 40 mm de diàmetre i 

300 mm d’alçada amb tap de vidre, dissenyats segons Molina (1979). S’emplenaren 

amb 110 cm3 de vermiculita de grau 3 (Asfaltex, Barcelona, Espanya), 10 cm3 de torba 

Floratorf (Floragard, Oldenburg, Alemanya) i 70 ml de medi BAF líquid (modificat amb 

15 g glucosa/l). El conjunt s’autoclavà durant 40 minuts a 120ºC. Les llavors de P. 

pinaster (lot A11300299 Llevant, collita 1999, del Banc de Llavors Forestals de la 

Generalitat Valenciana) es rentaren amb aigua corrent durant 24 hores. Seguidament, 

s’esterilitzaren superficialment submergint-les 45 minuts en H2O2 al 30%, es rentaren 

amb aigua destil·lada estèril i es col·locaren en plaques de Petri amb medi PDA 

Difco™ (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,  NJ, EEUU) on es 

mantingueren entre set i 15 dies a 4ºC. Passat aquest temps, s’incubaren a 25ºC per 

induir-ne la germinació i descartar les llavors contaminades. Les llavors germinades 

amb radícules de 2 a 3 cm es transferiren als tubs en condicions d’esterilitat. 

Posteriorment, s’afegí el fong en el tub en forma de suspensió de miceli que es 

preparà a partir de 100-150 ml d’aigua destil·lada estèril i quatre colònies de 30 dies 

triturades durant 10 segons en un una batedora ‘Waring’ amb contenidor d’acer 

inoxidable prèviament autoclavat. A cada tub s’afegiren, aproximadament, uns 5 ml de 

suspensió equivalents a 30 mg de miceli (pes sec). L’espai entre el tub i el tap se 

segellà amb una tira de Parafilm M® (Alcan Packaging, Neenah, WI, EEUU), que 

permet l’intercanvi gasós però evita l’entrada de contaminants. Els tubs s’incubaren a 

Figura 1. Procés d’aïllament del fong en cultiu pur. Recol·lecció de l’esporocarp (esquerra), 

presa d’un fragment de teixit intern (centre) i transferència a una placa amb medi BAF (dreta).  
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25ºC en una cambra de cultiu amb llum fluorescent a una intensitat de 135 µmol/s/m2 i 

un fotoperíode de 16 hores mantenint la part radical a la foscor tal i com es descriu a 

Parladé et al. (2004b) i es mostra a la figura 2. Es prepararen 18 tubs de síntesi per a 

cadascuna de les 25 soques avaluades (en diferents tandes).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3. Lectura i anàlisi de resultats 

 

Es desmuntaren sis tubs corresponents a cadascuna de les soques en tres temps 

diferents: 30, 45 i 60 dies després de la inoculació (fent un total de 18 tubs per soca). 

Les plàntules es mesuraren en alçada (des de la base de les primeres acícules fins al 

seu extrem superior) i diàmetre (sota la inserció de les primeres acícules). Es rentà 

amb aigua corrent el sistema radical de cada planta i es comptà el nombre total 

d’arrels fines micorrizades amb L. deliciosus. Per a cada soca, es recolliren micorrizes 

i es congelaren a -20ºC per a posteriors anàlisis moleculars. Es prengueren també 

fotografies de les micorrizes amb una càmera digital SONY DKC-CM30 (Sony España, 

Barcelona) acoblada a una lupa Zeiss Stemi 2000-C (Carl Zeiss Inc., EEUU) amb llum 

freda Schott KL 1500. 

 

Les dades obtingudes per al nombre de micorrizes formades s’analitzaren mitjançant 

ANOVA amb soca inoculada (25 nivells) i temps des de la inoculació (3 nivells) com a 

factors. El nombre de micorrizes als 60 dies s’analitzà també mitjançant ANOVA d’un 

factor avaluant els efectes de la presència de rizomorfs en el tub (veure figura 3), de la 

pigmentació de la colònia en placa (taronja, com en el cas de les colònies de la figura 

1, o no) o de l’espècie de Pinus associada al fong quan es recollí en camp (annex 1, 

pàgina 174). Les diferències entre grups s’analitzaren amb el test de Tukey. La 

correlació linear entre el nombre de micorrizes i el temps transcorregut des de 

l’aïllament del cultiu s’analitzà mitjançant el coeficient de correlació de Pearson. Les 

Figura 2. Disposició dels tubs de síntesi a la cambra de cultiu  
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variables es transformaren quan fou necessari. En tots els casos, els resultats es 

consideraren significatius amb un valor de P<0,05. Les anàlisis es dugueren a terme 

amb el programa SAS® Enterprise Guide v 2.0.0.417 (SAS Institute Inc, Cary, NC, 

EEUU). 

 

1.5. RESULTATS 

 

Les plàntules de P. pinaster presentaren, als 30 i 60 dies respectivament, una alçada 

mitjana de 4,32 ± 0,06 cm (mitjana ± error estàndard) i 5,97 ± 0,11 cm i un diàmetre 

mitjà de 1,43 ± 0,02 mm i 1,51 ± 0,02 mm.  

 

L’inòcul miceliar de pràcticament totes les soques permeté la formació de micorrizes 

de L. deliciosus en algun dels tubs. Els tubs amb algun fong contaminant es 

descartaren. A la figura 3 es mostren alguns exemples d’arrels micorrizades amb L. 

deliciosus (vistes a través de la paret del tub) així com miceli i rizomorfs que emanen 

d’aquestes. La figura és una mostra de la variabilitat existent entre soques en quant a 

la coloració i ramificació de les micorrizes i a la presència o no de rizomorfs.  

 

  

 

 

 

 

 

   

  

 

 

 

 

  

 

A la figura 4 es mostren gràficament els resultats per a la mitjana del nombre de 

micorrizes formats per cada soca als 30, 45 i 60 dies de la inoculació dels tubs. Cal 

tenir en compte que en el cas de la soca 178 el darrer recompte es dugué a terme als 

75 dies de la inoculació en comptes de 60.  

Figura 3. Arrels micorrizades amb L. deliciosus vistes a través del vidre del tub de síntesi 

corresponents, d’esquerra a dreta i de dalt a baix, a les soques 178, 330, 337, 347 i 312. A 

baix a la dreta, rizomorfs corresponents a la soca 337. 
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L’ANOVA per al nombre de micorrizes mostrà diferències significatives per al factor 

soca i per al factor temps des de la inoculació, així com interacció entre aquests dos 

factors (taula 1).  

 

Taula 1. Resultats per a l’anàlisi ANOVA de dos factors del nombre total de micorrizes de L. 

deliciosus en les plàntules de P. pinaster  inoculades amb diferents soques (25) d’aquest fong 

als 30, 45 i 60 dies després de la inoculació. Es mostren els valors de P (en negreta quan 

significatius, P<0,05), DF (graus de llibertat). Les dades se sotmeteren a transformació 

logarítmica prèviament a la seva anàlisi. 

 

Factor (font) Valor P 

Soca <0,0001 

Temps en tub <0,0001 

Interacció <0,0001 

 DF 

Model 73 

Error 280 

Total corregit 353 

 

La presència d’interacció ens indica que, tot i que en la majoria de soques el nombre 

de micorrizes augmentà amb el temps, en algunes soques aquesta tendència no se 

Figura 4. Representació gràfica de les mitjanes del nombre de micorrizes format per 

cadascuna de les soques als 30 (color blanc), 45 (groc) i 60 (taronja) dies des de la inoculació 

(valor mitjà de 6 tubs per cada mostreig i soca).  
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segueix. L’existència d’interacció entre factors féu que es dugués a terme una anàlisi 

de cada factor per separat, és a dir, avaluant l’efecte del temps de mostreig en 

cadascuna de les soques i l’efecte de la soca a cada temps de mostreig per separat. El 

factor temps tingué un efecte significatiu en algunes soques mentre que en d’altres no 

(taula 2). La soca inoculada tingué un efecte significatiu en els tres temps de mostreig. 

Les anàlisis a posteriori mostraren que en els tres temps existeixen diferències entre 

soques en el nombre de micorrizes formades. A la taula 3 es mostren els resultats per 

a l’anàlisi als 60 dies, resultats que considerem com a mesura del potencial 

colonitzador de cada soca. 

  
Taula 2. Efecte del factor temps en cada soca. += efecte positiu (augment del nombre de 

micorrizes amb l’augment del temps des de la inoculació), no= sense efecte 

 

Soca Efecte temps 

120 + 

178 + 

217 + 

274 no 

312 + 

313 + 

330 + 

331 no 

332 + 

334 no 

335 no 

336 + 

337 + 

347 + 

352 + 

358 + 

361 + 

362 + 

364 + 

366 + 

378 + 

381 + 

383 + 

892 + 

894 no 
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Taula 3. Diferències entre mitjanes del nombre de micorrizes per al factor soca 60 dies després 

de la inoculació segons el test de Tukey. Diferents lletres indiquen diferències significatives 

entre tractaments (P<0,05) 

 
Soca N Mitjana Tukey 

378 6 501,67  A 

352 4 428,50  AB 

366 5 410,80 AB 

337 4 373,25 AB 

178 6 329,50 ABC 

383 4 319,50 ABC 

358 4 300,75 ABC 

381 4 248,00 ABC 

312 6 229,17 ABC 

332 4 216,00 ABC 

362 6 179,67 ABCD 

330 5 134,00 ABCDE 

361 4 124,25 ABCDE 

347 5 137,00 ABCDE 

313 5 93,60 ABCDE 

217 5 76,60 ABCDE 

364 5 63,80 BCDEF 

892 5 45,20 CDEF 

336 6 54,17 DEFG 

335 4 47,50 EFG 

331 5 20,20 FGH 

120 2 2,00 GH 

334 2 0,00 H 

274 6 0,00 H 

894 5 0,00 H 

 

Les soques s’agruparen en diferents categories en funció dels resultats obtinguts en el 

test de Tukey segons la seva capacitat de formar micorrizes amb P. pinaster 60 dies 

després de la inoculació del fong (taula 4). La classificació de les soques als 30 i 45 

dies no coincidí amb l’obtinguda en el mostreig als 60 dies. Els resultats obtinguts al 

primer mostreig mostraren que les soques més ràpides (les que formen més 

micorrizes als 30 dies) són la 383, 217, 381, 312, 364, 330, 361 i 366 (dades no 

mostrades)  
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Taula 4. Proposta de classificació de les 25 soques avaluades en quatre categories en funció 

de la seva capacitat de colonització de les arrels de P. pinaster 60 dies després de la inoculació 

del fong. 

Categoria Soques 

Colonització alta 378, 352, 366, 337, 178, 383, 358, 381, 312, 332 

Colonització mitjana 362, 330, 361, 347, 313, 217 

Colonització baixa 364, 892, 336, 335, 331,120 

Colonització nul·la 334, 274, 894 

 

Es detectà una correlació negativa entre el nombre de micorrizes als 60 dies i l’edat 

del cultiu (número de mesos en col·lecció) amb R= -0,2725; P= 0,0030 i N= 117. 

Prèviament a l’anàlisi, les dades (nombre de micorrizes i nombre de mesos) se 

sotmeteren a transformació logarítmica.  

 

L’ANOVA del nombre de micorrizes als 60 dies en funció de la presència o no de 

rizomorfs en el tub fou significatiu (P= 0,0005) i el test de Tukey mostrà que el nombre 

de micorrizes era més elevat en els tubs que presentaven rizomorfs que en els que no 

(mitjanes= 241,73 i 122,76, respectivament). En canvi, l’ANOVA del nombre de 

micorrizes als 60 dies en funció de la pigmentació (taronja o no) del cultiu en placa 

corresponent a cada soca no fou significatiu.  

 

L’ANOVA del nombre de micorrizes en funció de l’espècie vegetal associada a cada 

soca (cinc espècies de Pinus diferents) fou no significatiu i no mostrà per tant 

diferències en el potencial de colonització de P. pinaster en funció de l’espècie a què 

hagués estat associada el fong originalment. 

 

1.6. DISCUSSIÓ 

 

Es detectaren diferències significatives entre les diferents soques de L. deliciosus en 

quant a la capacitat de colonització de les arrels de P. pinaster en síntesi en cultiu pur. 

Aquest resultat concorda amb l’obtingut en l’estudi de Pera i Álvarez (1995), en el qual 

s’observaren diferències entre espècies però també dins d’una mateixa espècie, com 

en el cas per exemple de Amanita pantherina (DC.) Krombh., Paxillus involutus 

(Batsch.) Fr., Rhizopogon luteolus Fr. et Nordholm o també L. deliciosus. Els resultats 

obtinguts permeten una selecció de les soques teòricament més agressives de cara a 

les inoculacions controlades en viver. Tot i que cal tenir en compte les limitacions de la 

tècnica, duta a terme en condicions artificials, Massicotte et al. (1994) trobaren una 
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elevada similitud entre els patrons d’especificitat en cultiu pur i en experiments en viver 

per a fongs del gènere Rhizopogon. A més a més, tot i que els resultats negatius no 

són conclusius de què no es pugui establir la simbiosi, sí que suggereixen que la 

relació és improbable (Brundrett et al. 1996, Molina i Palmer 1982). La classificació de 

les soques en funció de la seva agressivitat ens permet, per tant, fer una primera 

selecció de cara als programes d’inoculació. 

 

La correlació negativa entre la capacitat de formar micorrizes i l’edat del cultiu indica 

que com més temps fa que es va aïllar el cultiu menys capacitat colonitzadora té. 

Aquest resultat suggereix una pèrdua de la capacitat de formar micorrizes amb el pas 

del temps, que podria ser resultat del repicat reiteratiu del fong en cultiu pur per al seu 

manteniment en col·lecció, fenomen que ja ha estat descrit per diversos autors (Giltrap 

1981, Laiho 1970, Marx 1980, Marx i Daniel 1976, Thomson et al. 1993). Aquesta 

pèrdua de potencial micorrízic podria ser deguda a modificacions en l’expressió o en 

l’organització dels gens (Battista et al. 1996). Marx (1980) apunta que la pèrdua de la 

capacitat colonitzadora podria explicar-se per canvis en els sistemes enzimàtics 

derivats del creixement vegetatiu continuat en medi sintètic. Alguns estudis (Laiho 

1970, Marx 1980, Thomson et al. 1993) demostren que el potencial micorrízic d’una 

soca es pot recuperar mitjançant el reaïllament del fong a partir de micorrizes 

(inoculant un hoste i reaïllant el fong a partir de teixit colonitzat). En aquest sentit, Marx 

(1980) proposa repetir el reaïllament cada quatre anys per mantenir la capacitat 

colonitzadora de l’aïllat. Thomson et al. (1993) proposen escurçar aquest temps i 

apunten que el manteniment de la capacitat dels fongs ectomicorrízics per expressar 

els gens implicats en la formació i funcionament de les micorrizes podria requerir una 

interacció contínua amb la planta hoste. Tot i així, a Battista et al. (1996) el pas per 

l’hoste i posterior reaïllament no permet recuperar el potencial micorrízic dels fongs 

avaluats. Caldria estudiar si el reaïllament del fong a partir de micorrizes de nova 

formació obtingudes per síntesi en cultiu pur permetria recuperar la capacitat 

colonitzadora de la soca en el cas de L. deliciosus. Una altra possibilitat a tenir en 

compte per minimitzar la pèrdua de potencial micorrízic seria la de mantenir la 

col·lecció de cultius en tubs amb aigua destil·lada estèril en comptes de medi BAF. En 

aquest sentit, Marx i Daniel (1976) demostraren que cultius mantinguts en aigua durant 

tres anys mantenien la seva capacitat colonitzadora. Marx (1980) suggereix que el 

manteniment del fong en un estat fisiològic de dormició reduiria els canvis en els 

sistemes enzimàtics. Apunta però que aquest sistema no funciona en tots els fongs, 

caldria per tant avaluar-ne l’efectivitat per a cultius de L. deliciosus. Apart de les 

diferències en l’edat del cultiu, les diferències en l’espècie vegetal associada no 
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semblen explicar la variabilitat observada en la capacitat colonitzadora de les diferents 

soques, reforçant la teoria de l’especificitat genèrica de L. deliciosus amb les espècies 

del gènere Pinus.  

 

La correlació positiva entre la presència de rizomorfs i la capacitat colonitzadora podria 

explicar-se perquè els rizomorfs actuarien com a estructures exploratòries i ajudarien 

en la colonització secundària de noves arrels (revisat a Agerer 2001). Aquesta 

correlació suggereix que la formació de rizomorfs en una determinada soca podria 

utilitzar-se com a indicatiu de que serà bona colonitzadora. Aquesta característica però 

només es pot observar en els tubs de síntesi i és difícil de relacionar amb cap 

paràmetre del creixement del cultiu en placa, fet que facilitaria la selecció d’aïllats. En 

aquest sentit, la pigmentació taronja de les colònies podria ser un paràmetre més 

interessant però, tot i que a Marx (1980) la pèrdua de pigmentació s’associa al pas del 

temps i a un repicat del cultiu poc freqüent, en aquest cas no sembla estar relacionada 

amb la capacitat de la soca per formar micorrizes. De totes maneres, la formació de 

rizomorfs ocorre també quan el miceli es fa créixer en pots de substrat destinats a la 

producció d’inòcul vegetatiu. En el cas de L. deliciosus, es podria per tant considerar la 

possibilitat de realitzar la selecció de soques en dues fases, una primera en base a la 

formació de rizomorfs en substrat de torba i vermiculita i una segona per recompte de 

micorrizes en síntesi en cultiu pur. 

 

Es detectà també que, en la majoria de soques, el nombre de micorrizes augmenta 

amb el temps des de la inoculació del fong però de manera diferent en funció de cada 

soca. Això fa que la classificació de les soques en funció de la seva capacitat 

colonitzadora canviï a cada temps de mostreig. En aquest sentit, hem observat que en 

el recompte als 30 dies hi havia molts resultats negatius, fet que s’explica tant per la 

lentitud de creixement del miceli de L. deliciosus com pel reduït desenvolupament 

radical de les plàntules de P. pinaster en aquest primer mostreig. En canvi, considerem 

la mesura obtinguda als 60 dies de la inoculació com a indicadora del potencial 

micorrízic de cada soca ja que mantenir els tubs gaire més temps implicaria problemes 

de creixement tant de la planta com del fong, per esgotament de nutrients i per manca 

d’espai físic. El mostreig als 60 dies és considerat per tant en aquest treball com a 

indicador de la capacitat colonitzadora final de la soca però cal no oblidar que els 

mostrejos realitzats als 30 i 45 dies ens aporten informació interessant relativa a la 

velocitat de colonització de cada soca, paràmetre que podria jugar un paper important 

en camp i determinar diferències en la capacitat competitiva de cadascuna d’elles. 

 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. CARACTERITZACIÓ MOLECULAR I IDENTIFICACIÓ 

DE MICORRIZES I MICELI EXTRARADICAL DE 

Lactarius deliciosus 
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2.1. HIPÒTESI DE TREBALL 

 

• Els marcadors moleculars són una eina útil d’identificació específica i 

intraespecífica en fases críptiques del desenvolupament de fongs ectomicorrízics 

(micorriza i miceli extraradical) 

 

2.2. OBJECTIUS 

 

• Avaluar l’efectivitat de tècniques moleculars basades en la PCR i l’anàlisi SSCP del 

DNA en la identificació específica i intraespecífica de L. deliciosus en diferents 

fases de la simbiosi (aïllaments d’esporocarps, micorrizes i miceli extraradical 

present en el sòl) 

 

2.3. INTRODUCCIÓ 

 

El seguiment de la persistència i competitivitat d’un fong introduït en plantació amb 

plàntules prèviament inoculades requereix la seva caracterització a nivell d’espècie i 

de soca (Selosse et al. 1998). Tradicionalment, el seguiment del fong introduït s’ha fet 

per identificació morfològica, a diferents temps, de les micorrizes i els cossos fructífers 

produïts (Le Tacon et al. 1992, Villeneuve et al. 1991). Tot i així, la taxonomia de fongs 

superiors es basa en caràcters de l’esporocarp de manera que les estructures 

vegetatives com les micorrizes són difícils d’identificar (Amicucci et al. 2001, Gardes et 

al. 1991, Horton i Bruns 2001). Tot i els significatius avenços assolits en estudis de 

caracterització morfològica de micorrizes formades per diferents espècies (revisat a 

Agerer 2006, de Román et al. 2005) sovint és difícil fer un seguiment del fong en els 

diferents estadis de desenvolupament de la simbiosi (especialment, micorriza i miceli 

extraradical) i avaluar l’eficàcia de la micorrizació controlada.  

 

Les tècniques moleculars basades en l’amplificació de determinats fragments d’àcid 

desoxiribonucleic (DNA) mitjançant la reacció en cadena de la polimerasa (PCR) 

permeten la identificació d’espècies fúngiques, especialment en casos en què els trets 

morfològics són insuficients (Gardes et al. 1991, Gardes i Bruns 1993, Henrion et al. 

1992, Lanfranco et al. 1998a, Selosse et al. 1998). L’aplicació d’aquesta tècnica per a 

la identificació ha representat l’avenç metodològic més important en l’estudi de les 
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comunitats de fongs ectomicorrízics (Horton i Bruns 2001, Martin 2007). Per tal que la 

PCR sigui útil per identificar espècies fúngiques cal que la regió de DNA que 

s’amplifiqui compleixi una sèrie de requisits: que estigui present en tots els fongs, que 

sigui fàcil d’amplificar a partir de fongs en presència de DNA de la planta 

(especialment en el cas de les ectomicorrizes) i que sigui suficientment variable per 

permetre el disseny d’encebadors (primers) per a diferents categories taxonòmiques 

(família, gènere, espècie) (Bruns i Gardes 1993).  

 

Una regió que satisfà en gran part aquests criteris i que ha estat àmpliament 

analitzada és la dels gens que codifiquen el RNA ribosòmic (rDNA) (Lanfranco et al. 

1998b). En el cas dels fongs, el rDNA s’organitza en unitats que es repeteixen en 

tàndem. Cada unitat conté tres gens rDNA (18S, 5.8S i 28S) separats per dos 

separadors interns (internal transcribed spacers: ITS1 i ITS2). Alhora, cada unitat se 

separa de la següent per uns altres separadors (intergenic spacers: IGS) (Edel 1998), 

que en la majoria dels basidiomicets conté la regió codificadora del gen 5S rDNA 

(figura 1). Els avantatges d’aquesta regió són, d’una banda, que n’hi ha múltiples 

còpies i, de l’altra, que combina regions altament conservades (gens rRNA) en què es 

poden dissenyar els encebadors, amb regions variables no codificadores (separadors) 

que són les que s’amplifiquen i permeten comparar i discriminar fongs a diferents 

nivells taxonòmics (Edel 1998, Gardes i Bruns 1993, Horton i Bruns 2001, Martin i 

Rygiewicz 2005).  

 

 

 

La majoria d’estudis moleculars en ecologia de fongs ectomicorrízics s’han centrat en 

la regió ITS (fragment d’entre 650 i 900 parells de bases -pb- que inclou l’ITS1, el gen 

Figura 1. Esquema de la regió corresponent al rDNA.  
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5.8S rDNA i l’ITS2) (Horton i Bruns 2001, Martin i Rygiewicz 2005). L’elevat nombre de 

còpies presents al mateix genoma i el fet que es puguin dissenyar encebadors en 

regions conservades fan que sigui un fragment fàcil d’amplificar, fins i tot a partir de 

poc material (Bruns i Shefferson 2004). L’interès de la regió ITS també ve reforçat per 

l’elevat i creixent nombre de seqüències corresponents a aquesta regió dipositades a 

la base de dades GenBank de l’NCBI (National Center for Biotechnology Information, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Bruns i Shefferson 2004). S’han dissenyat parelles 

d’encebadors universals per amplificar aquest fragment (ITS1-ITS4) (White et al. 1990) 

així com encebadors específics de fongs i de basidiomicets (ITS1F-ITS4 i ITS1F-

ITS4B, respectivament) (Gardes i Bruns 1993). Els encebadors universals permeten 

amplificar DNA fúngic a partir de micorrizes però existeix la possibilitat d’amplificar 

també DNA de la planta o d’altres fongs associats a la micorriza de manera que, en 

determinats estudis, pot ser útil dissenyar encebadors específics del fong d’interès 

(Gardes et al. 1991). En aquest sentit, més recentment Martin i Rygiewicz (2005) han 

dissenyat encebadors específics pensats per ser utilitzats en la detecció de fongs en 

mostres de camp, especialment en presència de DNA de planta.  

 

L’amplificació per PCR de la regió ITS revela diferències interespecífiques (Bruns et al. 

1991, Gomes et al. 2002, Martin et al. 1998a) però la variabilitat intraespecífica és en 

general baixa (Gardes i Bruns 1993). Tot i que s’han realitzat pocs estudis, sembla que 

la regió IGS podria ser útil per identificar genotips ja que sol ser més variable que la 

ITS (Lanfranco et al. 1998b, Martin et al. 1998a). La identificació i seguiment d’un 

determinat individu és essencial per tal de comprendre la diversitat, estructura i 

dinàmica de les poblacions de fongs ectomicorrízics (Martin et al. 1998b). La detecció i 

caracterització intraespecífica es pot dur a terme mitjançant la seqüenciació dels 

productes amplificats i posterior comparació de les seqüències de nucleòtids per a 

diferents soques. Existeixen però tècniques que permeten detectar variabilitat 

intraespecífica en fongs sense necessitat de seqüenciar. Tècniques com la RAPD 

(random amplification of polymorphic DNA) o l’amplificació de microsatèl·lits 

(seqüències curtes repetitives) poden originar patrons únics per a una determinada 

soca (Edel 1998, Lanfranco et al. 1998a, Perotto et al. 1996). Dos exemples més són 

l’anàlisi SSCP (single strand conformation polymorphisms) i la tècnica microsatellite-

primed PCR.  

 

La tècnica SSCP es basa en el principi que canvis en la composició de nucleòtids d’un 

fragment de DNA poden originar diferències en la conformació espacial de les cadenes 

simples de DNA que provoquen variacions en la mobilitat electroforètica de les 
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cadenes en gels de poliacrilamida (Humphries et al. 1997, Lessa i Applebaum 1993, 

Orita et al. 1989, Savov et al. 1992). Aquest fenomen s’explica perquè la inestabilitat 

de les cadenes simples del DNA fa que s’estableixin aparellaments de bases interns i 

que es formi una estructura espacial única. Així, un sol canvi nucleotídic pot alterar els 

aparellaments interns, modificar l’estructura tridimensional resultant i canviar 

dràsticament la mobilitat de la cadena en el gel. Tot i que la sensibilitat de la tècnica 

disminueix a mesura que augmenta la longitud del fragment analitzat, l’anàlisi SSCP 

ha permès detectar el 99 % de les mutacions puntuals en fragments d’entre 100 i 300 

pb i el 89 % en fragments d’entre 300 i 450 pb (Hayashi 1992, Mohabeer et al. 1991, 

Orita et al. 1989). La seva simplicitat, sensibilitat i rapidesa fan que aquesta tècnica 

sigui una de les més àmpliament utilitzades en la identificació de mutacions puntuals 

(Hayashi 1991, 1992, Orita et al. 1989, Nair et al. 2002). El fet que es pugui per tant 

utilitzar en la identificació intraespecífica fa que pugui ser molt útil en estudis de 

poblacions de fongs ectomicorrízics. Tot i així, apart d’en el treball derivat d’aquesta 

tesi (Hortal et al. 2006) només ha estat utilitzada per Bonello et al. (1998) en estudis 

poblacionals de Suillus pungens Thiers et A. H. Sm. 

 

D’altra banda, la tècnica microsatellite-primed PCR (descrita per Meyer et al. 1993) 

utilitza oligonucleòtids complementaris a microsatèl·lits (seqüències de poques bases 

repetitives i disperses en el genoma eucariota) com a encebadors per amplificar les 

regions situades entre els microsatèl·lits (Martin et al. 1998b). Amb aquesta tècnica es 

generen patrons de múltiples bandes (corresponents a fragments de diferents mides) 

que permeten detectar polimorfismes en l’àmbit interespecífic i intraespecífic (Stenlid 

et al. 1994). Entre diferents encebadors utilitzats, l’oligonucleòtid (GTG)5 ha mostrat un 

elevat polimorfisme en els productes de PCR obtinguts per a diferents espècies de 

fongs simbionts (Amicucci et al. 2001, Martin et al. 1998b). 

 

2.4. MATERIAL I MÈTODES 

 

2.4.1. Obtenció de material fúngic en diferents fases de la simbiosi 

 

Per a la caracterització molecular específica i intraespecífica del fong L. deliciosus es 

treballà amb miceli en cultiu pur, obtingut tal i com s’ha descrit en el capítol 1 per a les 

diferents soques de Lactarius aïllades en col·lecció (annex 1, pàgina 174) així com per 

a altres espècies de fongs ectomicorrízics (Thelephora terrestris Ehrh., 
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Sphaerosporella brunnea (Alb. et Schwein.) Svrcek et Kubicka, Laccaria laccata 

(Scop.) Cooke, Hebeloma crustuliniforme (Bull.) Quél. i Boletus edulis). 

 

Es recolliren micorrizes i sòl rizosfèric (on es pretén detectar el miceli extraradical del 

fong) per tal d’avaluar l’aplicabilitat de les tècniques posades a punt amb miceli en 

cultiu pur per a la identificació específica i intraespecífica del fong en les diferents 

fases de la simbiosi. S’obtingueren arrels de P. pinaster micorrizades amb diferents 

soques de L. deliciosus produïdes per síntesi en cultiu pur tal i com s’ha descrit al 

capítol 1. Es recolliren també micorrizes de L. deliciosus en plantes de P. pinea 

inoculades en viver i trasplantades a camp o a testos per dur a terme els diferents 

experiments que formen part d’aquesta tesi (veure capítol següent per detalls sobre 

aquest procés). D’altra banda, es recollí sòl rizosfèric adherit al sistema radical de 

plantes de dos anys mantingudes en plantació (Cabrils, Barcelona) després de ser 

inoculades en viver amb les soques 312 i 178. El sòl rizosfèric s’obtingué sacsejant 

lleugerament el sistema radical de les plantes un cop arrencades.  

Com a controls negatius es recolliren també arrels no micorríziques i sòl rizosfèric 

adherit a plantes no inoculades. Les mostres recollides (micorrizes i sòl rizosfèric) es 

conservaren en sec a -20ºC fins a la seva anàlisi. 

 

2.4.2. Tècniques moleculars aplicades 

 

2.4.2.1. Extracció de DNA 

 

L’extracció de DNA a partir de miceli en cultiu pur i de micorrizes es dugué a terme 

amb el kit comercial DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanya), seguint el 

protocol establert pel fabricant. Per a l’extracció de DNA a partir de miceli es prengué 

un fragment d’aproximadament 10 mg (pes fresc) del marge de la colònia fúngica 

evitant recollir agar en excés. L’extracció de micorrizes es realitzà a partir d’una punta 

(preferentment ramificada) prèviament submergida 30 segons en H2O2 al 30% i 

rentada a continuació en aigua destil·lada.  

 

L’extracció de DNA a partir de mostres de sòl es realitzà amb el kit comercial 

PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, EEUU) seguint 

el protocol establert pel fabricant. L’extracció es realitzà a partir de 0,25 g de sòl 

prèviament tamisat amb un sedàs de 2 mm de diàmetre de porus per descartar la 

presència d’arrels (amb comprovació sota la lupa binocular en cas de dubte). Es 

dugueren a terme també extraccions de sòl recollit en plantes no inoculades amb 
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miceli afegit de L. deliciosus per utilitzar-les com a controls positius de la presència de 

miceli en el sòl. En aquest cas, als 0,25 g de sòl s’hi afegiren 6 mg de miceli fresc que 

s’obtingué de colònies creixent en un disc de cel·lofana col·locat sobre el medi BAF de 

la placa (porció aproximadament equivalent a la quantitat de miceli utilitzada en les 

extraccions de cultiu pur però sense gens d’agar). 

 

2.4.2.2. Caracterització específica 

 

2.4.2.2.1. Amplificació de la regió ITS del rDNA per PCR 

 

S’amplificà la regió ITS del rDNA dels cultius purs detallats a l’annex 1 (pàgina 174). 

Les reaccions d’amplificació de la regió ITS es prepararen en tubs Eppendorf de 0,2 ml 

cadascun amb la mescla següent: 

 

• 20 µl de la solució Eppendorf® Master Mix 2,5x (Eppendorf AG, Hamburg, 

Alemanya) que conté la Taq DNA polimerasa (0,0625U/µl), 125 mM KCl, 75 

mM Tris-HCl pH 8,3, 3,75 mM MgCl2, 0,25% Nonidet®–P40, 500 µM de 

cada desoxiribonucleòtid trifosfat (dNTP) i estabilitzants.  

• 2 µl de solució 10 µM d’encebadors ITS1 i ITS4 (concentració final=400 nM) 

• 24 µl d’aigua High Performance Liquid Chromatography (HPLC, Scharlau-

Chemie, Barcelona, Espanya) 

• 2 µl de l’extracte de DNA (10-20 ng DNA/µl extracte) 

 

Els encebadors universals ITS1-ITS4 dissenyats per White et al. (1990) permeten 

amplificar la regió ITS de la majoria de fongs. Les seves seqüències nucleotídiques 

són 5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’ per a l’encebador ITS1 i 5’-TCC TCC GCT 

TAT TGA TAT GC-3’ per a l’ITS4. 

 

Les reaccions d’amplificació es dugueren a terme en un termociclador GeneAmp® 

9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Les condicions de la reacció de 

PCR utilitzades foren les següents:  

 

• pas inicial de desnaturalització del DNA de 3 minuts a 95ºC 

• 35 cicles d’amplificació del DNA (40 en el cas dels extractes de sòl) cadascun 

dels quals amb un pas de desnaturalització de 20 segons a 95ºC, un pas 
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d’acoblament d’encebadors de 30 segons a 55ºC i un pas d’extensió de la 

cadena de DNA de 40 segons a 72ºC  

• pas final d’extensió de la cadena de DNA de cinc minuts a 72ºC  

 

Els tubs es mantingueren en fred fins a la lectura de resultats per electroforesi. Els 

productes amplificats se separaren en funció de la seva mida mitjançant electroforesi 

en gels d’agarosa al 2% en tampó TBE 0,5x (TBE 1x=Tris-borat 89 mM, EDTA 2 mM 

pH 8,0). Les electroforesis es realitzaren a un voltatge d’aproximadament 100 V (per a 

gels d’uns 20 cm de longitud) durant 30-40 minuts. El marcador de pes molecular 

utilitzat fou el GeneRuler 100bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Ontario, 

Canadà). Els gels es tenyiren en bromur d’etidi durant 20 minuts (150 µl de bromur 

d’etidi en 300 ml d’aigua destil·lada), posteriorment se submergiren cinc minuts en 

aigua destil·lada per rentar l’excés de bromur i les bandes corresponents als productes 

de PCR es visualitzaren en un transil·luminador UV.  

 

En tots els experiments de PCR s’inclogué un control negatiu (amb tots els reactius i 

sense DNA) per detectar falsos positius i un control positiu (mostra de DNA que sabem 

que s’amplifica) per identificar possibles problemes en la reacció de PCR.  

 

2.4.2.2.2. Seqüenciació i disseny d’encebadors específics 

 

Els productes de PCR obtinguts per als diferents aïllaments en cultiu pur assenyalats 

en l’annex 1 (pàgina 174) es purificaren amb el kit Roche® High Pure PCR Product 

Purification (Roche Applied Science, Mannheim, Alemanya) i se seqüenciaren en els 

dos sentits utilitzant l’aparell 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). Les 

seqüències s’analitzaren utilitzant el programa BioEdit versió 5.0.9 (Hall 1999) i 

s’inclogueren a la base de dades GenBank de l’NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). Les seqüències per a les diferents soques s’alinearen i es 

compararen entre elles, utilitzant el programa BioEdit, amb l’objectiu de detectar 

diferències interespecífiques i intraespecífiques. Es determinaren els percentatges de 

similitud entre seqüències mitjançant matrius d’identitat definides pel mateix programa 

informàtic. 

 

Es clonaren els productes de PCR de la regió ITS de les soques que presentaren 

problemes en la definició de la seqüència consens. Aquests problemes s’atribuïren al 

fet de treballar amb organismes dicariòtics que podrien tenir una seqüència diferent a 

cada nucli de manera que el clonatge hauria de permetre la separació de les dues 
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variants. S’inserí el producte de PCR obtingut amb els encebadors ITS1-ITS4 en un 

plàsmid per un procés de lligació utilitzant el sistema pGEM®-T Easy Vector (Promega 

Corporation, Madison, WI, EEUU) i es clonà mitjançant transformació de cèl·lules 

competents del bacteri Escherichia coli JM109 (Promega Corporation) seguint el 

protocol estàndard (Sambrook et al. 1989). Se seleccionaren 14 clons a l’atzar que 

haguessin incorporat el fragment ITS (per canvis en la coloració de les colònies 

bacterianes) i s’amplificaren per PCR amb els encebadors ITS1-ITS4. Els productes de 

PCR s’analitzaren per SSCP, tal i com es descriu a l’apartat següent, per identificar les 

dues úniques variants possibles (una per a cada nucli) i seqüenciar-les per separat.   

 

A partir de l’anàlisi de polimorfismes en les seqüències alineades de la regió ITS de 

diferents espècies de Lactarius es dissenyà un encebador que s’anomenà LDITS2R i 

que, en combinació amb l’encebador universal ITS1, hauria de permetre amplificar 

únicament l’espècie L. deliciosus. Per al disseny de l’encebador específic s’utilitzà el 

programa Primer ExpressTM 2.0 (Applied Biosystems).  

 

2.4.2.2.3. PCR específica 

 

Les reaccions de PCR amb la parella d’encebadors ITS1-LDITS2R i la visualització 

dels productes formats es dugueren a terme en les mateixes condicions que en el cas 

de la reacció universal. L’única diferència fou que la temperatura per a la fase 

d’acoblament es fixà a 62ºC en comptes de 55ºC (temperatura utilitzada habitualment 

per als encebadors universals) per augmentar-ne l’especificitat.  

 

L’especificitat de la parella ITS1-LDITS2R s’avaluà mitjançant PCR d’extractes de DNA 

obtinguts a partir de miceli en cultiu pur de diferents espècies de Lactarius i altres 

fongs ectomicorrízics comuns en el sòl. Per descartar resultats negatius deguts a 

problemes en l’extracció, les mostres s’amplificaren també per PCR amb els 

encebadors universals (ITS1-ITS4) i la formació de producte s’utilitzà com a control 

positiu. S’avaluà també l’aplicabilitat de la PCR amb els encebadors ITS1-LDITS2R 

per a la identificació específica del fong L. deliciosus a partir de mostres de micorrizes 

o sòl rizosfèric. 

 

2.4.2.3. Caracterització intraespecífica 

 

2.4.2.3.1. Anàlisi SSCP de la regió ITS 
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La tècnica SSCP s’utilitzà per analitzar els productes de PCR específics obtinguts a 

partir d’extraccions de miceli de 18 soques de L. deliciosus, així com de micorrizes i sòl 

rizosfèric obtinguts tal i com s’ha descrit a l’apartat 1. Es compararen els patrons de 

SSCP obtinguts per a cada soca a partir dels diferents tipus d’extraccions.  

 

Per a l’anàlisi SSCP, es desnaturalitzaren 2 µl de cada producte de PCR en 8 µl de 

solució de formamida (950 µl/ml formamida, 25 mM EDTA i blau de bromofenol) durant 

cinc minuts a 95ºC i seguidament el producte desnaturalitzat es refredà durant cinc 

minuts en gel. Les mostres es resolgueren en gels de poliacrilamida al 10% mitjançant 

electroforesi amb TBE 1x a 250 V durant 2 hores i 30 minuts i a 4ºC. Els gels es 

tenyiren en nitrat de plata, es revelaren en solució de Na2CO3 3% i formaldehid 

(Beidler et al. 1982) i les bandes es visualitzaren amb un transil·luminador. 

 

Cada gel es preparà a partir de la mescla següent: 

 

• 1,8 ml TBE5x 

• 3 ml acrilamida: bisacrilamida 30:0,75 

• 3,1 ml H2O MiQ 

• 1 ml TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) al 1% 

• 100 µl de persulfat amònic 10 % 

 

2.4.2.3.2. Microsatellite-primed PCR 

 

La tècnica microsatellite-primed PCR amb l’encebador (GTG)5 s’utilitzà per 

caracteritzar diferents soques de Lactarius spp. a partir d’extraccions de miceli en 

cultiu pur així com extraccions d’arrel i micorrizes de L. deliciosus.  

La reacció es dugué a terme en tubs de 0,2 ml amb la mescla següent: 

 

• 20 µl de la solució Eppendorf® Master Mix 2,5x (Eppendorf AG) 

• 4 µl de solució stock 10 µM de l’encebador (GTG)5  (concentració final=800nM) 

• 24 µl d’aigua HPLC (Scharlau-Chemie) 

• 2 µl d’extracte de DNA (10-20 ng DNA/µl extracte) 

 

Les condicions de PCR foren les mateixes que amb els encebadors ITS1-ITS4 i la 

reacció es realitzà també en  un termociclador GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems).  
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Les mostres es resolgueren en gels d’agarosa al 2% amb TBE 0,5x mitjançant 

electroforesi a 120 V durant 2 hores i 30 minuts i es visualitzaren tal i com ja s’ha 

descrit.   

 

2.5. RESULTATS 

 

2.5.1. Caracterització específica 

 

2.5.1.1. Seqüenciació i disseny d’encebadors específics 

 

Se seqüenciaren en els dos sentits els productes de PCR obtinguts amb els 

encebadors ITS1-ITS4, corresponents a la regió que comprèn l’ITS1, el gen 5,8S i 

l’ITS2, de les soques de Lactarius spp. de l’annex 1 (pàgina 174). En alguns casos no 

fou possible obtenir una seqüència neta. Per a la resta es definí la seqüència consens 

(comparant les seqüències en els dos sentits) utilitzant el programa BioEdit i s’introduí 

a la base de dades GenBank amb els codis que figuren a l’annex 1 (pàgina 174). Per a 

les soques 274, 352, 355, 358, 381, 382 i 385 s’observà superposició de senyals a 

partir d’una determinada base provocant l’aparició de nombroses indeterminacions en 

els cromatogrames. S’escollí la soca 274 com a exemple i es clonà el producte de 

PCR corresponent. El clonatge i posterior anàlisi SSCP dels diferents clons obtinguts 

per aquesta soca permeté distingir dos patrons de SSCP diferents corresponents a 

dues seqüències diferents per al mateix producte, que s’anomenaren 274a i 274b. Se 

seqüenciaren clons de cada tipus i es detectà l’existència de dues mutacions de tipus 

indel (inserció-deleció) d’una base “T” a les posicions 16 i 187 (en la seqüència 

publicada al GenBank). La resta de seqüències consens per a soques 

heterozigòtiques mostraren canvis nucleotídics puntuals (canvis de base o insercions) 

localitzats a les regions ITS1 i ITS2, clarament identificables en el cromatograma i 

indicats com a indeterminacions en l’alineament de seqüències de l’annex 2 

(identificades com a Y, R, S, K o W segons els codis d’indeterminacions definits a 

l’annex, pàgina 176).  

 

L’alineament i comparació de seqüències de la regió ITS del rDNA definides per a les 

diverses soques de Lactarius spp. mostrà diferències de composició de bases entre 

espècies, consistents bàsicament en canvis, insercions i delecions d’uns quants 

nucleòtids i localitzades a les regions ITS1 i ITS2 (annex 2, pàgina 176). El 

percentatge de similitud entre soques de L. deliciosus per a la regió analitzada se situà 
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entre el 99 i el 100 %, amb canvis nucleotídics puntuals en les regions ITS1 i ITS2. Els 

percentatges de similitud entre seqüències de la regió ITS de soques de L. deliciosus i 

soques d’altres espècies de Lactarius spp. foren d’un 92% entre L. deliciosus i L 

sanguifluus o L. semisanguifluus R. Heim et Leclair, i per sota del 90 % per a la resta 

d’espècies de Lactarius analitzades. Es detectà una deleció de 11-12 nucleòtids a la 

regió ITS1 i una inserció d’entre 8-11 nucleòtids rics en CT a la regió ITS2 en les 

seqüències de L. sanguifluus respecte a les de L. deliciosus. La variabilitat entre 

espècies de Lactarius en aquesta àrea de la ITS2 permeté dissenyar un encebador 

anomenat LDITS2R que, en combinació amb l’encebador ITS1, hauria de permetre 

l’amplificació específica de L. deliciosus. La seqüència de nucleòtids de l’encebador 

dissenyat és 5’-AGA GGA GCT GGG TCT AAG-3’. Es dugué a terme una cerca de 

seqüències curtes idèntiques al encebador específic en la base de dades del GenBank 

i es comprovà que només coincidia al 100 % amb seqüències corresponents a L. 

deliciosus. 

 

2.5.1.2. PCR específica 

 

La PCR amb l’encebador universal ITS1 i l’encebador específic dissenyat per a L. 

deliciosus LDITS2R permeté obtenir un producte de PCR de la mida esperada (uns 

510 pb) per a tots els extractes de les soques corresponents a L. deliciosus. En canvi, 

no hi hagué amplificació per als extractes d’altres espècies de Lactarius, d’altres fongs 

ectomicorrízics comuns (T. terrestris, S. brunnea, La. laccata, H. crustuliniforme i B. 

edulis) o d’arrels (figura 2). En la PCR amb els encebadors universals ITS1-ITS4 

(control positiu) s’obtingué un producte de PCR de la longitud esperada (entre 600 i 

700 pb) per a tots els extractes fúngics i d’arrels (figura 3). Es confirmà d’aquesta 

manera que l’ús de l’encebador dissenyat (LDITS2R) en combinació amb l’encebador 

universal ITS1 permet detectar específicament miceli de L. deliciosus. La seva 

especificitat es confirmà per a tots els cultius de Lactarius que s’enumeren a l’annex 1 

(pàgina 174), tot i que només es mostren els gels per a alguns d’ells. 

 

La PCR amb els encebadors específics (ITS1-LDITS2R) permeté obtenir un producte 

de PCR de la mida esperada a partir d’extractes de micorrizes de diferents soques de 

L. deliciosus en associació amb diferents espècies de Pinus així com d’extractes de sòl 

rizosfèric de plantes inoculades establertes en camp durant dos anys (que en el 

moment del mostreig de sòl presentaven un percentatge de micorrizes entre el 25 i el 

60 %) (figura 4). Es pogué per tant detectar específicament el fong present a la 

micorriza i en la rizosfera de plantes micorrizades en forma de miceli extraradical. 
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Figura 3. Productes de PCR obtinguts amb els encebadors ITS1-ITS4 (universals per a 

fongs) per a cultius purs de diferents fongs (els mateixos que a la figura 2). Els números 

corresponen als cultius de Lactarius spp. enumerats a l’annex 1 (pàgina 174), en vermell els 

corresponents a L. deliciosus. Abreviatures com en la figura anterior. Marcador (M)= 

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder 
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Figura 2. Productes de PCR específics obtinguts amb els encebadors ITS1-LDITS2R 

(específics per a L. deliciosus) per a cultius purs de diferents fongs. Els números corresponen 

als cultius de Lactarius spp. enumerats a l’annex 1 (pàgina 174), en vermell els corresponents 

a L. deliciosus. Thel =Thelephora terrestris, Sph = Sphaerosporella brunnea, Lacc = Laccaria 

laccata, Heb = Hebeloma crustuliniforme, Bol = Boletus edulis, pinea = Pinus pinea, pinas = 

Pinus pinaster, Bpcr = control negatiu de PCR. Marcador (M)=GeneRuler™ 100bp DNA 

Ladder (10 bandes de 1000 a 100 pb separades per 100 pb l’una de l’altra). En el primer gel, 

a l’esquerra del patró de bandes del marcador s’indica la mida de la primera i l’última banda, 

1000 i 100 pb respectivament 
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2.5.2. Caracterització intraespecífica 

 

 

2.5.2.1. Anàlisi SSCP de la regió ITS 

 

Tot i que les diferències nucleotídiques entre les diferents soques de L. deliciosus per 

al fragment de DNA analitzat són mínimes, l’anàlisi SSCP dels productes de PCR 

específics obtinguts per a 18 soques de L. deliciosus en cultiu pur originà patrons de 

SSCP d’entre dues i quatre bandes amb clars polimorfismes (figura 5). L’agrupament 

de patrons de bandes similars permeté diferenciar fins a nou grups entre les 18 soques 

de L. deliciosus: I) 312, 274 i 334; II) 178; III) 313, 330 i 336; IV) 120 i 331; V) 332; VI) 

217; VII) 894, 892 i 337; VIII)  335 i IX) 34AYA, 49AYA i 61AYA.  

Figura 4. Productes de PCR específics obtinguts amb els encebadors ITS1-LDITS2R en 

diferents estadis de la simbiosi: mostres de micorrizes al gel de l’esquerra (número de soca + 

espècie vegetal) i mostres de sòl rizosfèric al gel de la dreta (Rizosf seguit del número de 

soca inoculada). Els controls positius foren cultius purs (número de soca) i mostres de sòl 

amb miceli afegit (sòl + número de soca). Com a control negatiu s’utilitzà sòl rizosfèric de 

plantes no inoculades (sòl). pinea = P. pinea, pinas = P. pinaster, canar = P. canariensis, 

Bpcr=control negatiu de PCR. Marcador (M)= GeneRuler™ 100bp DNA Ladder 
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Els patrons idèntics agruparen soques amb la mateixa seqüència per al fragment 

analitzat (grup III) o soques que diferien en un nucleòtid (grups IV, VIII i IX) o més 

(grup I). Els patrons diferents mostraren almenys un canvi nucleotídic. L’alineament de 

les seqüències de les 18 soques per al fragment analitzat permeté identificar fins a vuit 

canvis nucleotídics (single-nucleotide polymorphisms o SNPs). La comparació de 

seqüències per als parells de soques amb només un canvi nucleotídic i amb diferent 

patró SSCP permeté detectar quatre posicions relacionades amb els canvis 

conformacionals (taula 1). 
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Figura 5. Polimorfismes SSCP per als productes de PCR específics obtinguts amb els 

encebadors ITS1-LDITS2R a partir de cultius purs de diferents soques de L. deliciosus. 

Els números corresponen als cultius que s’enumeren a l’annex 1 (pàgina 174). Els 

números romans indiquen la classificació en grups en funció del patró de bandes (veure 

text).  
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Taula 1. Polimorfismes d’un sol nucleòtid (SNPs) que generen diferències en els patrons SSCP 

del fragment ITS amplificat amb els encebadors ITS1-LDITS2R per a 18 soques de L. 

deliciosus.  

 

 

Soques 
comparades 

Posició en el 
fragment (1) 

Tipus de SNP 
Nucleòtids 
implicats (2) 

Nombre de 
bandes 

120/894 
120/49 
120/61 
894/49 
894/61 
894/331 
331/49 
331/61 

 
336/120 
336/331 
120/330 
120/313 
313/331 
331/330 

 
336/217 
313/217 
217/330 

 
120/178 
331/178 

46 
46 
46 
46 
46 
46 
46 
46 

 
92 
92 
92 
92 
92 
92 

 
107 
107 
107 

 
217 
217 

Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 

 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 

 
Canvi de base 
Canvi de base 
Canvi de base 

 
Inserció 
Inserció 

Y/T 
Y/C 
Y/C 
T/C 
T/C 
T/Y 
Y/C 
Y/C 

 
Y/C 
Y/C 
C/Y 
C/Y 
Y/C 
C/Y 

 
G/R 
G/R 
R/G 

 
-/T 
-/T 

3/2 
3/2 
3/2 
2/2 
2/2 
2/3 
3/2 
3/2 

 
3/3 
3/3 
3/3 
3/3 
3/3 
3/3 

 
3/3 
3/3 
3/3 

 
3/4 
3/4 

 

(1): en el fragment amplificat de 510 pb, 30 bases menys que en les seqüències publicades 

al GenBank (annex 2, pàgina 176) 

(2): Y= C/T; R= G/C 

 

 

L’anàlisi SSCP dels productes específics obtinguts a partir de micorrizes de L. 

deliciosus mostrà patrons idèntics als corresponents cultius purs, independentment de 

l’espècie vegetal associada (figura 6). De la mateixa manera, els productes específics 

obtinguts a partir del miceli extraradical present en el sòl rizosfèric de plantes 

micorrizades mostraren un patró idèntic al del cultiu pur amb el qual es dugueren a 

terme les inoculacions (figura 7).   
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Figura 6. Polimorfismes SSCP per als productes de PCR específics obtinguts amb els 

encebadors ITS1-LDITS2R a partir de cultius purs de diferents soques de L. deliciosus i 

les seves corresponents micorrizes (número de soca +  espècie vegetal). Els números 

corresponen als cultius que s’enumeren a l’annex 1 (pàgina 174). pinea = P. pinea, 

pinas= P. pinaster, canar = P. canariensis 
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Figura 7. Polimorfismes SSCP per als productes de PCR específics obtinguts amb els 

encebadors ITS1-LDITS2R a partir de diferents tipus de mostra: miceli en cultiu pur 

(número de soca), micorrizes (número de soca + espècie vegetal), sòl amb miceli afegit 

(sòl + número de soca) i sòl rizosfèric (Rizosf seguit del número de soca amb què 

s’inoculà la planta corresponent). Els números corresponen als cultius que s’enumeren a 

l’annex 1 (pàgina 174). pinea = P. pinea, pinas= P. pinaster, canar = P. canariensis 
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2.5.2.2. Microsatellite-primed PCR 

 

El microsatèl·lit (GTG)5 utilitzat com a encebador originà un nombre variable de 

productes de PCR de longitud entre 400 i 1200 pb (figura 8). Els patrons obtinguts 

revelaren un elevat polimorfisme entre soques en les seqüències situades entre 

microsatèl·lits. S’observaren patrons similars però no idèntics entre cultius purs i les 

seves respectives micorrizes. Es detectà amplificació del DNA de la planta en les 

mostres corresponents a arrels de Pinus spp. no colonitzades.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Polimorfismes en els productes de PCR obtinguts per amplificació del DNA genòmic 

amb l’encebador (GTG)5 a partir de diferents mostres: cultius purs de Lactarius spp., 

micorrizes (número de soca + espècie vegetal) i arrels de Pinus spp. Els números 

corresponen als cultius de Lactarius spp. enumerats a l’annex 1 (pàgina 174), en vermell els 

corresponents a aïllaments de L. deliciosus. pinea = P. pinea, pinas = P. pinaster, 

Bpcr=control negatiu de PCR. Marcador (M)= GeneRuler™ 100bp DNA Ladder 
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2.6. DISCUSSIÓ 

 

La comparació de les seqüències ITS del rDNA obtingudes per a les diferents soques de 

Lactarius confirmà la baixa variabilitat intraespecífica d’aquesta regió, descrita ja per a 

fongs micorrízics (Gardes i Bruns 1991, Gardes et al. 1991), fongs patògens (Anderson i 

Stasovski 1992, Chen et al. 1992, Lee i Taylor 1992) i plantes (Baldwin 1992, Baldwin et 

al. 1995). Els alineaments interespecífics permeteren dissenyar un encebador (LDITS2R) 

que, en combinació amb l’universal ITS1, permet la identificació específica per PCR de L. 

deliciosus en diferents estadis de la simbiosi (miceli aïllat d’esporocarp, micorrizes i miceli 

extraradical present en el sòl). Així, tot i la presència de DNA de la planta o d’altres 

organismes en les extraccions de DNA total, s’han pogut identificar les estructures 

simbiòtiques i vegetatives del fong, que morfològicament no es poden distingir a nivell 

d’espècie (Amicucci et al. 2001, Horton i Bruns 2001).  

 

La identificació del simbiont fúngic en la majoria d’estudis recents sobre comunitats 

ectomicorríziques s’ha basat en tècniques d’anàlisi del DNA (Leake et al. 2004, Martin 

2007, Rosling et al. 2003), generalment consistents en extracció del DNA total, 

amplificació de la regió ITS i anàlisi RFLP (restriction fragment length polymorphism) o 

seqüenciació, tant a partir de micorrizes (Guerin-Laguette et al. 2003, Murat et al. 2005, 

Rosling et al. 2003) com de miceli en el sòl (Chen i Cairney 2002, Landeweert et al. 

2003a, 2003b, Wallander et al. 2003). La detecció del fong en el sòl suposa un avenç 

metodològic important ja que la PCR a partir de mostres de sòl és una tècnica que no 

s’ha pogut aplicar extensivament a causa de la presència d’inhibidors d’aquesta 

reacció en les extraccions (Vázquez-Marrufo et al. 2002, Volossiouk et al. 1995, 

Yeates et al. 1998).  

 

L’aplicació de tècniques moleculars en l’avaluació de la persistència en camp d’una 

determinada espècie o soca fúngica ha estat útil en programes de micorrizació 

controlada, especialment per a aquelles espècies obtingudes després d’un procés de 

selecció i establertes en experiments de camp a llarg termini. Selosse et al. (1998, 1999, 

2001) seguiren la persistència en camp d’espècies i genets (individus genèticament 

idèntics) de Laccaria (L. bicolor (Maire) P.D. Orton i L. laccata) mitjançant anàlisi del 

rDNA i RAPD (random amplification of polymorphic DNA) fins a 10 anys després de 

l’establiment de les plantes inoculades. A més a més, també s’han dissenyat encebadors 

específics per a l’amplificació selectiva d’espècies fúngiques econòmicament valuoses 
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com B. edulis (Leonardi et al. 2005) o Tuber spp. (Amicucci et al. 1998, Mabru et al. 2001, 

2004, Mello et al. 1999, Séjalon Delmas et al. 2000).  

 

L’anàlisi dels productes de la regió ITS de L. deliciosus obtinguts per PCR específica amb 

els encebadors ITS1-LDITS2R permeté distingir fins a nou patrons SSCP diferents entre 

les 18 soques avaluades. Tenint en compte que les bandes corresponen a cadenes 

desnaturalitzades de DNA i que L. deliciosus és un organisme dicariòtic, els patrons de 

dues bandes correspondrien a individus homozigòtics en aquesta regió mentre que els 

de tres i quatre bandes pertanyen a individus heterozigòtics (Bonello et al. 1998, 

Humphries et al. 1997). En una seqüència heterozigòtica, un canvi nucleotídic pot 

afectar la conformació espacial de les cadenes simples en els dos sentits (5’-3’ i 3’-5’) 

obtenint així un patró de quatre bandes o només en un dels sentits generant un patró 

de tres bandes (Amersham Biosciences 2005). Els patrons de dues bandes 

corresponen a seqüències homozigòtiques en aquesta regió o a canvis nucleotídics 

que no impliquen una variació en la conformació de les cadenes. En aquest sentit, 

Rubio et al. (1996) indiquen que les divergències en la seqüència de nucleòtids no 

sempre estan correlacionades amb les diferències en la mobilitat electroforètica de les 

cadenes de DNA.  

 

Tot i que no és possible predir a priori quins canvis nucleotídics provocaran una 

variació en la conformació i mobilitat de la cadena (Amersham Biosciences 2005, 

Welsh et al. 1997), l’alineament dels fragments amplificats per a les soques analitzades 

mostrà l’existència de fins a vuit polimorfismes nucleotídics simples (SNPs) que podrien 

ser potencialment responsables de la variabilitat en els patrons SSCP. D’aquests, 

s’identificaren quatre punts en els quals si es dóna una mutació puntual (normalment un 

canvi de base) provoca un canvi en la conformació i mobilitat de les cadenes simples i, 

conseqüentment, en el patró de bandes. Tot i que treballem amb una font de variació 

baixa (regió ITS), la variabilitat detectada en el nombre i el patró de bandes fa que 

aquesta tècnica pugui ser molt útil en el seguiment de la persistència d’una determinada 

soca. A més a més, les mostres de micorrizes i sòl rizosfèric mostraren patrons idèntics 

als obtinguts a partir de les soques inoculades. Aquest és el primer cop en què la tècnica 

SSCP s’aplica per identificar micorrizes i miceli extraradical de fongs ectomicorrízics a 

nivell de soca.  

 

S’ha demostrat que la sensibilitat de la SSCP disminueix a mesura que augmenta la 

longitud del fragment de PCR (Humphries et al. 1997, Nair et al. 2002) sent la mida 

òptima per detectar mutacions puntuals entre 150 i 200 pb (Humphries et al. 1997, 
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Savov et al. 1992) mentre que amb fragments majors de 400 pb l’habilitat de la tècnica 

per detectar mutacions disminueix (Hayashi 1991, Hongyo et al. 1993). En el nostre 

cas, la necessitat d’especificitat i d’incloure la regió amb variabilitat intraespecífica ha 

fet que haguéssim de treballar amb un fragment considerablement més gran (al voltant 

dels 500 pb). Tot i així, la tècnica mantingué la seva sensibilitat i la majoria de canvis 

d’una sola base originaren patrons diferents i distingibles entre ells.  

 

La mobilitat de les cadenes en l’anàlisi SSCP és molt sensible a les condicions 

d’electroforesi com la temperatura, el voltatge o el tipus de gel (Humphries et al. 1997, 

Orita et al. 1989, Rubio et al. 1996, Savov et al. 1992). Diferents gels de poliacrilamida 

mostraren patrons variables per a una soca determinada però els patrons en el mateix 

gel són comparables i les diferències entre grups es mantenen. Les variacions entre 

gels es detectaren també a Welsh et al. (1997), que proposaren incloure a cada gel un 

control positiu que serveixi de referència i amb el qual es puguin comparar la resta, 

evitant les comparacions entre electroforesis diferents. En aquest sentit, en l’anàlisi 

SSCP dels productes de PCR obtinguts a partir d’extraccions de micorriza o de sòl 

rizosfèric, hem inclòs sempre una mostra corresponent al cultiu pur de la soca amb 

què inicialment vam inocular la planta per poder comparar el patró i establir si la soca 

que hi ha en camp té el mateix patró que la soca que vam introduir. D’altra banda, el 

desdoblament observat en algunes bandes podria explicar-se perquè la temperatura 

d’electroforesi no es manté constant i la conformació de la cadena canvia lleugerament 

(Hongyo et al. 1993, Welsh et al. 1997) o bé per problemes d’acoblament de les 

cadenes simples entre elles o amb els encebadors per un excés de DNA o 

d’encebadors, fet que es podria resoldre diluint els productes de PCR (Hongyo et al. 

1993, Humphries et al. 1997, Welsh et al. 1997).  

 

La microsatellite-primed PCR utilitzant l’encebador (GTG)5 mostrà polimorfismes 

reproduïbles entre soques de L. deliciosus, així com amb d’altres fongs 

ectomicorrízics. Aquesta tècnica ha estat prèviament utilitzada per a la caracterització 

intraespecífica de Laccaria amethystina Cooke, espècies de Tirmania i Terfezia (Martin et 

al. 1998b), Tuber borchii Vittad. (Lanfranco et al. 1998a) i diferents espècies de Tuber 

(Amicucci et al. 2001). En el nostre cas, el fet que algunes soques comparteixin bandes 

entre elles (com les procedents de les Illes Canàries o les de Sòria) suggereix una relació 

entre els patrons de bandes i l’origen geogràfic. Aquest fet ha estat també indicat per 

Martin et al. (1998b) per als patrons obtinguts en el cas de Terfezia.  
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Amb la tècnica microsatellite-primed PCR, les mostres corresponents a micorrizes 

mostraren un patró de bandes diferent al cultiu pur corresponent, probablement per la 

presència de productes amplificats corresponents al DNA de la planta hoste. La 

inespecificitat de la tècnica suposa una limitació en la identificació intraespecífica del 

fong en forma de micorriza o de miceli extraradical en el sòl, on podria amplificar DNA 

d’altres organismes alterant així el patró corresponent a L. deliciosus. Aquesta tècnica 

per tant només seria útil en el cas de caracterització molecular de cultius purs, tal com 

també s’apunta a Amicucci et al. (2001), o en estudis poblacionals d’esporocarps 

(Martin et al. 1998b). Com a crítica a la tècnica, Weising et al. (1995) observaren que 

les condicions de PCR (especialment la temperatura d’acoblament) influïen en 

l’aparició de bandes inesperades al amplificar DNA del bacteri Escherichia coli i 

suggeriren que la majoria de bandes eren produïdes per unions inespecífiques dels 

encebadors al DNA diana. Mitjançant la tècnica SSCP, en canvi, es pot treballar a 

partir de productes de PCR específics de L. deliciosus de manera que no hi ha 

interferències per part del DNA de la planta o d’altres organismes i es pot per tant 

aplicar en extraccions de DNA total a partir de micorrizes o miceli extraradical.  

 

Les tècniques d’identificació molecular obren una nova via en els estudis a petita escala 

de la distribució espacial i temporal de les comunitats micorríziques en el sòl. Treballs 

recents suggereixen que la visió de la comunitat ectomicorrízica des del punt de vista 

miceliar serà diferent de la derivada dels estudis dels esporocarps o micorrizes (Horton i 

Bruns 2001, KjØller 2006, Koide et al. 2005b, Landeweert et al. 2005, Peintner et al. 

2007). Dels resultats obtinguts en aquest treball, es desprèn que el seguiment del fong 

simbiont en plantes inoculades amb L. deliciosus en diferents estadis de la simbiosi és 

viable amb tècniques moleculars relativament simples, tant a nivell específic com 

intraespecífic.  

 

L’anàlisi SSCP del fragment ITS específic representa una tècnica eficient i relativament 

barata, comparada amb la seqüenciació, amb un gran potencial en estudis de la 

persistència de soques de L. deliciosus introduïdes en camp, especialment en forma de 

miceli extraradical. Tot i l’elevada informació relativa a la regió ITS en fongs 

ectomicorrízics, la baixa variabilitat d’aquesta zona i la manca d’informació relativa a la 

base molecular de la tècnica SSCP (Welsh et al. 1997) fan difícil predir l’èxit de la tècnica 

proposada en la caracterització intraespecífica d’altres espècies fúngiques. Cal tenir en 

compte que algunes soques de L. deliciosus no s’han pogut distingir mitjançant aquesta 

tècnica perquè són idèntiques en la regió analitzada. Per aquest motiu proposem dur a 

terme estudis en regions alternatives que puguin ser més polimòrfiques com per exemple 



Caracterització molecular 

63 

 

la IGS. Resultats de proves preliminars han mostrat que la regió IGS 1 (abans del gen 5S 

rRNA en sentit 5’-3’) és poc prometedora en aquest sentit ja que el fragment amplificat 

per a cinc soques de L. deliciosus i una de L. sanguifluus és idèntic (dades no 

mostrades), de manera semblant als resultats de baix polimorfisme d’aquesta regió 

obtinguts per a Hebeloma cylindrosporum a Guidot et al. (1999). Proposem per tant 

avaluar la variabilitat de la regió IGS 2 (després del gen 5S rRNA en 5’-3’) en la línia de 

treballs com els de Albee et al. (1996), Gryta et al. (1997, 2000), Guidot et al. (1999, 

2001) o Selosse et al. (1996, 1998), tenint però en compte que es tracta d’un fragment de 

milers de parells de bases i que aquest fet en dificulta tant el procés d’amplificació com el 

de seqüenciació. 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. ESTABLIMENT DE PLANTACIONS EXPERIMENTALS 

EN CAMP. SEGUIMENT DE  LA COLONITZACIÓ 

RADICAL I EXTRARADICAL DE Lactarius deliciosus  
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3.1. HIPÒTESI DE TREBALL 

 

• La persistència en el temps del fong introduït en camp depèn del nivell de 

colonització radical en el moment del trasplantament i de la soca considerada.  

 

3.2. OBJECTIUS 

 

• Inocular planta de P. pinea amb inòcul vegetatiu de diferents soques 

preseleccionades de L. deliciosus. Quantificar el nivell de colonització radical de 

les plantes prèviament al seu trasplantament a camp. 

 

• Determinar la persistència en camp del fong inoculat mitjançant tècniques 

d’identificació morfològica i molecular a nivell d’ectomicorrizes i de miceli 

extraradical. 

 

3.3. INTRODUCCIÓ  

 

El procés de micorrizació controlada amb fongs comestibles passa per la producció 

d’inòcul de l’espècie a introduir, la inoculació de la planta i l’establiment de plantacions 

productives. En el cas de L. deliciosus, la producció de planta inoculada en condicions 

controlades s’ha descrit a Guerin-Laguette et al. (2000) i Parladé et al. (2004b). Els 

únics estudis publicats que es coneixen sobre l’establiment de plantacions productives 

d’aquesta espècie fúngica són els de Poitou et al. (1984) i Guinberteau et al. (1989), 

que van observar producció d’esporocarps tres anys després del trasplantament a 

camp, i els de Wang i Hall (2002) i Wang et al. (2003) que van detectar l’aparició 

d’esporocarps després de 18 mesos en camp. En aquest treball ens proposem establir 

diferents plantacions experimentals en camp i monitoritzar la persistència del fong 

introduït en forma de micorrizes i de miceli extraradical, abans de l’eventual producció 

d’esporocarps. La persistència del fong en forma vegetativa no podrà assegurar una 

producció regular d’esporocarps però sí que és un factor imprescindible perquè en 

condicions adequades es pugui donar la fructificació.  

 

Existeixen nombrosos factors que poden influir en el manteniment del fong en la planta 

inoculada establerta en camp, entre els quals destaquen el nivell inicial de colonització 

radical i la pressió competitiva de la micoflora autòctona (Perrin et al. 1996). En aquest 
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capítol, es pretén avaluar, en primer lloc, l’efecte del nivell de colonització radical al 

moment del trasplantament a camp i determinar si una major colonització inicial implica 

una major persistència del fong en camp. En segon lloc, es pretén avaluar la 

importància de la soca de L. deliciosus utilitzada per a la inoculació de les plantes i 

determinar si existeixen diferències entre soques en la seva persistència en camp 

(degudes a una major capacitat colonitzadora o a una millor adaptació i capacitat de 

supervivència).  

 

Amb aquests objectius es dissenyaran diferents experiments en parcel·les 

experimentals i microparcel·les. En el primer cas s’establiran plantacions amb un marc 

de plantació final de, com a mínim, 2 x 2 m dissenyades per dur a terme un mostreig 

periòdic de plantes i avaluar la persistència del fong durant un període més o menys 

llarg i, eventualment, arribar a fer un seguiment de la producció d’esporocarps. En el 

cas de les microparcel·les, s’establiran plantacions amb menys plantes disposades en 

un marc de plantació més petit (de fins a 1 x 1 m) en què es duu a terme un mostreig 

més continu però per un període més curt de temps. En aquest cas, podem treballar 

en condicions més controlades, amb una major homogeneïtat de les condicions, 

control individualitzat de les plantes i manteniment de la plantació més senzill. Per 

contra, però, perdem les determinacions a llarg termini ja que les plantes estan molt 

juntes i això en dificultaria el seu desenvolupament.  

 

Per al seguiment del fong en fase vegetativa es combinarà la metodologia tradicional, 

basada en el recompte de micorrizes presents al sistema radical, amb la tècnica PCR 

en temps real (real time PCR), que es pretén posar a punt per a la identificació i 

quantificació del miceli extraradical present en el sòl de la plantació. La PCR en temps 

real s’ha desenvolupat per quantificar el nombre de còpies de DNA diana que es 

formen a la reacció de PCR de manera acurada, reproduïble i evitant els processos 

post-PCR (Heid et al. 1996, Schena et al. 2004). Per a la detecció del producte, 

s’utilitzen molècules fluorescents que s’hibriden amb el DNA diana, directament o a 

través d’una sonda. Les emissions de fluorescència a cada cicle (proporcionals al 

número de còpies generades, veure més avall per detalls dels processos bioquímics) 

es registren en un ordinador connectat al termociclador i es genera una corba 

d’amplificació del DNA per a cada mostra. La corba d’amplificació és sigmoidal, és a 

dir, existeix una fase de creixement exponencial del nombre de còpies fins que s’arriba 

a una fase plateau o de saturació a causa de factors com l’esgotament de reactius o la 

inhibició per un excés de producte.  
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En la PCR convencional la detecció del producte té lloc en la fase final de manera que 

mostres amb diferent quantitat de DNA de partida poden donar una intensitat de banda 

molt similar perquè totes han arribat a la fase de saturació. L’efecte plateau fa que la 

quantificació a punt final no sigui possible de manera que en la PCR a temps real es 

quantifica en la fase exponencial de l’amplificació, fase en què l’eficiència de la reacció 

és constant. En aquesta fase, l’emissió de fluorescència augmenta de manera 

proporcional a l’acumulació de producte de PCR de manera que com més gran sigui el 

nombre inicial de còpies de DNA diana abans es detectarà un increment significatiu de 

la fluorescència (Applied Biosystems 2004, Schena et al. 2004). La possibilitat de 

determinar el punt en què es dóna aquest increment (llindar de fluorescència) ens 

permet quantificar la mostra problema, interpolant a partir d’una recta patró 

(quantificació absoluta).  

 

La recta patró es crea a partir de les corbes d’amplificació d’una mostra amb una 

quantitat coneguda de DNA i successives dilucions d’aquesta. Per definir la recta es 

relaciona el número de cicle en què comencem a detectar producte amplificat (cicle 

llindar o Ct) per a cada corba amb la quantitat de material de partida (a més DNA 

inicial abans es detecta la formació de producte de PCR). El pendent de la recta ens 

defineix l’eficiència de la reacció i el valor òptim és de -3,32 (Qiagen 2004). Tot i que 

l’eficiència entre experiments en les mateixes condicions és més o menys constant, cal 

que cada experiment de PCR tingui la seva pròpia recta patró ja que l’estabilitat dels 

reactius pot variar. A partir d’aquesta recta patró podem determinar la quantitat inicial 

de la mostra problema, sempre i quan el seu Ct entri dins el rang de la recta (figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Corbes d’amplificació obtingudes per a quantitats conegudes de DNA (gràfic de 

l’esquerra, en escala logarítmica). Definició d’una recta patró a partir dels valors Ct 

obtinguts per a aquestes quantitats conegudes.  
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De les diferents modalitats de PCR en temps real destaquem l’ús de la molècula 

SYBR® Green i de les sondes TaqMan®. La molècula SYBR® Green emet 

fluorescència quan s’uneix al DNA de doble cadena de manera que l’augment de 

fluorescència és proporcional a l’increment de producte de PCR. La limitació del 

sistema és que no és específic, és a dir, que la molècula també es pot unir a DNA 

contaminant o dímers (associació entre encebadors) que emetran senyal fluorescent i 

es quantificaran. Tot i l’important esforç d’optimització, el principal avantatge de la 

tècnica és el baix cost dels reactius. L’amplificació no específica es pot detectar 

generant una corba de dissociació (o de melting) per a cada mostra. El mètode 

consisteix en sotmetre els productes a un nou cicle en què la temperatura augmenta 

progressivament de 60ºC a 95ºC produint la seva desnaturalització i per tant una 

disminució de la fluorescència emesa. La derivació de la corba de fluorescència 

genera un pic a una temperatura anomenada de fusió o de melting en què el 50% del 

DNA està en cadena simple. El producte específic genera un pic a una temperatura de 

fusió al voltant dels 80ºC mentre que si existeixen productes inespecífics o dímers 

generaran un altre pic generalment per sota d’aquesta temperatura. 

 

L’ús de sondes TaqMan® permet, en canvi, una detecció específica del DNA d’interès. 

La sonda és un oligonucleòtid que es dissenya de manera que tingui una seqüència 

complementària a una regió específica de l’organisme que volem detectar i que ens 

permeti distingir-lo d’organismes propers. Aquest oligonucleòtid porta dues molècules 

fluorescents als extrems, el reporter al 5’ i el quencher al 3’, i té una temperatura 

d’anellament alta per mantenir una elevada especificitat amb el DNA diana 

complementari. En el cas de les sondes TaqMan® MGB el quencher és una molècula 

no fluorescent i a més a més la sonda incorpora una fracció MGB (minor groove 

binder) que incrementa la temperatura d’anellament de manera que puguem treballar 

amb sondes més curtes igualment específiques. En qualsevol cas, amb la sonda 

intacta el quencher suprimeix l’emissió de fluorescència per part del reporter pel 

fenomen de Förster o fluorescence resonance energy transfer (FRET) (Applied 

Biosystems 2002, Förster 1948, Lakowicz 1983). En canvi, en el moment que la sonda 

s’hidrolitza per l’activitat de la Taq polimerasa (veure més avall), el reporter s’allibera i 

emet fluorescència, tal com es descriu a Holland et al. (1991). A cada cicle de la 

reacció de PCR, el DNA es desnaturalitza, els encebadors i la sonda s’acoblen a la 

cadena simple de DNA i la Taq polimerasa comença la polimerització de la cadena 

complementària. En el moment que es troba amb la sonda, l’hidrolitza per poder seguir 

afegint nucleòtids a la cadena (gràcies a la seva activitat 5’-exonucleasa) de manera 

que el reporter s’allibera i emet fluorescència (Applied Biosystems 2002).  
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Segons Schubert et al. (2003) l’aplicació d’aquesta tècnica en estudis de camp 

dependrà en gran part de la capacitat d’extracció de DNA fúngic a partir de mostres de 

diferents tipus de sòl. El principal problema de l’extracció de DNA directament del sòl 

és la dificultat d’eliminar els àcids húmics, que interfereixen en la reacció de la PCR 

(Vázquez-Marrufo et al. 2002, Yeates et al. 1998). Això fa que molts dels protocols 

d’extracció de DNA del sòl requereixin nombrosos passos de purificació i que, malgrat 

la laboriositat del procés, s’obtingui un DNA poc pur. Les dificultats d’estudi del miceli 

extraradical fan que aquesta fase segueixi sent la menys entesa tot i jugar un paper 

clau en la simbiosi (Guidot et al. 2003, Horton and Bruns 2001, Landeweert et al. 

2003a, 2003b, Leake et al. 2004, Read 1992, Simard et al. 2002). En aquest treball 

pretenem posar a punt un sistema de detecció i quantificació del miceli extraradical de 

L. deliciosus present en el sòl i augmentar així el coneixement relatiu a aquesta fase, 

estudiar-ne la seva relació amb la fase micorrízica i avaluar les possibilitats d’ús 

d’aquesta metodologia per al seguiment del fong en plantació.  

 

3.4. MATERIAL I MÈTODES 

 

3.4.1. Producció d’inòcul miceliar de L. deliciosus 

 

L’inòcul de L. deliciosus es produí en pots de vidre de 2 l amb tapa metàl·lica foradada 

en què s’ajustà hermèticament una premsaestopa a l’interior de la qual es col·locà un 

tros de cotó fluix estèril per permetre l’intercanvi gasós (figura 2). Els pots 

s’emplenaren amb 1100 cm3 de vermiculita grau 3, 100 cm3 de torba Floratorf i 600 ml 

de medi BAF líquid (amb 15 g glucosa/l), seguint el protocol de Marx i Bryan (1975) 

lleugerament modificat (Parladé et al. 2004b). El substrat s’autoclavà 60 minuts a 

120ºC i s’afegiren a cada pot 25 ml d’una suspensió miceliar preparada a partir d’entre 

cinc i set colònies de L. deliciosus d’un mes d’edat triturades en 100 ml d’aigua 

destil·lada estèril mitjançant una batedora ‘Waring’ provista amb un contenidor d’acer 

inoxidable autoclavat.  

 

Els pots amb inòcul s’incubaren a 25ºC durant dos o tres mesos per permetre el 

creixement del miceli en tot el substrat. Abans d’inocular les plantes es comprovà la 

viabilitat de l’inòcul produït col·locant fragments de substrat en plaques de medi BAF i 

verificant el creixement de miceli de L. deliciosus i la no proliferació de fongs o bacteris 

contaminants (figura 2) 
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3.4.2. Inoculació de la planta 

 

L’inòcul miceliar es mesclà a una proporció 1:10 (v:v) amb substrat de creixement 

autoclavat (60 min, 120ºC) consistent en volums iguals de torba Floratorf (Floragard, 

Oldenburg, Alemanya) i vermiculita grau 2 (Asfaltex, Barcelona). El substrat inoculat 

s’utilitzà per omplir safates Forest Pot (Vivers La Fageda, Sant Pau, Girona) de 50 

cel·les amb capacitat de 300 cm3 cadascuna. A cada cel·la se sembraren dues llavors 

de P. pinea (lot 1581 origen ES06 Catalunya litoral, Ministerio de Medio Ambiente D.G. 

Biodiversidad, any de recol·lecció 1994-95) prèviament submergides 24 hores en 

aigua i mantingudes a 4ºC fins al moment de la sembra (7-15 dies). Després de la 

germinació es deixà una planta per contenidor.  

 

Les plantes es mantingueren en un ombracle amb sostre de plàstic i recobert de malla 

blanca (figura 3) on es regaren diàriament i es fertilitzaren cada 15 dies amb solució 

nutritiva Universol NPK 18+11+18+2,1 MgO (Scotts, Heerlen, Holanda) i micronutrients 

(Fetrilon 13 i Hortrilon; Compo, Barcelona, Espanya) de manera que cada planta rebia 

en cada fertilització 3,24 mg N, 1,98 mg P, 3,24 mg K, 0,38 mg Mg, 0,35 mg Fe, 0,06 

mg Mn, 0,06 mg Cu, 0,01 mg Zn, 0,01 mg B i 0,01 mg Mo. El procés d’inoculació de 

les plantes es dugué a terme entre els mesos de març i maig en cada any de 

producció. 

 

 

Figura 2. Producció d’inòcul vegetatiu de L. deliciosus en pots de vidre (esquerra) 

i comprovació de la viabilitat de l’inòcul produït en plaques de medi BAF (dreta).  
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Entre octubre i desembre del mateix any, s’avaluà l’eficiència de la inoculació 

determinant el percentatge de micorrizes de L. deliciosus en 10 plantes preses a l’atzar 

de cada lot d’inoculació i calculant el percentatge mitjà del lot. Aquest procés es dugué 

a terme rentant el sistema radical de cada planta, submergint-lo en aigua i comptant 

sota la lupa binocular el nombre de puntes micorrizades amb L. deliciosus. El nombre 

de puntes micorrizades amb L. deliciosus respecte el total de puntes avaluades (un 

mínim de 200) permeté calcular el percentatge de micorrizes de L. deliciosus en cada 

cas, tal i com es descriu a Parladé et al. (1996)  

 

A més a més, es posà a punt un sistema no destructiu per tal de caracteritzar cada 

planta individualment sense haver de rentar el sistema radical (fet que dificulta la 

supervivència de la planta si després la volem trasplantar a camp). El sistema proposat 

consisteix en fotografiar amb una càmera digital la cara aparentment més colonitzada 

de l’ortoedre que forma el pa d’arrel de la planta inoculada amb L. deliciosus i 

determinar-ne el que hem anomenat cobertura micorrízica inicial. Aquest paràmetre es 

determina mitjançant l’anàlisi de la imatge digital obtinguda amb el programari Adobe 

Photoshop Elements 2.0 (Adobe Systems Inc., San José, California, EEUU). Amb 

l’eina vareta màgica (magic wand en la versió anglesa) es tria un color taronja que 

correspongui a les micorrizes madures de L. deliciosus i se seleccionen les àrees no 

contigües de la foto que presenten aquest color, corresponents a les micorrizes de L. 

deliciosus. El codi de color i la tolerància de l’eina vareta màgica s’ha d’ajustar en cada 

experiment en funció de l’aspecte de les micorrizes en el moment de la presa de 

fotografies (variable en funció del seu grau de maduresa, de la humitat del substrat o 

de la llum). Les àrees seleccionades es pinten d’un color fàcilment distingible a 

l’histograma de la foto (en el nostre cas el verd, codi 5FE530), tal i com es mostra a la 

Figura 3. Producció i manteniment en ombracle de planta de 

P. pinea inoculada amb L. deliciosus en safates de 50 cel·les   
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figura 4, i la cobertura micorrízica es determina dividint el nombre de píxels d’aquest 

color pel total de píxels de la foto (dades obtingudes amb la funció histograma del 

mateix programa informàtic).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per comprovar la validesa de la metodologia proposada, es relacionaren els valors de 

cobertura micorrízica de 40 plantes amb el percentatge real de micorrizes de les 

mateixes 40 plantes determinat per recompte de puntes micorríziques després de 

rentar el sistema radical. La correlació entre els dos paràmetres fou significativa 

(R=0,6998; P<0,0001) de manera que la variable cobertura micorrízica es pot utilitzar 

com a mesura de la colonització inicial de les plantes trasplantades a camp (figura 5). 

A més a més, es descrigué l’equació que relaciona les dues variables 

(y=14,40x+39,52) i que ens permet estimar el percentatge real de micorrizes (y) d’una 

planta trasplantada a camp a partir del valor de cobertura micorrízica (x). S’analitza 

Figura 4. Procés d’anàlisi d’imatges per determinar la cobertura micorrízica inicial de les 

plantes abans de ser trasplantades a camp. Veure explicació en el text. 

% cobertura micorrízica = 

(píxels verds / píxels totals) x 100 = 

(7968 / 568512) x 100 = 1,40 % 

Pic corresponent al color verd (nivel 229) escollit 
per pintar les micorrizes de L. deliciosus 
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només la imatge de la cara aparentment més colonitzada perquè prèviament hem 

comprovat que els resultats són equivalents a analitzar les quatre cares i calcular la 

cobertura mitjana.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.3. Establiment de parcel·les i disseny experimental 

 

Les plantacions en camp s’establiren en tots els casos amb plantes d’aproximadament 

un any produïdes a l’ombracle tal i com s’ha descrit a l’apartat anterior. Totes les 

parcel·les se situaren en terreny pla. L’establiment es dugué a terme en dues localitats 

diferents, Cabrils (Maresme, Barcelona) i La Bisbal d’Empordà (Baix Empordà, 

Girona). La localitat de Cabrils es troba a 82 m d’alçada i està situada a 41,518º de 

latitud i 2,378º de longitud. La temperatura mitjana anual i precipitació total són de 

16,4ºC i 524,78 mm, respectivament (mitjana dels 5 darrers anys, període des que s’hi 

va establir la primera plantació, Xarxa Agrometeorològica de Catalunya, Servei 

Meteorològic de Catalunya). Les característiques del sòl on s’establiren les plantacions 

són: textura franco-arenosa, pH 8,1; CE 0,15 dS/m; MO 1,09%; N (nítric) 6 ppm; P 

Olsen 28 ppm; K 51 ppm; Mg 107 ppm; Ca 2107 ppm; Na 43 ppm; CIC 6,2 meq/100 g. 

La localitat de La Bisbal d’Empordà, per la seva banda, es troba a 28 m d’alçada i està 

situada a 41,973º de latitud i 3,035º de longitud. La temperatura mitjana anual i la 

precipitació total per al 2007 (període en què s’establí l’única plantació en aquesta 

localitat) són de 15ºC i 472,6 mm, respectivament. El sòl de La Bisbal es caracteritza 

per: textura franco-argilosa, pH 7,7; CE 0,1 dS/m; MO 1,45%; N (nítric) 5 ppm; P Olsen 

8 ppm; K 72 ppm; Mg 137 ppm; Ca 1083 ppm; Na 37 ppm; CIC 6,9 meq/100 g.  

y = 14,40x + 39,52
R = 0,6998
P<0.0001
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Figura 5. Correlació linear entre la cobertura micorrízica, determinada per 

anàlisi d’imatges digital, i el percentage real de micorrizes, establert per 

recompte de puntes micorríziques presents a l’arrel 
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A la taula 1 es mostra el resum de les dades relatives als diferents experiments 

establerts en camp: 

 

 

Periòdicament s’avaluà la supervivència i creixement de les plantes així com la 

colonització per part de L. deliciosus (micorrizes i miceli extraradical), tal i com es 

descriu als propers apartats d’aquesta secció de material i mètodes. Es dugueren a 

terme dos tipus de mostreig, extracció de planta (per al recompte de micorrizes) i 

recollida de sòl. En relació al mostreig de sòl, es distingí entre sòl recollit amb sonda 

en quatre punts equidistants al voltant del tronc (utilitzant una sonda metàl·lica 

cilíndrica) i sòl rizosfèric, directament adherit al sistema radical i que se’n desprèn en 

sacsejar lleugerament l’arrel un cop arrencada la planta (figura 6)  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A continuació es detalla el disseny experimental, calendari i tipus de mostrejos per a 

cadascuna de les plantacions de la taula 1. S’indiquen també, a mode descriptiu, les 

dades meteorològiques corresponents als diferents períodes (el primer des de 

l’establiment de la plantació fins al primer mostreig i els següents entre mostrejos) 

incloent la temperatura mitjana del període (Tmitjana), la temperatura mínima mitjana 

(Tmín), la temperatura màxima mitjana (Tmàx), la precipitació acumulada (Pacum) i el 

nombre de dies de pluja (dades de la Xarxa Agrometeorològica de Catalunya) 

Denominació 

experiment 

Tipus 

plantació 

Data 

establiment 
Localització 

Nivells de 

colonització 

Nombre de 

soques 

Can Badia 1 Parcel·la Desembre 02 Cabrils 1 2 

Can Badia 2 Parcel·la Desembre 04 Cabrils 2 1 

Micro 05 Microparcel·la Maig 05 Cabrils 2 1 

Micro 06 Microparcel·la Abril 06 Cabrils 1 5 

Micro 07 Cabrils Microparcel·la Abril 07 Cabrils 1 4 

Micro 07 Bisbal Microparcel·la Març 07 La Bisbal 1 5 

Taula 1. Resum dels experiments establerts en camp 

Figura 6. Extracció de planta per al recompte de micorrizes i recollida de sòl rizosfèric 

(esquerra) i mostreig de sòl al voltant del tronc amb sonda metàl·lica cilíndrica (dreta) 
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Can Badia 1: 

 

• Lloc i data d’establiment: Can Badia (Cabrils), desembre 2002 

• Tractaments d’inoculació: soques 312, 178 (L. deliciosus) i control (no inoculat). 49 plantes/tractament 

(42 per a la soca 312) 

• Marc de plantació: 1x2 m (separació entre columnes x separació entre files) 

• Distribució de files a l’atzar 

• Colonització radical inicial determinada per càlcul del percentatge mitjà de micorrizes del lot 

• Mostreig:  

o 2 extraccions de planta per al seguiment de la colonització radical 

o Recollida de sòl rizosfèric i amb sonda a 10 i 20 cm del tronc 

o Dates: març 04 (5 plantes/tractament), gener 05 (9 plantes/tractament -5 controls- i sòl) 

• Dades meteorològiques:  

o període 1 (487 dies): Tmitjana=15,1ºC; Tmín=11,5ºC; Tmàx=18,8ºC; Pacum=968,2 mm; dies 

pluja=136 

o període 2 (301 dies): Tmitjana= 17,0ºC; Tmín=13,3ºC; Tmàx=20,6ºC; Pacum=396,3 mm; 

dies pluja=76 

• Plànol Can Badia 1:  
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Can Badia 2: 

 

• Lloc i data d’establiment: Can Badia (Cabrils), desembre 2004 

• Tractaments d’inoculació (soca 312): nivell alt, mig i control (no inoculat). 

• Marc de plantació: separació entre columnes = 50 cm entre plantes del mateix bloc i 1 m entre blocs. 

Separació entre files = 2 m 

• Disseny en blocs distribuïts a l’atzar 

• Colonització radical inicial determinada per càlcul del percentatge mitjà de micorrizes del lot 

• Mostreig:  

o 2 extraccions de planta per al seguiment de la colonització radical 

o Recollida de sòl rizosfèric i amb sonda a 10 cm del tronc 

o Dates: gener 06 (9 plantes/tractament i sòl), gener 07 (6 plantes/tractament i sòl), novembre 

07 (sòl: 6 mostres corresponents a plantes de nivell alt) 

• Dades meteorològiques:  

o període 1 (427 dies): Tmitjana=14,8ºC; Tmín=11,2ºC; Tmàx=18,5ºC; Pacum=742,8 mm; dies 

pluja=109 

o període 2 (365 dies): Tmitjana= 17,1ºC; Tmín=13,4ºC; Tmàx=20,8ºC; Pacum=274,4 mm; 

dies pluja=64 

o període 3 (303 dies): Tmitjana= 18,1ºC; Tmín=14,0ºC; Tmàx=22,6ºC; Pacum=343,7 mm; 

dies pluja=71 

• Plànol Can Badia 2: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

18

17

16

15

14

13

12

11

10

34 m 9

8

7

6

5

4

3

2

1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

8 m

alt mig control



Persistència en camp 

78 

 

Micro 05: 

 

• Lloc i data d’establiment: Can Badia (Cabrils), maig 2005 

• Tractaments d’inoculació (soca 312): nivell alt, mig i control (no inoculat). 25 plantes/tractament (22 

controls)  

• Marc de plantació: 50x50 cm 

• Disseny completament aleatoritzat 

• Colonització radical inicial caracteritzada individualment per a cada planta mitjançant anàlisi 

fotogràfica i determinació de la cobertura micorrízica 

• Mostreig:  

o 3 extraccions de planta per al seguiment de la colonització radical 

o Dates: febrer 06 (7 plantes/tractament), desembre 06 (6 plantes/tractament), maig 07 (7 

plantes/tractament) 

• Dades meteorològiques:  

o període 1 (304 dies): Tmitjana=16,6ºC; Tmín=13,1ºC; Tmàx=20,2ºC; Pacum=604,9 mm; dies 

pluja=78 

o període 2 (306 dies): Tmitjana= 18,4ºC; Tmín=14,8ºC; Tmàx=22,1ºC; Pacum=254,8 mm; 

dies pluja=57 

o període 3 (151 dies): Tmitjana= 14,0ºC; Tmín=9,9ºC; Tmàx=18,8ºC; Pacum=129,6 mm; dies 

pluja=37 

• Plànol micro 05: 
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Micro 06: 

 

• Lloc i data d’establiment: Can Badia (Cabrils), abril 2006 

• Tractaments d’inoculació: soques 312, 313, 330, 332, 335 (L. deliciosus), R. luteolus i control (no 

inoculat). 20 plantes/tractament. El fong R. luteolus s’inclogué en l’experiment per estudiar la 

persistència en camp d’una espècie ectomicorrízica diferent i comparar-la amb la del fong d’interès, L. 

deliciosus. 

• Marc de plantació: 50x50 cm 

• Disseny completament aleatoritzat 

• Colonització radical inicial caracteritzada individualment per a cada planta inoculada amb L. 

deliciosus mitjançant anàlisi fotogràfica i determinació de la cobertura micorrízica 

• Mostreig:  

o 2 extraccions de planta per al seguiment de la colonització radical 

o Recollida de sòl rizosfèric i amb sonda a 10 cm del tronc  

o Dates: desembre 06 (6 plantes/tractament i sòl), juny 07 (6 plantes/tractament i sòl) 

• Dades meteorològiques:  

o període 1 (275 dies): Tmitjana=19,1ºC; Tmín=15,5ºC; Tmàx=22,7ºC; Pacum=241,7 mm; dies 

pluja=49 

o període 2 (181 dies): Tmitjana= 15,4ºC; Tmín=11,2ºC; Tmàx=20,0ºC; Pacum=130,0 mm; 

dies pluja=39 

o període 3 (153 dies): Tmitjana= 19,8ºC; Tmín=15,9ºC; Tmàx=24,2ºC; Pacum=218,3 mm; 

dies pluja=34 

• Plànol micro 06: 
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Micro 07 Cabrils: 

 

• Lloc i data d’establiment: Can Badia (Cabrils), abril 2007 

• Tractaments d’inoculació: soques 312, 313, 330, 217 (L. deliciosus) i control (no inoculat). 20 

plantes/tractament.  

• Marc de plantació: 50x50 cm 

• Disseny completament aleatoritzat 

• Colonització radical inicial caracteritzada individualment per a cada planta mitjançant anàlisi 

fotogràfica i determinació de la cobertura micorrízica 

• Mostreig:  

o 1 extracció de planta per al seguiment de la colonització radical 

o Data: octubre 07 (6 plantes/tractament) 

• Dades meteorològiques:  

o període 1 (214 dies): Tmitjana=20,4ºC; Tmín=16,4ºC; Tmàx=24,7ºC; Pacum=299,6 mm; dies 

pluja=55 

• Plànol micro 07 Cabrils: 
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Micro 07 La Bisbal: 

 

• Lloc i data d’establiment: Fitor (La Bisbal d’Empordà), març 2007 

• Tractaments d’inoculació: soques 312, 313, 330, 178, 217 (L. deliciosus) i control (no inoculat). 20 

plantes/tractament.  

• Marc de plantació: 50x50 cm 

• Disseny completament aleatoritzat 

• Colonització radical inicial caracteritzada individualment per a cada planta mitjançant anàlisi 

fotogràfica i determinació de la cobertura micorrízica 

• Mostreig:  

o 1 extracció de planta per al seguiment de la colonització radical 

o recollida de sòl amb sonda a 10 cm del tronc 

o Data: octubre 07 (6 plantes/tractament, sòl) 

• Dades meteorològiques:  

o període 1 (214 dies): Tmitjana=19,3ºC; Tmín=8,9ºC; Tmàx=16,8ºC; Pacum=269,6 mm; dies 

pluja=44 

• Plànol micro 07 La Bisbal: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8

7

6

5,50 m
5

4

3

2

1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

9,50 m

312 313 330 178 217 Control



Persistència en camp 

82 

 

3.4.4. Seguiment de la colonització de L. deliciosus 

 

3.4.4.1. Colonització radical 

 

Es determinà el percentatge de micorrizes de L. deliciosus de plantes preses a l’atzar 

segons el disseny descrit per a cada experiment a la secció anterior. El mostreig de 

l’arrel es dugué a terme arrencant la planta sencera, netejant-ne el sistema radical i 

avaluant-ne la colonització micorrízica. El percentatge de micorrizes de L. deliciosus es 

determinà segons s’ha descrit prèviament (secció 3.4.2 del material i mètodes, pàgina 

71). La identitat de les micorrizes es comprovà mitjançant PCR específica amb la 

parella d’encebadors ITS1-LDITS2R (veure capítol 2). Es quantificà també la presència 

al sistema radical d’altres fongs ectomicorrízics que s’identificaren morfològicament i 

amb tècniques moleculars. La identificació molecular es dugué a terme mitjançant 

extracció de DNA, PCR de la regió ITS del rDNA amb encebadors universals, 

seqüenciació i cerca de seqüències similars a la base de dades del GenBank. 

 

3.4.4.2. Colonització extraradical 

 

La quantitat de miceli extraradical de L. deliciosus present en el sòl es determinà 

mitjançant la tècnica PCR en temps real a partir de les mostres de sòl preses en els 

diferents experiments segons s’ha descrit a la secció anterior. S’utilitzà el programa 

informàtic Primer ExpressTM 2.0 (Applied Biosystems) per dissenyar dos encebadors i 

una sonda TaqMan® MGB específics de L. deliciosus (taula 2) que amplifiquen un 

fragment de 101 pb de la regió ITS1 de L. deliciosus. El disseny dels oligonucleòtids es 

realitzà a partir de l’alineament de les seqüències de la regió ITS obtingudes per a 

diferents espècies del gènere Lactarius (capítol 2) procurant que el fragment amplificat 

fos específic de L. deliciosus i que tingués una longitud d’entre 50 i 150 pb (longitud 

òptima per a aquesta tècnica). Es realitzà una cerca de seqüències similars a les dels 

oligonucleòtids dissenyats a la base de dades del GenBank per comprovar la seva 

especificitat per L. deliciosus.  

 

 

Nom  Seqüència d’oligonucleòtids 

FWDLdel (encebador) 5’-TTGACGCAAAAGTCGTGCAC-3’ 

RVSLdel (encebador) 5’-ATCGGTTCGATCCCAAAAGG-3’ 

STQLdel (sonda TaqMan® MGB) VIC-TCTCGCATAAAATCCA-MGB 

Taula 2. Seqüències nucleotídiques dels encebadors i sonda dissenyats per a la seva utilització 

en PCR en temps real 
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Es realitzaren assajos de PCR en temps real utilitzant la metodologia de SYBR® Green 

i la de sondes TaqMan® MGB utilitzant extraccions de sòl amb una quantitat coneguda 

de miceli afegit. L’ús de SYBR® Green es desestimà ja que l’eficiència de la reacció se 

situà bastant distant a l’òptima (pendent de la recta patró de -2,73, respecte l’òptim de 

-3,32) probablement a causa de la formació de productes de PCR inespecífics 

(detectats en les corbes de dissociació) provocant que la quantitat de miceli estimada 

amb aquest sistema fos inferior a la real. En el cas de l’ús de sonda TaqMan® MGB, 

les reaccions es dugueren a terme en plaques òptiques de 96 pous cobertes amb film 

adhesiu òptic (Applied Biosystems) utilitzant el kit TaqMan® Universal PCR Master Mix 

(Applied Biosystems). En la posada a punt de la tècnica s’ajustaren les concentracions 

d’encebadors (entre 50 i 900 nM) i sonda (50-250 nM) i es fixaren les concentracions 

de treball a 800 nM d’encebadors i 100 nM de sonda, resultant en la mescla de reacció 

següent (per a un volum total de 25 µl): 

 

• 12,5 µl Master Mix, que conté AmpliTaq Gold®, AmpErase® UNG, dNTPs, ROX 

i tampó de reacció 

• 2 µl de cada un dels dos encebadors 10 µM (concentració final = 800 nM) 

• 0,5 µl de sonda 5 µM (concentració final = 100 nM) 

• 3 µl d’aigua HPLC 

• 5 µl dilució 1/5 de l’extracte de DNA (10-20 ng DNA/µl extracte) 

 

Les reaccions es dugueren a terme en un termociclador ABI PRISM® 7700 o 7900HT 

Sequence Detection System (Applied Biosystems). S’utilitzaren les condicions de PCR 

universals, recomanades pel fabricant: 

 

• 2 minuts a 50ºC 

• 10 minuts a 95ºC 

• 40 cicles de repetició de dues fases: 15 segons a 95ºC i 1 minut a 60ºC  

 

En la posada a punt, s’avaluà el grau de replicabilitat de la tècnica comparant les 

corbes d’amplificació obtingudes per a cinc extraccions independents de mostres de 

sòl amb la mateixa quantitat de miceli afegit. Els resultats indicaren que els processos 

d’extracció de DNA i PCR eren reproduïbles. Es compararen també les corbes 

d’amplificació d’extraccions de sòl amb la mateixa quantitat de miceli afegit però 

obtingut de colònies de diferent edat, sis mesos en placa (a 4ºC) o 17 dies (en 

creixement actiu). En aquest cas, s’observà que les corbes corresponents al miceli vell 
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estaven desplaçades aproximadament dos cicles a la dreta de les de miceli jove 

indicant que es recupera menys DNA de les colònies velles. Les estimacions de 

quantitat de miceli extraradical en camp s’han fet per tant a partir de rectes patró 

establertes amb miceli jove (en creixement actiu) per evitar sobreestimar la quantitat 

de miceli present en el sòl i perquè és d’esperar que en condicions naturals el miceli 

vell es degradi ràpidament.  

 

Les mostres de sòl recollides en camp s’homogeneïtzaren, s’assecaren a l’estufa a 

30ºC per eliminar l’excés d’aigua i es tamisaren amb un sedàs de 2 mm de diàmetre 

de porus per evitar la presència d’arrels. En el cas de les mostres recollides amb 

sonda, el sòl dels quatre punts es mesclà i es treballà amb una sola mostra per planta. 

L’extracció de DNA es dugué a terme amb el PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MoBio 

Laboratories Inc.) a partir de 0,25 g de mostra seguint les instruccions del fabricant. La 

PCR en temps real es dugué a terme per triplicat a partir de l’extracte de DNA obtingut 

de cada mostra. Per a la quantificació absoluta del miceli extraradical present en les 

mostres recollides en camp es construïren rectes patró a partir de quantitats 

conegudes de miceli. Per tal que les condicions d’extracció i amplificació fossin les 

mateixes per als estàndards i les mostres problema, s’afegiren 6 mg de miceli de L. 

deliciosus (pes fresc, establert amb balança de precisió de 0,0001 g), obtingut a partir 

de colònies crescudes en medi BAF sobre un disc de cel·lofana, a 0,244 g de sòl 

corresponent a l’àrea en què es recolliren les mostres i lliure d’inòcul de L. deliciosus. 

L’extracció de DNA es realitzà amb el PowerSoilTM DNA Isolation Kit (MoBio 

Laboratories Inc.) i la PCR en temps real es dugué a terme a partir de dilucions 1/10 

seriades de l’extracte original, amb 3 rèpliques per a cada concentració. La recta patró 

es generà enfrontant els valors Ct obtinguts per a cada dilució (número de cicle en què 

la fluorescència emesa supera un llindar prèviament establert a la part exponencial de 

la corba d’amplificació) amb el logaritme de la quantitat de miceli corresponent a 

cadascuna d’elles. La quantitat de miceli extraradical present a les mostres problema 

es determinà per interpolació del valor Ct obtingut per a la mostra en la recta patró 

corresponent. 

 

3.4.5. Creixement  

 

Les plantes (inoculades amb L. deliciosus o controls) es mesuraren en alçada i 

diàmetre al inici i al final de l’experiment i es calculà el volum inicial i final per a cada 

planta segons la fórmula V=1/3 àrea basal x alçada. En aquest treball, s’utilitza el 
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volum com a mesura del creixement considerant-lo com un paràmetre integrador i que 

pot estar més correlacionat amb la biomassa que l’alçada o el diàmetre per si sols.  

 

3.4.6. Anàlisis estadístiques 

 

Les dades de colonització i de creixement s’analitzaren mitjançant ANOVA 

multifactorial amb tractament i temps en camp com a factors. En el cas de la 

colonització, s’inclogué la cobertura micorrízica com a covariable en els casos en què 

es disposava d’aquestes dades. Per a les anàlisis de creixement s’inclogueren les 

mesures inicials al trasplantament com a covariable. Les diferències entre grups 

s’analitzaren amb el test de Tukey. Les relacions linears entre variables s’analitzaren 

mitjançant el coeficient de correlació de Pearson. Les variables es transformaren quan 

fou necessari. En tots els casos, els resultats es consideraren significatius amb un 

valor de P<0,05. Les anàlisis es dugueren a terme amb el programa SAS® Enterprise 

Guide v 2.0.0.417 (SAS Institute Inc.) 

 

3.5. RESULTATS 

 

En tots els experiments s’observà la presència de diferents fongs ectomicorrízics 

nadius en algunes de les plantes mostrejades. La presència de micorrizes de 

Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr. fou especialment destacable, tant per la 

freqüència d’aparició com per la seva abundància en les plantes que colonitzà, 

compartint arrel amb L. deliciosus o desplaçant-lo totalment. El paper destacat 

d’aquest fong com a contaminant de l’arrel feu que, en els mostrejos de les 

microparcel·les 06 i 07, a més a més de quantificar la persistència de L. deliciosus es 

determinés també el percentatge de micorrizes de R. roseolus. Els resultats s’inclouen 

en l’apartat corresponent a aquestes plantacions. En menor freqüència s’observaren 

també micorrizes de Thelephora terrestris, Sphaerosporella brunnea o Hebeloma sp. 

La identitat de les micorrizes contaminants es determinà morfològicament, confirmant 

la determinació amb tècniques moleculars per seqüenciació de la regió ITS del rDNA. 

 

3.5.1. Influència del nivell inicial de colonització de L. deliciosus en la 

seva persistència en camp 

 

3.5.1.1. Can Badia 2 (2 nivells de colonització inicial) 
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3.5.1.1.1. Colonització radical i extraradical 

 

En el moment del trasplantament, les diferències entre el percentatge de micorrizes de 

L. deliciosus en les plantes de nivell de colonització mig (determinat per recompte 

d’arrels micorríziques en 10 plantes del lot) i el percentatge en les plantes de nivell alt 

foren significatives (P<0,0001), amb una mitjana de 36,22 % en les plantes incloses en 

la categoria nivell mig i del 68,99 % en les plantes de nivell alt.  

 

Ni el nivell inicial de colonització (mig o alt) ni el temps que les plantes estigueren en 

plantació (13 o 25 mesos) afectaren significativament el percentatge final de micorrizes 

de les plantes establertes en camp, segons es desprèn dels resultats de l’ANOVA 

corresponent. El percentatge mitjà de micorrizes de L. deliciosus, independentment del 

nivell inicial o el temps en camp, fou de 21,79 ± 3,91 % (mitjana ± error estàndard). El 

factor nivell de colonització fou però quasi significatiu (P=0,0810), suggerint un major 

percentatge de micorrizes en les plantes inicialment de nivell alt que en les de nivell 

mig.  

 

Únicament es detectà miceli de L. deliciosus en les mostres corresponents a sòl 

rizosfèric però no en les recollides amb sonda al voltant del tronc. A la figura 7 es 

mostra la recta patró definida per a la quantificació del miceli per PCR en temps real 

en el mostreig als 25 mesos (la corresponent als 13 mesos fou molt similar i no es 

mostra). Cap dels factors analitzats afectà significativament la quantitat de miceli 

extraradical de L. deliciosus present en rizosfera, tot i que la interacció entre ells fou 

quasi significativa (P=0,0567), suggerint una tendència a la disminució de la quantitat 

de miceli amb el temps en les plantes de nivell mig i una tendència a l’augment en les 

de nivell alt. La quantitat mitjana de miceli extraradical detectat fou de 69, 82 ± 16,92 

µg miceli/g sòl. Als 35 mesos de l’establiment de la plantació es dugué a terme un 

mostreig de sòl en diagonal dirigint la sonda cap al tronc de la planta per tal de recollir 

sòl proper a l’arrel en 6 plantes de la categoria nivell alt. No es detectà miceli 

extraradical en cap de les mostres. Es detectà una correlació positiva entre el 

percentatge de micorrizes de L. deliciosus i la quantitat de miceli extraradical als dos 

temps de mostreig, als 13 mesos (R= 0,9196; P<0,0001) i als 25 (R= 0,8666; P= 

0,0003). 
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3.5.1.1.2. Creixement 

 
A la figura 8 es mostren dues imatges de la plantació a diferents temps. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Recta patró establerta per a la quantificació per PCR en temps 

real de les mostres de sòl recollides a Can Badia 2. Veure material i 

mètodes per a l’explicació de la definició de la recta. 

Figura 8. Aspecte de la plantació Can Badia 2 a octubre de 2005 (imatge superior) i a 

octubre de 2006 (imatge inferior), 10 i 22 mesos després del seu establiment, respectivament.  
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No es detectaren diferències en el volum inicial de les plantes trasplantades a camp, 

amb una mitjana de 0,64 ± 0,03 cm3 (diàmetre de 0,33 cm i alçada de 21,95 cm).  

 

L’ANCOVA per al volum final mostrà un efecte significatiu del temps en camp mentre 

que ni el nivell inicial de colonització (mig, alt o control) ni el volum inicial tingueren 

efecte, tal i com es mostra a la taula 3. Es detectà també l’existència d’interacció entre 

la covariable volum inicial i el factor temps. Els resultats per a les anàlisis d’alçada i 

diàmetre finals foren els mateixos que els obtinguts per al volum. 

 

 

 

 

 

 

 

Factor (font) Valor P Nivells V final 

(cm3) 

Nivell de colonització 0,5171 alt  37,64 A 

  mig 33,20 A 

  control 36,39 A 

Temps en camp <0,0001 13 mesos 9,12 B 

  25 mesos 74,05 A 

Volum inicial (covariable) 0,6319   

Volum inicial*temps 0,0054   

Altres interaccions n.s.   

 DF   

Model 11   

Error 32   

Total corregit 43   

 

 

La correlació entre el volum final i el volum inicial de les plantes fou positiva després 

de 13 mesos en camp (R= 0,4411, P= 0,0241) però negativa als 25 mesos (R= -

0,5281; P= 0,0243), fet que explica la interacció entre el volum inicial i el temps en 

camp detectada en l’ANCOVA anterior. No es detectà correlació entre el volum final de 

les plantes i el seu percentatge de micorrizes o la quantitat de miceli extraradical de L. 

deliciosus en cap dels dos mostrejos. 

 

Taula 3. Resultats per a l’ANCOVA de dos factors del volum final de les plantes de P. pinea 

amb un nivell inicial de colonització de L. deliciosus mig, alt o sense inocular (control) als 13 i 25 

mesos del seu establiment en camp. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, 

P<0,05), DF (graus de llibertat) i les mitjanes per als diferents nivells de cada factor. Diferents 

lletres indiquen diferències significatives entre nivells segons el test de Tukey (P<0,05). Les 

dades se sotmeteren a transformació logarítmica prèviament a la seva anàlisi. N=44 
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3.5.1.2. Micro 05 (2 nivells de colonització inicial) 

 

3.5.1.2.1. Colonització radical i extraradical 

 

En el moment del trasplantament, la cobertura micorrízica inicial fou similar en totes les 

plantes, independentment de si havien estat classificades visualment com a plantes 

amb un nivell de colonització mig o alt, tal i com es desprèn de l’ANOVA corresponent. 

Els valors se situaren en un rang des de 0,24 % fins a 0,93 %, corresponent a 

percentatges estimats de micorrizes d’entre el 42,98 % i el 52,91 %. La cobertura 

mitjana fou de 0,53 ± 0,03 %, equivalent a un percentatge de micorrizes inferit de 

47,15 %, segons la recta de regressió definida a la secció 3.4.2 de l’apartat de material 

i mètodes (pàgina 74). 

 

L’ANOVA per al percentatge de micorrizes de L. deliciosus mostrà un efecte 

significatiu del factor temps en camp, mentre que el nivell inicial de colonització no 

tingué efecte en la persistència de les micorrizes (taula 4). Els resultats del test de 

Tukey mostren que el percentatge de micorrizes fou més alt als nou mesos de 

l’establiment de la plantació que en els mostrejos posteriors (taula 4). La cobertura no 

s’inclogué en l’anàlisi ja que aquest paràmetre és equivalent al factor nivell de 

colonització inicial. Els valors de cobertura s’utilitzaren a posteriori per tornar a 

classificar les plantes en noves categories de nivell mig (amb cobertura ≤ 0,53 %) i 

nivell alt. L’ANOVA de la cobertura inicial en funció dels dos nous grups mostrà 

diferències significatives entre aquests (P<0,0001), amb una cobertura superior en les 

plantes de la nova categoria nivell alt (0,67 %, equivalent a un percentatge de 

micorrizes inferit del 49 % segons la recta de regressió) que en les de nivell mig (0,39 

%, equivalent a un percentatge inferit de 45 %). Els resultats però per a l’ANOVA del 

percentatge final de micorrizes en funció d’aquestes noves categories de nivell inicial 

de colonització foren equivalents als obtinguts amb els grups originals i no mostraren 

diferències entre nivells. No es detectà correlació entre la cobertura micorrízica inicial i 

el percentatge final de micorrizes en cap dels mostrejos. 

 

Els baixos percentatges de micorrizes obtinguts ja des del primer mostreig feren que 

no es quantifiqués el miceli present en el sòl, suposant que la quantitat seria 

pràcticament nul·la en totes les mostres. 

 

 

 



Persistència en camp 

90 

 

 

 

 

 

 

 

Factor (font) Valor P Nivells % micorrizes 

Nivell colonització 0,9247 alt 8,65 A 

  mig 8,90 A 

Temps en camp <0,0001 9 mesos 19,20 A 

  19 mesos 3,51 B 

  24 mesos 2,56 B 

Interacció 0,7165   

 DF   

Model 5   

Error 39   

Total corregit 44   

 

3.5.1.2.2. Creixement  

 

Al moment del trasplantament totes les plantes presentaven un volum inicial similar, 

amb una mitjana de 1,93 ± 0,06 cm3 (corresponent a un diàmetre inicial de 0,50 cm i 

una alçada de 29,25 cm). Per a l’anàlisi del volum final s’utilitzaren les noves 

categories definides per al nivell de colonització en funció dels valors de cobertura ja 

que aquestes categories reflectiren diferències incials entre nivells de colonització 

mentre que les categories originals no. L’ANOVA per al volum final mostrà diferències 

significatives en funció del temps en camp i del volum inicial de cada planta, mentre 

que no s’observà efecte del nivell de colonització inicial (taula 5). L’anàlisi per separat 

dels paràmetres alçada i diàmetre mostrà els mateixos resultats per a les dues 

variables.  

 

Es detectà correlació positiva entre el volum inicial de les plantes i el seu volum final 

als nou mesos (R= 0,6476; P= 0,0011) i als 19 (R= 0,5571; P= 0,0087), mentre que en 

l’últim mostreig la correlació no fou significativa. D’altra banda, el volum final de les 

plantes (excloent els controls) es correlacionà negativament amb el seu percentatge 

de micorrizes de L. deliciosus després de 9 mesos en camp (R= -0,5805; P= 0,0184), 

mentre que en la resta de mostrejos no es detectà correlació entre aquests dos 

paràmetres. No es detectà correlació entre volum final i cobertura micorrízica inicial. 

Taula 4. Resultats per a l’ANOVA de dos factors del percentatge de micorrizes de L. deliciosus 

en les plantes de P. pinea amb un nivell inicial de colonització mig o alt als 9, 19 i 24 mesos del 

seu establiment en camp. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), 

DF (graus de llibertat) i les mitjanes per als diferents nivells de cada factor. Diferents lletres 

indiquen diferències significatives entre nivells segons el test de Tukey (P<0,05). Les dades se 

sotmeteren a transformació angular prèviament a la seva anàlisi. N=45 
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Factor (font) Valor P Nivells V final 

(cm3) 

Nivell colonització 0,4940 alt 23,58 A 

  mig 31,18 A 

  control 20,72 A 

Temps en camp <0,0001 9 mesos 3,54 C 

  19 mesos 17,95 B 

  24 mesos 57,02 A 

Volum inicial (covariable) <0,0001   

Interaccions n.s.   

 DF   

Model 17   

Error 46   

Total corregit 63   

 

3.5.2. Influència del factor soca inoculada en la persistència en camp de 

L. deliciosus 

 

3.5.2.1. Can Badia 1 (2 soques de L. deliciosus) 

 

3.5.2.1.1. Colonització radical i extraradical 

 

Abans del trasplantament a camp, el percentatge mitjà de micorrizes de L. deliciosus 

era del 36,91 ± 5,26 % en les plantes inoculades amb la soca 178 i del 48,80 ± 1,37 % 

en les inoculades amb la soca 312. No es detectaren micorrizes de L. deliciosus en les 

plantes inoculades amb la soca 178 en cap dels mostrejos realitzats mentre que el 

fong sí que es mantingué en les plantes inoculades amb la soca 312. El factor fong 

inoculat s’exclogué per tant de l’anàlisi estadística i s’avaluà l’efecte del temps de 

mostreig en la colonització radical de les plantes inoculades amb la soca 312. 

L’ANOVA per al percentatge de micorrizes de la soca 312 de L. deliciosus en funció 

del temps en camp fou no significatiu. El percentatge mitjà de micorrizes per aquesta 

Taula 5. Resultats per a l’ANCOVA de dos factors del volum final de les plantes de P. pinea 

amb un nivell inicial de colonització de L. deliciosus mig, alt o sense inocular (control) als 9, 19 i 

24 mesos del seu establiment en camp. Es mostren els valors de P (en negreta quan 

significatius, P<0,05), DF (graus de llibertat) i les mitjanes per als diferents nivells de cada 

factor. Diferents lletres indiquen diferències significatives entre nivells segons el test de Tukey 

(P<0,05). Les dades se sotmeteren a transformació logarítmica prèviament a la seva anàlisi. 

N=64 
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soca fou de 18,14 ± 7,23 %, independentment del temps passat en camp (15 o 25 

mesos).   

 

La quantificació del miceli en el sòl es dugué a terme únicament 25 mesos després de 

l’establiment de la plantació. A la figura 9 es mostra la recta patró definida per a la 

quantificació de les mostres amb la tècnica PCR en temps real. Es detectà miceli 

extraradical de L. deliciosus en les mostres corresponents al sòl rizosfèric (directament 

adherit a l’arrel) de plantes inoculades amb la soca 312 (mitjana= 169,89 ± 137,18 µg 

miceli/ g sòl) mentre que no se’n detectà en les inoculades amb la soca 178. Tampoc 

hi hagué detecció de miceli en les mostres recollides amb sonda a una determinada 

distància del tronc (10 o 20 cm) per a cap de les dues soques. Les variables 

percentatge de micorrizes i quantitat de miceli extraradical per a la soca 312 es 

correlacionaren positivament (R= 0,8841; P= 0,0016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2.1.2. Creixement 

 

Abans del trasplantament a camp totes les plantes presentaven un volum inicial 

similar, segons mostrà l’ANOVA corresponent. El volum inicial mitjà de les plantes fou 

de 1,52  ± 0,06 cm3 (corresponent a un diàmetre mitjà de 0,42 cm i una alçada de 

32,08 cm) 

 

El volum final fou significativament més gran en les plantes que portaven més temps 

en camp i no es veié afectat ni pel tractament d’inoculació (tot i que aquest factor fou 

quasi significatiu, suggerint un major creixement de les plantes inoculades amb la soca 

312) ni pel volum inicial de la planta (covariable), tal i com s’observa a la taula 6. 

L’anàlisi per separat d’alçada i diàmetre mostrà els mateixos resultats.  

y = -3,1207x + 33,933

R2 = 0,9939
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Figura 9. Recta patró establerta per a la quantificació per PCR en temps real de les mostres 

de sòl recollides a Can Badia. Veure material i mètodes per a detalls de la definició de la recta. 
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Factor (font) Valor P Nivells V final 

(cm3) 

Fong inoculat 0,0673 178 26,83 A 

  312 40,57 A 

  control 28,21 A 

Temps en camp <0,0001 15 mesos 5,04 B 

  25 mesos 51,06 A 

Volum inicial (covariable) 0,1249   

Interaccions n.s.   

 DF   

Model 11   

Error 25   

Total corregit 36   

 

El volum final i l’inicial no es correlacionaren significativament en cap dels dos 

mostrejos. Es detectà una correlació positiva entre el volum final i el percentatge de 

micorrizes (R= 0,7817; P= 0,0128) o la quantitat de miceli extraradical (R= 0,7653; P= 

0,0162) després de 25 mesos en camp en les plantes inoculades amb la soca 312. 

A la figura 10 es mostra l’aspecte de la plantació després de quasi tres anys en camp.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Aspecte de la plantació Can Badia 1 a octubre de 2005 (2 

anys i 10 mesos del seu establiment)  

Taula 6. Resultats per a l’ANCOVA de dos factors del volum final de les plantes de P. pinea 

inoculades amb les soques 178, 312 de L. deliciosus o no inoculades (controls) als 15 i 25 

mesos del seu establiment en camp. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, 

P<0,05), DF (graus de llibertat) i les mitjanes per als diferents nivells de cada factor. Diferents 

lletres indiquen diferències significatives entre nivells segons el test de Tukey (P<0,05). Les 

dades se sotmeteren a transformació logarítmica prèviament a la seva anàlisi. N=37 
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3.5.2.2. Micro 06 (5 soques de L. deliciosus) 

 

3.5.2.2.1. Colonització radical i extraradical 

 

El percentatge de cobertura micorrízica abans de l’establiment de les plantes en camp 

fou diferent entre soques inoculades tal i com es desprèn de l’ANOVA i el test de 

Tukey corresponents (taula 7). Es mostren també els valors de percentatge de 

micorrizes inferit per a cada mitjana de cobertura segons la recta de regressió definida 

a la secció 3.4.2 de l’apartat de material i mètodes (pàgina 74) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Factor (font) Valor P Nivells % Cobertura % micorrizes estimat 

Fong inoculat <0,0001 312 1,69 A 63,86 

  313 0,98 B 53,63 

  330 1,05 B 54,64 

  332 0,64 BC 48,74 

  335 0,32 C 44,13 

 DF    

Model 4    

Error 55    

Total corregit 59    

 

Els resultats per a la colonització radical mostraren la pèrdua del fong en el mostreig 

realitzat als 14 mesos per a totes les soques inoculades. El factor temps de mostreig 

s’exclogué per tant de l’anàlisi i aquesta es dugué a terme únicament amb les dades 

del mostreig als vuit mesos. La persistència de les micorrizes de L. deliciosus després 

de vuit mesos en camp fou significativament diferent entre soques (312, 313, 330, 332, 

335) tal i com es mostra a la taula 8. La interacció entre cobertura i fong inoculat fou 

quasi significativa reflectint que la soca amb una major colonització inicial (312) no fou 

la que més persistí en camp mentre que les plantes inoculades amb la 332, inicialment 

poc colonitzades, mantingueren la micorrizació en camp. 

Taula 7. Resultats per a l’ANOVA de la cobertura micorrízica de L. deliciosus en les plantes de 

P. pinea inoculades amb les soques 312, 313, 330, 332 i 335 abans del seu trasplantament a 

camp. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), DF (graus de llibertat) 

i les mitjanes per als diferents nivells de cada factor així com el percentatge de micorrizes 

estimat. Diferents lletres indiquen diferències significatives entre nivells segons el test de Tukey 

(P<0,05). Les dades se sotmeteren a transformació logarítmica prèviament a la seva anàlisi. 

N=60 
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Concretament, la correlació entre la colonització inicial i final fou negativa per a la soca 

312 (R= -0,8372; P=0,0376) i positiva per a la 332 (R= 0,9022; P=0,0139). D’altra 

banda, el percentatge final de micorrizes de R. luteolus fou clarament superior al de 

qualsevol de les soques de L. deliciosus però també es detectà una disminució 

significativa amb el temps en camp (P= 0,0203), amb un percentatge de micorrizes 

mitjà de 63,18 % als vuit mesos en camp i de 25,17 % als 14 mesos. 

 

La pèrdua o disminució dels fongs inoculats amb el temps en camp coincidí amb 

l’augment del percentatge d’arrels micorrizades amb R. roseolus, present en el sòl de 

manera natural. El nombre de plantes colonitzades per aquest fong fou similar en els 

dos mostrejos (aproximadament un terç del total) però el percentatge de micorrizes en 

les plantes que colonitzà fou significativament més alt (P<0,0001) després de 14 

mesos en camp (percentatge mitjà de 78,51 %) que després de vuit  (36,65 %)  

 

 

 

 

 

 

 

Factor (font) Valor P Nivells % micorrizes 

Fong inoculat 0,0024 312 3,70 B 

  313 27,92 A 

  330 0,00 B 

  332 5,33 AB 

  335 1,13 B 

Cobertura inicial (covariable) 0,9226   

Interacció 0,0784   

 DF   

Model 9   

Error 20   

Total corregit 29   

 

Es detectà miceli extraradical de L. deliciosus en les mostres de sòl rizosfèric 

recollides en el mostreig realitzat després de vuit mesos en camp. No hi hagué 

detecció en el mostreig dels 14 mesos ni tampoc en les mostres recollides amb sonda 

a 10 cm del tronc. A la figura 11 es mostra la recta patró definida per a la quantificació 

per PCR en temps real de les mostres corresponents al mostreig realitzat als vuit 

Taula 8. Resultats per a l’ANCOVA del percentatge de micorrizes en les plantes de P. pinea 

inoculades amb les soques 312, 313, 330, 332, 335 de L. deliciosus als 8 mesos del seu 

establiment en camp. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), DF 

(graus de llibertat) i les mitjanes per als diferents nivells de cada factor. Diferents lletres 

indiquen diferències significatives entre nivells segons el test de Tukey (P<0,05).Les dades se 

sotmeteren a transformació angular prèviament a la seva anàlisi. N=30 
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mesos en camp. L’anàlisi de la quantitat de miceli es dugué a terme amb les dades 

corresponents a les mostres de sòl rizosfèric del mostreig corresponent als vuit mesos, 

excloent el factor temps de l’anàlisi. Aquesta anàlisi mostrà que no hi ha diferències 

significatives entre soques en la quantitat de miceli detectada en el sòl rizosfèric ni 

efecte significatiu de la cobertura micorrízica inicial (covariable). La quantitat de miceli 

detectada fou, en tots casos, molt baixa, amb una mitjana de 0,29 ± 0,16 µg miceli/g 

sòl, independentment de la soca. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Després de vuit mesos en camp, es detectà una correlació positiva entre el 

percentatge de micorrizes de L. deliciosus i la quantitat de miceli extraradical present 

en el sòl de la planta corresponent (R= 0,3776; P= 0,0397). No es detectà correlació 

entre la cobertura micorrízica inicial i el percentatge final de micorrizes o la quantitat de 

miceli rizosfèric.  

 

3.5.2.2.2. Creixement  

 

A la figura 12 es mostra l’aspecte de la microparcel·la després de sis mesos en camp.  

 

No es detectaren diferències en el volum inicial de les plantes trasplantades a camp, 

excepte per a les plantes inoculades amb R. luteolus que presentaren un volum 

significativament inferior a la resta (P=0,0142), amb unes mitjanes de 2,27 cm3 per a 

les plantes inoculades amb L. deliciosus o no inoculades (corresponent a un diàmetre 

mitjà de 0,49 cm i una alçada de 35,83 cm) i de 1,85 cm3 per a les plantes inoculades 

amb R. luteolus (diàmetre mitjà de 0,46 cm i alçada de 33,00 cm)  

 

Figura 11. Recta patró establerta per a la quantificació per PCR en temps 

real de les mostres de sòl recollides a la microparcel·la 06. Veure material i 

mètodes per a l’explicació de la definició de la recta. 

y = -3,315x + 33,025

R2 = 0,9965
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A causa de la pèrdua del fong, el factor temps de mostreig s’exclogué també de 

l’anàlisi de creixement i aquesta es dugué a terme únicament amb les dades del 

mostreig als vuit mesos. L’ANOVA per al volum final mostrà un efecte significatiu del 

volum inicial (P= 0,0462), mentre que el tractament d’inoculació no tingué cap efecte 

(P= 0,3184). El volum mitjà de les plantes després de vuit mesos en camp fou de 

15,51 ± 0,98 cm3, independentment del tractament d’inoculació (soques 312, 313, 330, 

332, 335 de L. deliciosus, R. luteolus o plantes no inoculades). Tampoc es detectaren 

diferències per al diàmetre però sí per a l’alçada, que fou superior en les plantes 

inoculades amb les soques 332 o 330, intermitja en les inoculades amb la soca 313, 

335 o no inoculades i baixa per a les inoculades amb R. luteolus o la soca 312.    

 

Es detectà una correlació positiva entre el volum inicial de les plantes i el seu volum 

final als vuit mesos de l’establiment de les plantes en camp (R= 0,3147; P= 0,0424). 

No s’observà correlació entre el volum final i el percentatge de micorrizes o la quantitat 

de miceli extraradical de L. deliciosus després de vuit mesos en camp. El volum final 

tampoc es correlacionà amb el percentatge de micorrizes de R. luteolus en cap dels 

dos mostrejos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2.3. Micro 07 Cabrils (4 soques de L. deliciosus) 

 

3.5.2.3.1. Colonització radical i extraradical 

 

Figura 12. Aspecte de la microparcel·la 06 a octubre de 2006 (6 mesos en camp)  



Persistència en camp 

98 

 

La mortalitat en aquesta microparcel·la fou molt elevada, probablement a causa 

d’algun problema en l’establiment de la plantació que feu que les plantes no arrelessin 

correctament i morissin als pocs mesos. Als sis mesos es recolliren per tant totes les 

plantes que quedaven vives, dues inoculades amb la soca 217, tres amb la soca 312, 

sis amb la 313, sis amb la 330 i sis plantes no inoculades (controls)  

 

La presència de micorrizes a l’arrel (de L. deliciosus o fongs contaminants) fou baixa. 

El percentatge mitjà de micorrizes de L. deliciosus després de sis mesos en camp fou 

de 4,71 ± 2,03 % i no es detectaren diferències significatives en funció de la soca 

inoculada. Degut als problemes de supervivència de les plantes i de pèrdua del fong, 

no es calcularen els valors de cobertura micorrízica inicial mitjançant l’anàlisi de les 

fotografies digitals preses abans del trasplantament a camp. Tot i així, les plantes 

pertanyien al mateix lot d’inoculació que les trasplantades a la microparcel·la 07 de La 

Bisbal de manera que els valors de cobertura serien equivalents als d’aquestes plantes 

i és de suposar que la baixa incidència de L. deliciosus no es deuria a un problema de 

baixa colonització inicial. No es detectà miceli extraradical de L. deliciosus en el sòl 

rizosfèric de cap de les plantes mostrejades. 

 

3.5.2.3.2. Creixement 

 

Totes les plantes presentaren al trasplantament un volum inicial similar, amb una 

mitjana de 2,11 ± 0,14 cm3 (corresponent a un diàmetre inicial de 0,49 cm i a una 

alçada de 33,09 cm). L’ANOVA per al volum final mostrà un efecte significatiu del 

volum inicial de cada planta (P<0,0001) mentre que no es detectà cap efecte del 

tractament d’inoculació. El volum mitjà de les plantes després de sis mesos en camp 

fou de 2,35 ± 0,13 cm3, independentment del tractament inicial d’inoculació. En les 

anàlisis d’alçada i diàmetre per separat, no es detectaren diferències per al diàmetre 

però sí per a l’alçada, que fou inferior en les plantes inoculades amb la soca 312 de L. 

deliciosus. 

 

Les variables volum final i volum inicial es correlacionaren positivament (R= 0,8470; 

P<0,0001) mentre que no es detectà correlació entre el volum final i el percentatge de 

micorrizes de L. deliciosus. 

 

3.5.2.4. Micro 07 La Bisbal (5 soques de L. deliciosus) 

 

3.5.2.4.1. Colonització radical i extraradical 
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L’ANOVA per a la cobertura micorrízica inicial mostrà diferències en funció de la soca 

de L. deliciosus inoculada i el test de Tukey revelà que la soca 330 presentava a l’inici 

una cobertura micorrízica superior a la de la resta de soques (taula 9). Es mostren 

també els valors de percentatge de micorrizes inferit per a cada mitjana de cobertura 

segons la recta de regressió definida a la secció 3.4.2 de l’apartat de material i 

mètodes (pàgina 74) 

 

 

 

 

 

 

 

Factor (font) Valor P Nivells % Cobertura % micorrizes estimat 

Fong inoculat <0,0001 178 0,45 B 46,00 

  217 0,83 B 51,47 

  312 0,53 B 47,15 

  313 0,90 B 52,48 

  330 2,07 A 69,33 

 DF    

Model 4    

Error 25    

Total corregit 29    

 

La persistència de les micorrizes als sis mesos de l’establiment de la plantació fou 

diferent entre soques inoculades, tal i com es desprèn de l’ANOVA corresponent (taula 

10), sent inferior en les plantes inoculades amb les soques 178 o 312 de L. deliciosus. 

El percentatge de micorrizes del fong contaminant R. roseolus (present en el sòl de 

manera natural) també fou significativament diferent (P=0,0118) entre tractaments 

(incloent en l’anàlisi les plantes inoculades amb les cinc soques de L. deliciosus així 

com les plantes no inoculades). El test de Tukey revelà que la incidència d’aquest fong 

fou alta en les plantes control (percentatge del 33,66 %), mitjana en les plantes 

inoculades amb les soques 178, 312 i 330 (14,92 %) i baixa en les inoculades amb les 

soques 217 i 313 (6,36 %). Es detectà una correlació negativa entre el percentatge de 

micorrizes de L. deliciosus de les plantes trasplantades a camp i el seu percentatge de 

micorrizes de R. roseolus (R= -0,4384; P=0,0075) 

 

Taula 9. Resultats per a l’ANOVA de la cobertura micorrízica de L. deliciosus en les plantes de 

P. pinea inoculades amb les soques 178, 217, 312, 313 i 330 abans del seu trasplantament a 

camp. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), DF (graus de llibertat) 

i les mitjanes per als diferents nivells de cada factor així com el percentatge de micorrizes 

estimat. Diferents lletres indiquen diferències significatives entre nivells segons el test de Tukey 

(P<0,05). Les dades se sotmeteren a transformació logarítmica prèviament a la seva anàlisi. 

N=30 
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Factor (font) Valor P Nivells % micorrizes 

Fong inoculat 0,0006 178 1,41 B 

  217 42,44 A 

  312 21,72 AB 

  313 53,94 A 

  330 79,36 A 

Cobertura inicial (covariable) 0,6408   

Interacció 0,9953   

 DF   

Model 9   

Error 20   

Total corregit 29   

 

Es detectà miceli extraradical de L. deliciosus en les mostres de sòl recollides amb 

sonda a 10 cm del tronc (no es recollí sòl rizosfèric). La quantitat de miceli present en 

el sòl de les mostres avaluades s’establí segons la recta patró definida a la figura 13. 

La biomassa miceliar no es veié afectada ni per la soca amb què s’inoculà la planta 

(P=0,0797) ni per la seva cobertura inicial (P=0,2365), segons l’ANOVA corresponent. 

La quantitat mitjana fou de 2,43 µg miceli/g sòl. El factor soca inoculada fou quasi 

significatiu i el test de Tukey corresponent suggerí una major detecció de miceli per a 

la soca 312, mitjana per a les soques 217, 313 i 330 i baixa per a la soca 178.  

 

Es detectà una correlació positiva entre la cobertura micorrízica inicial i el percentatge 

final de micorrizes de L. deliciosus (R=0,4166; P=0,0220). La correlació entre la 

quantitat de miceli detectada a 10 cm del sòl i el percentatge final de micorrizes no fou 

significativa (R=0,2548; P=0,1742). Tampoc ho fou la correlació entre la quantitat de 

miceli i la cobertura micorrízica inicial de les plantes (R=0,2147; P=0,2544) 

 

 

 

 

 

Taula 10. Resultats per a l’ANCOVA del percentatge de micorrizes de L. deliciosus en les 

plantes de P. pinea inoculades amb les soques 178, 217, 312, 313 o 330 als 6 mesos del seu 

establiment en camp. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), DF 

(graus de llibertat) i les mitjanes per als diferents nivells de cada factor. Diferents lletres 

indiquen diferències significatives entre nivells segons el test de Tukey (P<0,05). Les dades se 

sotmeteren a transformació angular prèviament a la seva anàlisi. N=30 
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3.5.2.4.2. Creixement  

 

A la figura 14 es mostra l’aspecte de la microparcel·la al moment del seu establiment.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al moment del trasplantament a camp, les plantes presentaven un volum inicial similar. 

El volum inicial mitjà fou de 1,70 ± 0,08 cm3 (corresponent a un diàmetre inicial de 0,45 

cm i a una alçada de 31,28 cm).  

 

L’ANCOVA per al volum final mostrà un efecte significatiu del volum inicial (P<0,0001), 

mentre que no es detectà cap efecte del tractament d’inoculació. El volum mitjà de les 

plantes després de sis mesos en camp fou de 3,24 ± 0,12 cm3, independentment del 

tractament inicial d’inoculació. L’ANOVA per separat de l’alçada i el diàmetre mostrà el 

Figura 14. Aspecte de la microparcel·la 07 de La Bisbal al seu establiment (març 2007)  

y = -3,4132x + 32,229

R2 = 0,9963
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Figura 13. Recta patró establerta per a la quantificació per PCR en temps 

real de les mostres de sòl recollides a la microparcel·la 07 de La Bisbal. 

Veure material i mètodes per a l’explicació de la definició de la recta. 
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mateix resultat per a l’alçada mentre que no es detectà cap efecte significatiu per al 

diàmetre. 

 

Les variables volum inicial i volum final es correlacionaren de manera positiva 

(R=0,6778; P<0,0001) mentre que no es detectà correlació entre el volum final i el 

percentatge de micorrizes, la cobertura inicial o la quantitat de miceli extraradical. 

 

3.5.2.5. Comparació de resultats entre localitats 

 

3.5.2.5.1. Colonització radical i extraradical 

 

Donat que la microparcel·la 07 de Cabrils va presentar problemes d’elevada mortalitat 

s’han comparat les dades de la microparcel·la 07 de La Bisbal amb les de la 

microparcel·la 06 de Cabrils per a les tres soques que tenien en comú. El mostreig de 

les plantes va tenir lloc als sis mesos en la microparcel·la de La Bisbal i als vuit en la 

de Cabrils. Prenem com a supòsit, que aquest fet no afectarà significativament els 

resultats de colonització. Caldrà, en canvi, tenir-ho en compte en la interpretació dels 

resultats de creixement. Tot i així, els mesos de diferència són novembre i desembre, 

mesos en què suposadament les plantes creixen poc. 

 

L’ANOVA per a la cobertura micorrízica inicial de les plantes mostrà un efecte 

significatiu del tractament d’inoculació (soca, P= 0,0034) així com interacció entre el 

tractament i la localitat (P<0,0001). El test de Tukey es dugué per tant a terme per 

separat per als dos factors, analitzant les diferències entre soques a cada localitat 

(taula 11)  

 

 

 

 

 

 

  Localitat  

 La Bisbal Cabrils 

Fong inoculat % cobertura % micorrizes % cobertura % micorrizes 

312 0,54 B 47,30 1,84 A 66,02 

313 0,90 B 52,48 1,01 B 54,06 

330 2,07 A 69,33 1,11 B 55,50 

Taula 11. Cobertura micorrízica inicial i percentatge de micorrizes estimat per a cada fong 

(soques 312, 313, 330) en cada localitat (La Bisbal i Cabrils). Diferents lletres indiquen 

diferències significatives entre fongs segons el test de Tukey (P<0,05). Les dades se 

sotmeteren a transformació logarítmica prèviament a la seva anàlisi. N=18 a cada localitat. 
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El percentatge de micorrizes de L. deliciosus després d’un temps en camp es veié 

significativament afectat per la localitat i pel tractament d’inoculació, amb percentatges 

superiors a La Bisbal i per a la soca 313, tal i com es mostra a la taula 12.  

 

 

 

 

 

 

 

Factor (font) Valor P Nivells % micorrizes 

Fong inoculat 0,0017 312 12,71 B 

  313 40,93 A 

  330 23,86 B 

Localitat <0,0001 Cabrils 10,54 B 

  Bisbal 41,13 A 

Cobertura inicial (covariable) 0,3590   

Interaccions n.s.   

 DF   

Model 5   

Error 30   

Total corregit 35   

 

No es pogué dur a terme l’ANOVA per a la quantitat de miceli extraradical de L. 

deliciosus present en el sòl recollit a 10 cm del tronc ja que la seva detecció a la 

microparcel·la de Cabrils fou nul·la.  

 

3.5.2.5.2. Creixement 

 

El volum inicial de les plantes al moment del trasplantament fou significativament 

superior (P<0,0001) per a les plantes trasplantades a Cabrils, amb una mitjana de 2,31 

cm3 (corresponent a un diàmetre de 0,49 cm i a una alçada de 35,75 cm) respecte als 

1,63 cm3 de les plantes trasplantades a La Bisbal (corresponent a un diàmetre de 0,44 

cm i a una alçada de 31,96 cm)  

 

Taula 12. Resultats per a l’ANOVA del percentatge de micorrizes de L. deliciosus en les plantes 

de P. pinea inoculades amb les soques 312, 313 o 330 trasplantades a Cabrils o a La Bisbal. Es 

mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), DF (graus de llibertat) i les 

mitjanes per als diferents nivells de cada factor. Diferents lletres indiquen diferències 

significatives entre nivells segons el test de Tukey (P<0,05). Les dades se sotmeteren a 

transformació angular prèviament a la seva anàlisi. N=36 



Persistència en camp 

104 

 

L’ANOVA per al volum final de les plantes mostrà un efecte significatiu de la localitat 

(tot i que cal tenir en compte que les plantes de Cabrils van romandre dos mesos més 

en camp) i del volum inicial, tal i com s’observa a la taula 13. 

 

 

 

 

 

 

 

Factor (font) Valor P Nivells V final 

(cm3) 

Fong inoculat 0,8496 312 8,35 A 

  313 8,75 A 

  330 9,81 A 

  control 9,88 A 

Localitat <0,0001 Cabrils 15,13 A 

  Bisbal 3,26 B 

Volum inicial (covariable) <0,0001   

Interaccions n.s.   

 DF   

Model 15   

Error 32   

Total corregit 47   

 

 

Es detectà correlació positiva entre volum final i inicial amb totes les dades agrupades 

(R= 0,6153; P<0,0001). No es calculà la correlació entre volum final i percentatge de 

micorrizes o quantitat de miceli de L. deliciosus perquè els valors baixos d’abundància 

del fong corresponen a les mostres de Cabrils i suposem que el factor localitat té molt 

més pes a l’hora de determinar les diferències en volum que no pas l’efecte que pugui 

tenir el fong. 

 

 

 

 

 

 

Taula 13. Resultats per a l’ANCOVA del volum final de les plantes de P. pinea inoculades amb 

la soca 312, 313 o 330 de L. deliciosus trasplantades a Cabrils o a La Bisbal. Es mostren els 

valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), DF (graus de llibertat) i les mitjanes per als 

diferents nivells de cada factor. Diferents lletres indiquen diferències significatives entre nivells 

segons el test de Tukey (P<0,05). Les dades se sotmeteren a transformació logarítmica 

prèviament a la seva anàlisi. N=48 
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3.5.2.6. Resum de resultats dels diferents experiments 

 

3.5.2.6.1. Colonització radical i extraradical 

 

A la taula 14 es mostra el resum dels resultats obtinguts per a la colonització radical i 

extraradical de L. deliciosus en els diferents experiments duts a terme en el marc 

d’aquesta tesi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Efecte en % micorrizes Efecte en quantitat miceli Correlació(1) 

 nivell 

colonització 

Soca 

inoculada 

Nivell 

colonització 

Soca 

inoculada 

micorrizes/miceli 

rizosfèric 

Can Badia 2 no Ø no Ø + 

Micro 05 no Ø Ø Ø Ø 

Can Badia 1 Ø sí Ø sí + 

Micro 06 Ø sí Ø no + 

Micro 07 Bisbal Ø sí Ø no no(2) 

 
(1) determinació de la correlació: Can Badia 2: 13 i 25 mesos; Can Badia 1: 25; microparcel·la 

06: vuit; microparcel·la 07 La Bisbal: sis. 
(2) miceli recollit a 10 cm del tronc. 

 

 

3.5.2.6.2. Creixement 

 

A la taula 15 es mostra el resum dels resultats obtinguts per al creixement de les 

plantes de P. pinea en els diferents experiments duts a terme en el marc d’aquesta 

tesi. 

 

 

Taula 14. Taula-resum dels resultats obtinguts en els experiments de persistència vegetativa de 

L. deliciosus en camp. S’indica si els factors analitzats tingueren o no efecte en el percentatge 

de micorrizes de L. deliciosus o la seva quantitat de miceli extraradical segons l’ANOVA 

corresponent així com la correlació entre aquests dos paràmetres. Per al factor nivell de 

colonització es consideren tres categories diferents (alt, mig o control). Per al factor soca 

inoculada es consideren les soques utilitzades en cada experiment més el tractament control. 

Les dades de la microparcel·la 07 Cabrils no es tingueren en compte pels problemes que 

presentà aquesta plantació. Ø = no avaluat; sí =  amb efecte; no = sense efecte o correlació, + 

= correlació positiva; - = correlació negativa 
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 Efecte en volum final Correlacions(1) de volum final amb 

 nivell 

colonització 

Soca 

inoculada 

volum 

inicial 

percentatge 

micorrizes 

miceli 

rizosfèric 

Can Badia 2 no Ø +/- no no 

Micro 05 no Ø + - Ø 

Can Badia 1 Ø no no + + 

Micro 06 Ø no + no no 

Micro 07 Bisbal Ø no + no no(2) 

 
(1) determinació correlacions: Can Badia 2: 13 i 25 mesos; microparcel·la 05: nou, 19 i 24 

(només als nou mesos per a les micorrizes); Can Badia 1: 13 i 25 (només als 25 per al miceli); 

microparcel·la 06: vuit i 14 (vuit per a micorrizes i miceli); microparcel·la 07 La Bisbal: sis. 
 (2) miceli recollit a 10 cm del tronc. 

 

3.6. DISCUSSIÓ 

 

La determinació de la cobertura micorrízica mitjançant l’anàlisi de fotografies digitals 

permeté una caracterització ràpida i acurada de la colonització radical de L. deliciosus. 

Proposem aquest sistema com a mètode no destructiu per al seguiment individualitzat 

de plantes micorrizades amb aquesta espècie fungica. El color de les micorrizes pot 

variar en funció de l’edat i el grau d’humitat. Igualment, el color obtingut en la fotografia 

dependrà de la configuració de la càmera i de les condicions lumíniques. Per aquestes 

raons, en cada experiment caldrà seleccionar el color i el rang de variació tolerable 

que permetin la detecció acurada de les micorrizes de L. deliciosus de manera que 

puguem obtenir resultats comparables entre experiments. En qualsevol cas, l’eficàcia 

d’aquest sistema per a l’avaluació de la colonització radical d’altres espècies 

Taula 15. Taula-resum dels resultats obtinguts per als paràmetres de creixement en les 

diferents plantacions establertes amb planta inoculada amb L. deliciosus o sense inocular. 

S’indica si els factors analitzats tingueren o no efecte en el volum final de les plantes segons 

l’ANOVA corresponent així com les correlacions d’aquest paràmetre amb el volum inicial, el 

percentatge de micorrizes o la quantitat de miceli de L. deliciosus. Per al factor nivell de 

colonització es consideren tres categories diferents (alt, mig o control). Per al factor soca 

inoculada es consideren les soques utilitzades en cada experiment més el tractament control.  

Les dades de la microparcel·la 07 Cabrils no es tingueren en compte pels problemes que 

presentà aquesta plantació. Ø = no avaluat; sí =  amb efecte; no = sense efecte o correlació, + 

= correlació positiva; - = correlació negativa 
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ectomicorríziques dependrà de la possibilitat de distingir-ne les micorrizes pel seu color 

en la matriu del sòl o substrat de creixement.  

 

La tècnica PCR en temps real permeté detectar específicament i quantificar el miceli 

extraradical de L. deliciosus en els dos sòls avaluats, el de Cabrils i el de La Bisbal, 

amb una elevada sensibilitat (límit de detecció de 2 µg miceli/ g sòl). Prèviament a 

aquest treball, Landeweert et al. (2003b) posaren a punt la tècnica PCR en temps real 

per a la quantificació dels fongs Suillus bovinus (Pers.) Roussel i Paxillus involutus i 

Schubert et al. (2003) per al fong Piloderma croceum Erikss. et Hjortstam (creixent en 

cultiu pur i en rizotron). En aquests estudis, a diferència d’aquest treball, els resultats 

de la PCR en temps real s’expressaren en unitats de quantitat de DNA (pmols DNA/g 

sòl o nombre de còpies ITS, respectivament). Raidl et al. (2005) determinaren la 

relació entre el nombre de còpies ITS obtinguts per PCR en temps real i la biomassa 

miceliar de P. croceum determinant que 109 còpies ITS corresponen a 0,79 mg d’hifes 

de P. croceum (pes sec). Donat que la regió ITS té moltes còpies en el genoma fúngic 

i el nombre de còpies pot variar entre espècies (Gardes i Bruns 1993), és necessària 

una calibració i conversió de quantitat de còpies ITS a biomassa absoluta per a cada 

espècie amb què vulguem treballar.  

 

Els estudis de Schubert et al. (2003) i Raidl et al. (2005) ressalten les dificultats en 

mesurar la longitud hifal de diferents mostres així com la manca de protocols 

d’extracció de DNA lliure d’inhibidors de la PCR a partir de mostres de sòl. En aquest 

treball, hem aconseguit superar el problema de l’extracció i purificació de DNA a partir 

de mostres de sòl mitjançant l’ús del kit PowerSoilTM, dissenyat per ser utilitzat amb 

mostres de camp amb un elevat contingut d’àcids húmics, coneguts inhibidors de la 

PCR. D’altra banda, els estàndards per definir la recta patró es prepararen per 

extracció directa de DNA a partir d’una mescla d’una quantitat coneguda de miceli 

fresc amb sòl, establint així una relació directa entre els valors de fluorescència 

obtinguts i la biomassa miceliar inicial. El mètode proposat en aquest treball permet 

per tant la quantificació del miceli sense la necessitat d’establir una correlació entre la 

biomassa miceliar i el nombre de còpies ITS, evitant així els problemes de conversió 

quan es desconeix el nombre de còpies de la regió ITS en el genoma. Amb aquest 

sistema s’evita també haver de buscar gens amb un nombre de còpies conegut com a 

alternativa a la regió ITS tal i com proposen Landeweert et al. (2003b).  

 

La quantitat de DNA extret a partir de diferents mescles de cadascun dels dos sòls 

amb la mateixa quantitat afegida de miceli fou similar i les subsegüents dilucions 
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seriades mostraren valors Ct també similars i reproduïbles. A més a més, també 

s’obtingueren rectes patró similars al realitzar diferents extraccions de DNA a partir de 

mescles de sòl amb una quantitat de miceli decreixent (10 vegades menys en cada 

extracció, dades no mostrades). Tot i així, en la posada a punt de la tècnica 

observàrem que en utilitzar colònies de sis mesos d’edat per a l’extracció de DNA amb 

miceli afegit en comptes de colònies en creixement actiu, les corbes d’amplificació es 

desplaçaren consistentment dos cicles a la dreta indicant una disminució en la 

quantitat de DNA recuperada per µg de miceli d’aproximadament quatre vegades (dos 

per cicle). Aquest fet s’ha de tenir en compte en la quantificació absoluta del miceli ja 

que la quantitat total de miceli serà subestimada a mesura que augmenti la proporció 

d’hifes senescents en la mostra. Si prenem com a hipòtesi que el miceli vell en el sòl 

es degrada ràpidament, la recuperació de DNA per unitat de biomassa miceliar en el 

procés d’extracció de mostres de camp hauria de ser similar a la que s’obté a partir de 

colònies en creixement actiu (de fins a un mes d’edat en el cas de L. deliciosus). 

Caldrien estudis per comprovar la validesa de la hipòtesi formulada però, tot i així, en 

aquest treball les dades de quantitat de miceli s’utilitzen per comparar els resultats 

obtinguts en diferents tractaments de manera que els valors absoluts són poc 

importants.  

 

Els resultats obtinguts en els diferents experiments en camp indiquen que la 

persistència de les micorrizes de L. deliciosus i l’extensió del seu miceli extraradical en 

el sòl és diferent en les dues localitats estudiades. En aquest sentit, la plantació de La 

Bisbal ha mostrat ser molt més favorable a la persistència d’aquest fong. Per raons de 

disponibilitat, manteniment i proximitat al centre on s’ha desenvolupat aquesta tesi, la 

majoria d’experiments de camp s’han dut a terme a Cabrils mentre que per a La Bisbal 

només disposem de les dades d’un mostreig en una microparcel·la establerta l’any 

2007. Tot i així, les dades dels experiments de competència del proper capítol reforcen 

aquest resultat. En els dos experiments que es compararen per avaluar l’efecte de la 

localitat, els percentatges inicials de micorrizes de L. deliciosus, inferits per anàlisi 

d’imatges de les plantes inoculades amb aquest fong, se situaren entre el 45 % i el 70 

%, percentatges clarament superiors al 33 %. Aquest valor ha estat suggerit com a 

mínim acceptable per al trasplantament a camp per alguns autors (Wang i Hall 2004). 

Sota aquestes condicions teòricament idònies per a l’establiment del fong en camp, la 

persistència de micorrizes i l’expansió del miceli extraradical de L. deliciosus foren 

significativament diferents entre localitats. Tenint en compte que les condicions 

climàtiques i el nivell dels principals fongs ectomicorrízics nadius presents en el sòl 
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foren similars, atribuïm les diferències entre localitats majoritàriament a diferències en 

el tipus de sòl.  

 

En l’experiment de La Bisbal es detectà miceli extraradical de L. deliciosus en les 

mostres de sòl recollides a 10 cm del tronc mentre que no fou així en cap dels 

experiments duts a terme a Cabrils. La presència d’inhibidors de la PCR en el sòl de 

Cabrils es descartà ja que les mostres d’aquest sòl amb miceli afegit utilitzades per 

construir la recta patró s’amplificaren sense problemes. De fet, mentre que alguns 

gèneres de fongs com Rhizopogon o Suillus produeixen extensius sistemes miceliars 

(Leake et al. 2004), el miceli extraradical dels fongs del gènere Lactarius sembla estar 

confinat a la micorriza (Agerer 2001) de manera que la detecció de miceli extraradical 

de L. deliciosus en el sòl de La Bisbal constitueix un resultat poc esperat. Tot i així, 

diversos estudis han detectat miceli de Russula sp. i Lactarius sp. en el sòl mitjançant 

tècniques moleculars (Chen and Cairney 2002, Dickie et al. 2002, Genney et al. 2006, 

Koide et al. 2005a, Landeweert et al. 2003a, 2005, Smit et al. 2003). La distinció entre 

el DNA d’espores i de miceli present en els extractes de sòl no és possible, tal i com ja 

s’ha apuntat en diversos estudis (Dickie et al. 2002, Guidot et al. 2003, Kennedy and 

Bruns 2005, Koide et al. 2005a, 2005b, Landeweert et al. 2005). En aquest treball, 

podem descartar l’amplificació de DNA procedent d’espores de L. deliciosus ja que 

aquestes dues espècies no es detectaren en les mostres de sòl corresponents al 

tractament control (plantes no inoculades)  

 

Genney et al. (2006) van dur a terme un estudi de la distribució d’ectomicorrizes i 

miceli extraradical en el sòl i van trobar més miceli de Lactarius rufus (Scop.) Fr. del 

que correspondria a un fong amb micorrizes llises o d’exploració per contacte, que és 

la categoria on s’inclouen els fongs del gènere Lactarius segons la classificació a 

Agerer (2001). Tot i així, no van detectar miceli extraradical en moltes mostres de sòl 

que sí presentaven micorrizes, de manera semblant als resultats obtinguts en aquest 

treball en el sòl de Cabrils. Els resultats obtinguts en camp suggereixen per tant que el 

patró de distribució i la persistència del miceli extraradical per a una mateixa espècie 

pot variar depenent de les característiques del sòl o les condicions. En aquest sentit, 

Genney et al. (2006) apuntaren que les condicions particulars d’un lloc són importants 

a l’hora de determinar la distribució de les micorrizes i el miceli extraradical dels fongs 

ectomicorrízics en el sòl. 

 

En la interpretació dels resultats de persistència vegetativa del fong L. deliciosus, cal 

tenir present que la majoria d’experiments s’han dut a terme a Cabrils, que és un lloc 
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poc favorable a l’establiment d’aquest fong on, amb el pas del temps, s’acaba perdent 

o es manté a un nivell de colonització baix. En qualsevol cas, els resultats obtinguts en 

camp suggereixen que la persistència de les micorrizes de L. deliciosus canvia en 

funció de la soca introduïda mentre que els nivells de colonització inicial assajats per a 

una determinada soca no afecten la seva capacitat de persistència en un determinat 

sòl. En tots els experiments en què s’ha avaluat l’efecte de la soca inoculada s’han 

detectat diferències entre soques en el percentatge de micorrizes passat un determinat 

temps en camp (no tenim en compte la microparcel·la 07 de Cabrils pels problemes de 

supervivència que va presentar). La soca 178 ha mostrat una baixa capacitat de 

persistència en els dos sòls estudiats, desapareixent ràpidament en la majoria de 

casos. De les altres tres soques que s’han estudiat en les dues localitats, la 313 és la 

que ha donat millors resultats en totes dues, la 312 ha mostrat una persistència 

significativament més baixa a l’anterior en tots dos sòls mentre que la soca 330 ha 

donat excel·lents resultats a La Bisbal però, en canvi, s’ha perdut a Cabrils. La soca 

178 fou caracteritzada com a soca amb capacitat de colonització alta segons el seu 

potencial in vitro (capítol 1) però tot i així, les dades de cobertura inicial mostren que 

presentava un nivell de colonització similar a la resta abans de l’establiment en camp. 

La resta de soques s’inclogueren en les categories de colonització alta o mitjana. Cal 

considerar també que tant la soca 312 com la 330 foren de les més ràpides en 

colonitzar l’arrel en els assajos in vitro del capítol 1 (de les que presentaven més 

micorrizes als 30 dies de la inoculació). Aquest fet suggereix que, a més a més de la 

capacitat final de colonitzar l’arrel, la rapidesa de colonització podria ser un factor 

important a tenir en compte a l’hora de determinar la persistència del fong en camp. 

Caldria estudiar el comportament en camp d’altres soques incloses a la categoria de 

capacitat de colonització alta ja que, en realitat, de les soques avaluades la que donà 

millors resultats in vitro fou la soca 178 però cal tenir en compte que les plantes 

inoculades amb aquesta soca es van mantenir en els tubs més temps que la resta i per 

tant potser caldria revisar aquesta dada (capítol 1). L’existència de diferències entre 

soques reforcen la importància de la selecció de la soca a l’hora de dur a terme les 

inoculacions controlades i produir planta inoculada per ser trasplantada a camp 

(Rincón et al. 1999, Trappe 1977)  

 

L’efecte del nivell inicial de colonització per a una determinada soca s’avaluà en la 

microparcel·la 05 i a Can Badia 2. En el primer cas, els resultats per a les dues 

categories de colonització en quant a la persistència de les micorrizes en camp foren 

similars però cal tenir en compte que en realitat les plantes de les dues categories 

presentaven una colonització inicial molt similar. L’estret marge de variació del 
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percentatge inicial de micorrizes (entre el 43 i el 53 %), inferit a partir de les dades de 

cobertura, no permeté detectar cap correlació entre la colonització inicial i la final de 

les plantes trasplantades a camp. En el cas de Can Badia 2, els resultats obtinguts 

suggereixen una major persistència de les micorrizes en les plantes que presentaven 

un nivell inicial de colonització més alt, tot i que aquesta diferència no arriba a ser 

significativa. De totes maneres, sembla que el percentatge de micorrizes de les plantes 

de nivell mig (36 %) podria ser suficient per assegurar la persistència del fong en la 

plantació. En aquest sentit, en els experiments en què es determinà la cobertura 

micorrízica inicial de les plantes per al seu seguiment individualitzat (microparcel·les), 

no es detectà relació significativa entre la colonització radical inicial i la colonització 

final o la quantitat de miceli en el sòl indicant que, en les condicions experimentals 

assajades, la persistència del fong no estigué relacionada amb el nivell de colonització 

inicial. Aquesta no correlació s’explica probablement perquè totes les plàntules 

presentaven un nivell de colonització relativament elevat i uniforme a l’inici de 

l’experiment. En canvi, en l’únic cas en què s’observà una correlació positiva entre 

colonització inicial i final fou a la microparcel·la 07 de La Bisbal, en què les diferències 

de colonització inicials entre soques foren significatives i el rang de cobertura, per tant, 

més ampli.  

 

Aquests resultats, tot i preliminars, podrien a més a més suggerir que si el sòl és 

favorable al manteniment del fong (com en el cas de La Bisbal), una major colonització 

inicial podria implicar una major persistència de les micorrizes. En canvi, en un sòl poc 

favorable com el de Cabrils, el fong s’acabaria perdent independentment del nivell 

inicial de colonització. Així, a la microparcel·la 06 (Cabrils) una major colonització 

inicial de les plantes inoculades amb la soca 312 no es tradueix en una major 

persistència del fong. L’establiment de nivells de colonització mínims (necessaris per 

assegurar la persistència d’un fong en camp) a partir d’estudis amb diferents nivells de 

colonització inicial s’ha dut a terme per alguns fongs ectomicorrízics com Pisolithus 

tinctorius (Pers.) Coker et Couch (Marx et al. 1991). En qualsevol cas, sembla que 

caldria tenir en compte, entre altres, el factor sòl a l’hora d’establir nivells mínims de 

colonització inicial.  

 

Els resultats per a la incidència del fong contaminant R. roseolus, present en el sòl de 

les dues localitats de manera natural, semblen indicar que els percentatges més alts 

de micorrizes d’aquest fong estarien relacionats amb baixos o nuls percentatges de L. 

deliciosus en la mateixa arrel. En aquest sentit, la pèrdua amb el pas del temps de L. 

deliciosus en les plantes de la microparcel·la 06 ha coincidit amb un augment del 
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percentatge de micorrizes de R. roseolus en aquestes mateixes plantes. D’altra banda, 

a la microparcel·la 07 de La Bisbal la correlació entre els percentatges de micorrizes 

dels dos fongs ha estat negativa i els percentatges més elevats de micorrizes de R. 

roseolus s’han donat, en general, en plantes no inoculades o amb un baix percentatge 

de micorrizes de L. deliciosus. La relació entre aquests dos fongs s’estudiarà en detall 

al proper capítol. 

 

Els resultats obtinguts en quant a quantitat de miceli suggereixen que l’extensió del 

miceli extraradical en el sòl podria variar en funció de la soca, tot i que disposem de 

poques dades perquè el miceli a Cabrils s’estén poc. Tot i així, a Can Badia 1 només 

es detectà miceli en rizosfera per a la soca 312 mentre que la detecció fou nul·la per a 

la soca 178. A la microparcel·la 07 de La Bisbal les diferències no són significatives en 

el primer mostreig però els resultats semblen indicar que es podrien detectar 

diferències en la formació de miceli entre soques en mostrejos successius, novament 

amb una detecció inferior per a la soca 178. Els resultats per a la microparcel·la 06 no 

els tenim en compte perquè la quantitat de miceli detectada fou molt baixa en tots els 

casos i en el segon mostreig el fong ja es perdé.  

 

Per al seguiment no destructiu del fong en camp, seria necessària la detecció del fong 

en les mostres de sòl preses amb sonda a una certa distància del tronc però, a Cabrils, 

només es detecta miceli en el sòl adherit a l’arrel per a la qual cosa cal arrencar la 

planta igualment. Com a alternativa, es podria recollir sòl rizosfèric amb una sonda 

inserida en diagonal en direcció al tronc. Aquesta metodologia s’ha utilitzat en el darrer 

mostreig a Can Badia 2 (després de tres anys en camp) sense obtenir resultats 

positius, fet que podria explicar-se perquè el sistema no és útil per recollir sòl 

directament adherit a l’arrel o bé perquè el fong ja hauria desaparegut del sòl, hipòtesis 

que no es poden comprovar perquè les plantes són ja massa grans per arrencar-les. 

Caldria avaluar la validesa de la metodologia proposada en un sistema en què puguem 

recollir també sòl rizosfèric arrencant la planta i comparar els resultats obtinguts 

mitjançant les dues metodologies.  

 

Tal i com s’ha comentat anteriorment, a La Bisbal sí que es detecta miceli a 10 cm del 

tronc però la correlació entre la quantitat de miceli i el percentatge de micorrizes no és 

significativa. Cal tenir en compte que només disposem de dades d’un mostreig realitzat 

als sis mesos de l’establiment de la plantació, temps que podria ser insuficient per a 

l’extensió del miceli extraradical en el sòl. Cal considerar també que el miceli es 

distribueix en taques degut a la heterogeneïtat del sòl, particularment com a resposta a 
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la distribució en taques dels nutrients (Cairney 2005). El mostreig de sòl s’ha realitzat 

en quatre punts diferents per augmentar les possibilitats de detecció del miceli però el 

fet de mesclar aquest sòl i treballar amb una sola mostra per planta pot estar 

ocasionant una variabilitat en la quantitat total de miceli que podria alterar els resultats. 

En qualsevol cas, el sistema de mostreig de sòl per a la quantificació del miceli 

extraradical és un tema complex que requereix una major investigació.  

 

D’altra banda, també podria ser que la informació que ens puguin aportar les 

determinacions de micorrizes i miceli extraradical sigui diferent, tal com suggereixen 

Horton i Bruns (2001) o Koide et al. (2005b). Diversos treballs reflecteixen que la visió 

de la comunitat ectomicorrízica obtinguda a partir de l’estudi de les micorrizes o del 

miceli en el sòl pot ser diferent (KjØller 2006, Koide et al. 2005b, Peintner et al 2007). 

Concretament, KjØller (2006) detectà Lactarius spp. en l’anàlisi de les micorrizes però 

no en la del miceli present en el sòl. En canvi, Landeweert et al. (2005) trobaren una 

elevada correspondència entre els resultats derivats dels dos tipus d’anàlisi. En 

qualsevol cas, Koide et al. (2005b) suggereixen combinar les dues aproximacions a 

l’hora de caracteritzar la comunitat ectomicorrízica. Els resultats de quantificació de 

miceli a la microparcel·la de La Bisbal indiquen que la formació de miceli extraradical 

és superior per a la soca 312 mentre que les plantes inoculades amb aquesta soca 

presenten un percentatge de micorrizes mitjà, inferior al de les soques 330, 313 o 217.  

 

En tots els experiments, el creixement de les plantes augmentà amb el temps en camp 

independentment del tractament d’inoculació (nivell de colonització o soca inoculada). 

Es detectà un creixement promig de les plantes superior a Cabrils que a La Bisbal, tot i 

que la precipitació en aquest segon lloc fou lleugerament superior i la temperatura 

mitjana molt similar. Tot i així, les temperatures mínima i màxima foren inferiors a les 

registrades a Cabrils. Les plantes d’aquesta localitat romangueren dos mesos més en 

camp que les de La Bisbal però foren mesos hivernals en què suposem que les 

plantes creixeren poc així que podria haver-hi un efecte del tipus de sòl en el 

creixement. En general, es detectà una correlació positiva entre el volum final de les 

plantes i el seu volum inicial, de manera que una planta inicialment més gran assoliria 

un volum més gran a la llarga. En el segon mostreig de Can Badia 2 es detectà però 

una correlació negativa entre aquestes dues variables, fet que podria explicar-se 

perquè les plantes patissin un període de sequera de manera que les més grans 

transpiressin més i tinguessin un creixement inferior. Les dades meteorològiques 

mostren que, efectivament, les mitjanes de temperatura foren 2ºC superiors a les del 

període previ i la precipitació gairebé tres vegades inferior. També podria explicar-se 
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per les ferides observades en el tronc de les plantes ocasionades puntualment durant 

les tasques de manteniment i neteja de la parcel·la (eliminació de males herbes). En 

general, no s’ha observat una relació clara entre el creixement de les plantes i la 

colonització per part de L. deliciosus (percentatge de micorrizes o quantitat de miceli 

extraradical present en el sòl) i quan es dóna pot ser positiva o negativa depenent de 

les condicions ambientals.  

 

En conclusió, els resultats indiquen que la localitat d’establiment de la plantació juga 

un paper important en la persistència del fong L. deliciosus i que, per tant, la idoneïtat 

del lloc és un factor crític a tenir en compte a l’hora d’establir noves plantacions. Tot i 

així, en sòls poc favorables com el de Cabrils i malgrat la presència de fongs 

competidors, hem vist que dos anys després de l’establiment de la plantació el fong 

encara pot mantenir-se en camp. Els resultats mostren també que la soca 

seleccionada per a la inoculació de les plantes pot jugar un paper clau en l’èxit de la 

plantació mentre que el nivell inicial de colonització, tot i que ser un factor important en 

la determinació de la qualitat de la planta inoculada amb L. deliciosus produïda en 

viver, no ha estat un factor significatiu en la persistència del fong en camp. En 

qualsevol cas, caldria realitzar experiments amb nivells de colonització més 

diferenciats per establir el llindar mínim en unes determinades condicions ambientals. 

Per últim, podem concloure que la posada a punt de la tècnica PCR en temps real per 

a la quantificació del miceli extraradical de L. deliciosus ha permès fer un seguiment de 

la persistència del fong en el sòl de manera acurada i amb una elevada sensibilitat. 

Les possibilitats d’utilització de la metodologia proposada per al seguiment no 

destructiu del fong en camp dependran de la capacitat d’extensió del miceli en el sòl 

en què s’estableixi la plantació. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. AVALUACIÓ DE LA CAPACITAT COMPETITIVA DE 

Lactarius deliciosus DAVANT DE Rhizopogon spp. 
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4.1. HIPÒTESI DE TREBALL 

 

• La capacitat competitiva de Lactarius deliciosus enfront a fongs simbionts nadius 

condiciona la seva persistència en el sòl de plantació. 

 

4.2. OBJECTIUS 

 

• Determinar la capacitat competitiva a nivell de micorrizes i de miceli extraradical de 

diferents soques de L. deliciosus enfront a fongs del gènere Rhizopogon en 

diferents condicions experimentals. 

 

4.3. INTRODUCCIÓ 

 

La supervivència i expansió d’un fong introduït en una plantació experimental pot estar 

afectada tant per factors abiòtics (revisat a Erland i Taylor 2002) com biòtics (Hall et al. 

2003). Entre aquests últims, les interaccions amb fongs ectomicorrízics nadius, 

presents en el sòl de manera natural, podrien jugar un paper clau ja que la possibilitat 

d’encontres entre micelis de diferents taxa és elevada (Cairney 2005). La colonització 

radical de plàntules inoculades en condicions controlades per part de fongs 

ectomicorrízics nadius després del seu establiment en camp s’ha descrit en diversos 

estudis (Bledsoe et al. 1982, McAfee i Fortin 1985, Meotto et al. 1999, Villeneuve et al. 

1991). Tot i així, els estudis de competència són escassos a la literatura, probablement 

a causa de la manca de mètodes d’identificació directes i apropiats (Wu et al. 1999). 

Darrerament, diferents estudis que apliquen tècniques moleculars han suggerit que la 

competència podria ser un factor important a l’hora de determinar l’estructura de la 

comunitat ectomicorrízica (Kennedy i Bruns 2005, Kennedy et al. 2007a, 2007b, Koide 

et al. 2005a, Landeweert et al. 2003b, Lilleskov i Bruns 2003, Mahmood 2003, Wu et 

al. 1999). 

 

Com s’ha proposat a la introducció general, l’establiment de plantacions experimentals 

amb arbres inoculats amb L. deliciosus és una alternativa prometedora per a 

l’explotació sostenible de terres agrícoles abandonades. Els fongs de les espècies de 

Rhizopogon es troben sovint de manera natural en aquests sòls alterats i amb poca 

diversitat de fongs ectomicorrízics (McAfee i Fortin 1985) i podrien jugar un paper 

competitiu important gràcies a la capacitat d’expansió del seu miceli (Agerer 2001, 
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Leake et al. 2004). Rhizopogon és el gènere més nombrós de fongs ectomicorrízics 

hipogeus, amb més de 160 espècies descrites (Massicotte et al. 1999), 22 d’elles amb 

distribució europea (Martín 2001). La seva extensa distribució i importància ecològica 

s’ha descrit en nombrosos estudis (Massicotte et al. 1999). En aquest sentit, a les 

plantacions establertes en el marc del capítol 3, hem observat que R. roseolus és un 

fong abundant en els sòls on treballem i que, mentre que L. deliciosus sovint 

desapareix, R. roseolus colonitza el sistema radical de manera abundant i consistent. 

A més a més, Parladé et al. (2004a) mostraren que aquesta espècie fúngica és capaç 

de persistir en camp i de promoure la supervivència de plantes de P. pinea inoculades. 

Per estudiar les relacions competitives entre aquests dos fongs es planteja un estudi 

en dues fases.  

 

En la primera fase, es pretén avaluar la persistència de les micorrizes i miceli 

extraradical de L. deliciosus en competència amb R. roseolus en testos mantinguts en 

ombracle amb sòl procedent de dues localitats diferents, Cabrils i La Bisbal d’Empordà 

(les mateixes on s’han establert les plantacions del capítol 3). En la segona fase, es 

pretén avaluar la persistència de micorrizes i miceli extraradical de diferents soques 

del fong L. deliciosus enfront a dues espècies de Rhizopogon en condicions de camp, 

als mateixos sòls que en la fase anterior. El mateix disseny es repetirà també en testos 

per tal de comparar els resultats amb els de camp i amb els de la fase anterior.  

 

Fase 1: Persistència del fong L. deliciosus en competència amb 

R. roseolus en test utilitzant dos sòls diferents 

 

4.4. MATERIAL I MÈTODES 

 

4.4.1.  Inoculacions 

 

Es produí inòcul vegetatiu de la soca 312 de L. deliciosus (veure annex 1 per detalls 

de la soca, pàgina 174) en ampolles amb torba:vermiculita i s’utilitzà per inocular 

plàntules de P. pinea (lot A11310296, Banc de Llavors de la Generalitat Valenciana, 

any de recol·lecció 1996) a l’abril de 2004, seguint el procés descrit al capítol 3, 

seccions 3.4.1 i 3.4.2 de l’apartat de material i mètodes, pàgines 70-74). Per a les 

inoculacions amb Rhizopogon roseolus es recolliren esporocarps sota Abies sp. al 

novembre de 2003 a la serralada del Montseny (Girona) i s’assecaren a l’estufa a 

30ºC. Al maig de 2004 els esporocarps secs s’utilitzaren per preparar una suspensió 
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d’espores en aigua corrent utilitzant una batedora Waring a velocitat reduïda per tal 

d’alliberar les espores (Parladé et al. 1996). S’avaluà la concentració d’espores 

utilitzant un hemacitòmetre Newbauer i es diluí amb aigua fins a la concentració 

desitjada. La suspensió diluïda s’aplicà en plàntules de P. pinea d’un mes a una dosi 

de 107 espores per planta. També es produïren plantes control, és a dir, no inoculades. 

Les plàntules es mantingueren a l’ombracle d’abril de 2004 fins a març de 2005. Es 

regaren diàriament i fertilitzaren cada 15 dies tal i com s’ha descrit al capítol 3 (secció 

3.4.2 de material i mètodes, pàgina 71). 

 

A desembre de 2004, es determinà la colonització radical mitjana de 20 plantes per lot 

inoculat amb cada fong comptant el percentatge d’arrels micorríziques d’un mínim de 

200 puntes per planta. A més a més, abans de l’establiment de les plantes en testos, 

es fotografià una de les quatre cares (l’aparentment més colonitzada) de l’ortoedre que 

forma el pa d’arrel de cadascuna de les plantes inoculades amb L. deliciosus per tal 

d’establir-ne la cobertura micorrízica inicial. Aquest paràmetre es determinà analitzant 

la imatge obtinguda amb el programari Adobe Photoshop Elements 2.0 segons la 

metodologia descrita al capítol 3 (secció 3.4.2 de l’apartat de material i mètodes, 

pàgina 71) utilitzant el codi de color FDDA85 a una tolerància del 50 %. Per estimar el 

percentatge real de micorrizes de cada planta a partir de les dades de cobertura 

micorrízica s’utilitzà la recta definida en el capítol 3 (y=14,40x+39,52 amb R=0,6998; 

P<0,0001) 

 

4.4.2. Disseny experimental 

 

L’experiment es dugué a terme en testos de plàstic quadrats de 4 l de capacitat que 

s’ompliren amb sòl recollit a La Bisbal o a Cabrils prèviament tamisat (llum tamís: 5 

mm) i autoclavat 60 minuts a 120ºC. Les característiques fisicoquímiques dels dos sòls 

s’han descrit al capítol 3 (secció 3.4.3 de l’apartat de material i mètodes, pàgina 74). 

Es trasplantaren dues plàntules de P. pinea procedents dels diferents tractaments 

d’inoculació (inoculades amb L. deliciosus, R. roseolus o no inoculades -control-) a 

cada test, mantenint una distància de 10 cm de l’una a l’altra. S’establiren les següents 

tres combinacions, amb sis rèpliques cadascuna en cada sòl: 1) L. deliciosus – control, 

2) L. deliciosus -  R. roseolus i 3) R. roseolus – control. Per tal de detectar possibles 

fongs ectomicorrízics contaminants presents en l’ambient, es prepararen dos testos 

addicionals per a cada sòl amb dues plantes control en cadascun. S’obtingué així un 

total de 40 testos (3 combinacions*6 rèpliques*2 sòls més 4 testos control-control) que 

es distribuïren a l’atzar als bancs de l’ombracle (figura 1). Quan fem referència a la 
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planta acompanyant volem indicar la planta situada davant la planta inoculada amb L. 

deliciosus, que pot ser inoculada amb R. roseolus o control. 

 

Els testos es mantingueren a l’ombracle amb reg regular des de març fins a setembre 

de 2005. La temperatura mitjana fou de 18ºC durant els tres primers mesos i de 22,6ºC 

els tres últims.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.3. Quantificació de la colonització fúngica (micorrizes i miceli 

extraradical) 

 

Als tres i sis mesos després del trasplantament a testos, es prengué una mostra de sòl 

al centre de cada test a una profunditat de 0-10 cm i 10-20 cm utilitzant un sonda 

metàl·lica cilíndrica de 3 cm de diàmetre (figura 2). Les mostres de sòl 

s’emmagatzemaren a -20ºC. Prèviament a la seva anàlisi, cada mostra 

s’homogeneïtzà mecànicament, s’assecà a 30ºC fins a pes constant per eliminar 

l’excés d’aigua i es tamisà utilitzant un sedàs de 2 mm de diàmetre (per evitar agafar 

fragments d’arrel). Al final de l’experiment, sis mesos després de l’establiment, es 

determinà la colonització radical per a cada fong extraient totes les plantes i rentant el 

sistema radical per comptar el percentatge de micorrizes corresponents a cadascun 

d’ells. 

 

L’extracció de DNA de les mostres de sòl preses als tres i sis mesos es dugué a terme 

amb el kit PowerSoilTM DNA Isolation (MoBio laboratories Inc.) a partir de 0,25 g de sòl 

per mostra seguint les instruccions del fabricant. La quantificació del miceli extraradical 

es determinà per PCR en temps real, reacció que es dugué a terme en un ABI 

Figura 1. Disseny experimental 
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PRISM®7700 Sequence Detection System utilitzant el kit TaqMan® Universal Master 

Mix (Applied Biosystems). S’utilitzaren els encebadors i sonda específics de L. 

deliciosus, prèviament dissenyats (secció 3.4.4.2, material i mètodes del capítol 3, 

pàgina 82), a una concentració de 800 nM per als encebadors (FWDLdel i RVSLdel) i 

de 100 nM per a la sonda (STQLdel). A cada reacció s’afegiren 5 µl d’una dilució 1:5 

de l’extracte de DNA obtingut a partir de la mostra de sòl. Les reaccions s’ajustaren a 

un volum final de 25 µl amb aigua HPLC. Cada reacció es dugué a terme per triplicat i 

es calculà el Ct mitjà per a cada mostra de sòl. La quantificació del miceli present a 

cada mostra es realitzà mitjançant la interpolació del Ct obtingut en la recta patró 

generada per a cada tipus de sòl amb quantitats conegudes de miceli afegit tal com 

s’ha descrit en el capítol 3 (secció 3.4.4.2, pàgina 82)   

 

 

 

 

 

 

 

  

4.4.4. Creixement 

 

A l’inici i al final de l’experiment, es mesuraren les plantes (alçada i diàmetre) i es 

calculà el seu volum segons la fórmula V=1/3 area basal x alçada.  

 

4.4.5. Anàlisis estadístiques 

 

El percentatge de micorrizes de L. deliciosus i el creixement de les plantes 

s’analitzaren mitjançant ANOVA de dos factors fixos, amb sòl (Cabrils o La Bisbal) i 

competència (planta acompanyant inoculada amb R. roseolus o no) com a factors. Per 

a l’anàlisi de la quantitat de miceli extraradical, s’utilitzà un ANOVA de mesures 

repetides (als 3 i 6 mesos) amb sòl (Cabrils o La Bisbal), profunditat (0-10 cm o 10-20 

cm) i competència (R. roseolus o no) com a factors. La cobertura inicial (com a 

estimació de la colonització radical) i el volum inicial s’inclogueren com a covariables 

en les anàlisis de colonització del L. deliciosus (micorrizes i miceli) i de volum final de 

les plantes, respectivament. Les diferències entre grups s’analitzaren amb el test de 

Tukey. Les relacions linears entre les variables de colonització fúngica s’analitzaren 

Figura 2. Mostreig de sòl a dues profunditats (unitats en cm) 

0 -10 10 -20 
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mitjançant el coeficient de correlació de Pearson. Les variables es transformaren quan 

fou necessari. En tots els casos, els resultats es consideraren significatius amb un 

valor de P<0,05. Les anàlisis es dugueren a terme amb el programa SAS® Enterprise 

Guide v 2.0.0.417 (SAS Institute Inc.) 

 

4.5. RESULTATS 

 

4.5.1. Colonització radical 

 

El percentatge mitjà inicial de micorrizes, avaluat a desembre de 2004 per a cada lot 

d’inoculació, fou del 52,6 ± 4,7 % (mitjana ± error estàndard) per a les plàntules de P. 

pinea inoculades amb L. deliciosus i de 75,2 ± 3,3 % per a les inoculades amb R. 

roseolus. La colonització radical de les plàntules inoculades amb L. deliciosus s’avaluà 

individualment per a cadascuna de les 24 plàntules utilitzades en l’experiment 

mitjançant la determinació de la cobertura micorrízica. La cobertura micorrízica mitjana 

per a les 24 plàntules fou de 1,33 ± 0,11 % equivalent a un percentatge de micorrizes 

de 58,67 %, segons la recta de regressió definida al capítol 3 (secció 3.4.2, pàgina 74). 

No es detectaren diferències significatives entre la colonització inicial de les plàntules 

establertes en els dos tipus de sòl o en els dos tractaments de competència.  

 

Sis mesos després de l’establiment de l’experiment, el percentatge final de micorrizes  

de L. deliciosus fou significativament més alt en les plantes establertes en el sòl de La 

Bisbal que en les del sòl de Cabrils (taula 1). En canvi, no es detectaren diferències en 

el percentatge de micorrizes de L. deliciosus per efecte de la competència amb R. 

roseolus (taula 1), és a dir, el percentatge de micorrizes de L. deliciosus va ser 

equivalent independentment de si la planta acompanyant havia estat inicialment 

inoculada amb R. roseolus o no. La interacció entre els factors sòl i competència fou 

tot i així quasi significativa (P=0,0586). L’ANOVA per separat del factor competència 

en cadascun dels sòls mostrà un efecte quasi significatiu de la competència en els 

testos amb sòl de La Bisbal (P=0,0717), suggerint un percentatge de micorrizes més 

alt en absència de R. roseolus a la planta acompanyant. La transferència del fong L. 

deliciosus de la planta inicialment inoculada a la planta acompanyant situada davant 

seu es donà en sis de les 12 parelles en tots dos sòls. Tot i així, en els casos en què 

tingué lloc aquesta colonització creuada, el percentatge mitjà de micorrizes a la planta 

acompanyant fou significativament (P=0,0467) superior al sòl de La Bisbal (30,39 %) 

que al de Cabrils (4,41 %). D’altra banda, el nivell de colonització radical als sis mesos 
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de l’establiment de les plantes inicialment inoculades amb R. roseolus fou de 4,87 % 

en el sòl de Cabrils i de 19,60 % en el de La Bisbal, diferència que no fou significativa 

(P=0,0813). A la figura 3 es mostra l’aspecte dels testos al final de l’experiment i un 

detall de la colonització radical per part de cadascun dels dos fongs. 

 
Taula 1. Resultats per a l’ANOVA de dos factors del percentatge de micorrizes de L. deliciosus 

en les plàntules de P. pinea inoculades amb aquest fong, sis mesos després del seu 

trasplantament a testos. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), DF 

(graus de llibertat) i les mitjanes per a cada tractament. Diferents lletres indiquen diferències 

significatives entre tractaments segons el test de Tukey (P<0,05). n.s.= no significatiu. N= 24 

 

Factor (Font) Valor P Nivells 
% micorrizes 
L. deliciosus  

Sòl 
 
 
Competència 
 
 
Cobertura inicial (covariable) 
 
Interaccions 

0,0034 
 
 

0,5114 
 
 

0,5236 
 
 

n.s. 

La Bisbal 
Cabrils 
 
Rhizopogon 
No (control) 
 
 

61,1 A 
43,8 B 

 
50,7 A 
54,1 A 

 
 

 DF   

Model 7   
Error 16   
Total corregit 23   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Aspecte del sistema radical de les plantes extretes dels testos al final de 

l’experiment (imatges superiors) i detall de les arrels colonitzades per L. deliciosus (inferior 

esquerra) i R. roseolus (inferior dreta) 
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4.5.2. Quantificació del miceli extraradical de L. deliciosus mitjançant 

PCR en temps real 

 

Es definiren les rectes patró per a la quantificació del miceli de L. deliciosus mitjançant 

la tècnica de PCR en temps real en els dos sòls (figura 4)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No es detectà miceli extraradical de L. deliciosus en cap de les mostres de sòl 

corresponents als testos de Cabrils mentre que sí que es detectà i quantificà en les 

mostres corresponents al sòl de La Bisbal. La presència d’inhibidors de la PCR en el 

sòl de Cabrils es descartà ja que no hi hagué problemes en l’amplificació de les 

mostres d’aquest sòl amb miceli afegit utilitzades per construir la recta patró (figura 4). 

 

El factor sòl, en conseqüència, s’exclogué del model estadístic i es dugué a terme una 

anàlisi ANOVA de mesures repetides amb els resultats corresponents al sòl de La 

Bisbal. L’ANOVA mostrà diferències significatives per als factors temps de mostreig i 

profunditat (taula 2). En aquest sentit, el test de Tukey revelà que la biomassa de 

miceli extraradical detectada fou superior als tres mesos de l’establiment de 

l’experiment que als sis i superior també en els 10 primers cm de sòl que en la fracció 

dels 10 als 20 cm de profunditat. No s’observà cap efecte significatiu de la presència 

del competidor R. roseolus en la quantitat de miceli de L. deliciosus.    

 

 

 

Figura 4. Rectes patró per a la quantificació de miceli extraradical de L. deliciosus mitjançant 

PCR en temps real per al sòl de La Bisbal (esquerra) i per al sòl de Cabrils (dreta) 

construïdes amb quantitats conegudes de miceli. Es mostra en cada cas l’equació utilitzada 

per a la interpolació de la quantitat de miceli de L. deliciosus present a les mostres problema 

a partir del valor de Ct obtingut. 
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Taula 2. Resultats per a l’ANOVA de mesures repetides de la quantitat de miceli de L. 

deliciosus en les mostres de sòl de La Bisbal a dos temps de mostreig diferents i a dues 

profunditats. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05) i les mitjanes 

per a cada tractament. Diferents lletres indiquen diferències significatives entre tractaments 

segons el test de Tukey (P<0,05). Les dades de biomassa miceliar i cobertura es transformaren 

(log+1) prèviament a la seva anàlisi. n.s.= no significatiu. N= 24 

 
Factor (Font) Valor 

P 
Nivells Miceli 

(µg/g sòl) 
Temps de mostreig 0,0005 3 mesos 86,36 A 
  6 mesos 9,41 B 

    
Profunditat de sòl 0,0064 0-10 cm 64,54 A 
  10-20cm 31,23 B 

    
Competència 0,2614 Rhizopogon 23,34 A 
  No (control) 72,43 A 

    
Cobertura inicial (covariable) 0,3042   

Interaccions n.s.   
 

Es detectà una correlació positiva significativa entre el percentatge final de micorrizes 

de L. deliciosus i la quantitat de miceli extraradical present en el sòl de La Bisbal en 

tots dos temps de mostreig (taula 3). En canvi, no es detectà correlació entre el miceli i 

la colonització inicial mesurada com a cobertura micorrizica (taula 3). Tampoc 

s’observà correlació entre la colonització radical final i inicial (mesurades com a 

percentatge de micorrizes i cobertura micorrízica, respectivament) ni a les mostres del 

sòl de La Bisbal (R= -0,2576; P= 0,4190) ni a les de Cabrils (R= 0,1204; P= 0,7093). 

 
Taula 3. Correlacions entre la colonització radical de L. deliciosus (inicial, al trasplantament, 

mesurada com a cobertura micorrízica i final, sis mesos més tard, com a percentatge de 

micorrizes) i la biomassa de miceli extraradical (mesurada als tres i sis mesos després del 

trasplantament) en el sòl de La Bisbal. Es mostren els coeficients de correlació de Pearson (R) i 

el seu corresponent valor de significació (P). Les variables biomassa de miceli i cobertura es 

transformaren prèviament a l’anàlisi (log+1). Els valors significatius (P<0,05) es mostren en 

negreta.  

 
 Miceli extraradical (La Bisbal) 
 3 mesos 6 mesos 

Colonització inicial R= -0,1774 
P= 0,5812 

R= -0,3473 
P= 0,2686 

Colonització final R= 0,5848 
P= 0,0458 

R= 0,6235 
P= 0,0303 
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4.5.3. Creixement 

 

En el moment de l’establiment de l’experiment, les plàntules de P. pinea inoculades 

amb L. deliciosus presentaven una alçada mitjana de 29,6 ± 0,5 cm i un diàmetre de 

4,7 ± 0,07 mm, resultant en un volum inicial mitjà de 1,7 ± 0,06 cm3. No es detectaren 

diferències en el volum inicial entre sòls o entre tractaments de competència.  

 

Sis mesos després de l’establiment de l’experiment, el volum de les plantes establertes 

en els testos amb sòl de La Bisbal fou superior al de les plantes amb sòl de Cabrils, 

mentre que no es detectà cap efecte en el creixement en resposta a la presència de R. 

roseolus en la planta acompanyant (taula 4). No es detectà correlació entre el volum 

final de les plantes i el seu percentatge de micorrizes de L. deliciosus (R=0,2299; 

P=0,2798) 

 

Taula 4. Resultats de l’ANOVA de dos factors del creixement de les plàntules de P. pinea 

inoculades amb L. deliciosus sis mesos després del seu trasplantament a testos amb dos tipus 

de sòl. Es mostren els valors de P (en negreta quan significatius, P<0,05), DF (graus de 

llibertat) i les mitjanes per a cada tractament. Diferents lletres indiquen diferències significatives 

entre tractaments segons el test de Tukey (P<0,05). Les dades de volum es transformaren 

logarítmicament per a la seva anàlisi. n.s.= no significatiu. N=24 

 
Factor (Font) Valor P Nivells Volum final 

Sòl 
 
 
Competència 
 
 
Volum inicial (covariable) 
 
Interaccions 

0,0003 
 
 

0,6828 
 
 

0,2369 
 
 

n.s. 

La Bisbal 
Cabrils 
 
Rhizopogon 
No (control) 
 
 

9,00 A 
6,16 B 

 
7,81 A 
7,35 A 

 
 

 DF   

Model 7   
Error 16   
Total corregit 23   

 

4.6. DISCUSSIÓ 

 

La colonització radical de les plantes de P. pinea per part del fong L. deliciosus al final 

de l’experiment es va veure significativament afectada pel tipus de sòl utilitzat, amb un 

percentatge final de micorrizes més elevat a La Bisbal que a Cabrils, tot i que la 
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colonització inicial era equivalent, en consonància amb els resultats obtinguts al capítol 

3. La competència amb R. roseolus no va tenir efecte significatiu en el percentatge 

final de micorrizes de L. deliciosus tot i que en les plantacions s’hagi observat que R. 

roseolus pot desplaçar a L. deliciosus. Aquest fet podria explicar-se per la forta 

disminució de la supervivència de R. roseolus en els testos, de manera que no pugui 

ser considerat com un competidor real en aquest experiment. Tot i així, en el sòl de La 

Bisbal (on la persistència de R. roseolus fou lleugerament més alta) la presència de R. 

roseolus en el test tingué un efecte negatiu quasi significatiu sobre el percentatge de 

micorrizes de L. deliciosus al final de l’experiment. La dràstica disminució del 

percentatge de micorrizes de R. roseolus en tots dos sòls fou un resultat inesperat ja 

que es tracta d’un fong abundant en les dues localitats on es va recollir el sòl. Aquesta 

disminució s’explica probablement pels problemes de compactació i entollament que 

es van donar en els testos, omplerts amb sòl tamisat i coberts a la base amb una reixa 

molt fina que no va deixar drenar l’aigua correctament. S’ha demostrat que la 

compactació del sòl pot afectar l’abundància d’arrels ectomicorríziques en algunes 

espècies de coníferes (Amaranthus et al. 1996). A més a més, la micorrizació sovint es 

veu inhibida en sòls amb un excés d’aigua, probablement per manca d’oxigen. 

Stenström (1991) va apuntar que diferents fongs ectomicorrízics tenen diferent grau de 

susceptibilitat a l’entollament i, en aquest sentit, Slankis (1974) va mostrar que la 

colonització de Pinus radiata amb R. luteolus disminuïa amb un excés d’aigua.  

 

El miceli extraradical de L. deliciosus només es va detectar en el sòl de La Bisbal, tot i 

que el percentatge de micorrizes al final de l’experiment era relativament elevat en tots 

dos sòls. Novament, els resultats d’aquesta primera fase semblen indicar que el patró 

de distribució del miceli extraradical per a una mateixa espècie pot variar depenent de 

les característiques del sòl o les condicions, tal i com ja s’ha discutit al capítol 3. La 

disminució de la quantitat de miceli extraradical amb l’augment de la profunditat de 

mostreig concorda amb els resultats obtinguts per Dickie et al. (2002) i Genney et al. 

(2006), que van trobar més quantitat de miceli de Lactarius sp. en les capes superiors 

del sòl. La tendència a la disminució amb la profunditat podria també estar relacionada 

amb les condicions adverses provocades per la disminució d’oxigen cap a la base dels 

testos com a resultat de la compactació del sòl i l’entollament. La disminució de la 

biomassa de miceli dels tres als sis mesos podria estar relacionada amb l’envelliment 

del miceli o, novament, amb l’empitjorament de les condicions del sòl per compactació. 

Tot i així, les micorrizes no es van veure afectades així que aquest fet també es podria 

explicar per canvis estacionals en la producció de miceli com s’apunta a Wallander et 

al. (2001). La colonització creuada de L. deliciosus de la planta inoculada a 
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l’acompanyant en el sòl de Cabrils, tot i l’absència de miceli extraradical, podria 

explicar-se per contacte directe entre les arrels de les dues plantes (molt properes).   

 

La manca d’un efecte significatiu de la competència amb R. roseolus en la biomassa 

de miceli extraradical de L. deliciosus a La Bisbal podria igualment explicar-se per la 

disminució de R. roseolus en els testos, tal i com hem suggerit per a la colonització 

radical. Tot i així, en les dades s’observa una disminució general de la quantitat de 

miceli extraradical de L. deliciosus en el sòl de La Bisbal quan competeix amb R. 

roseolus, disminució que és significativa si analitzem només les dades del mostreig als 

sis mesos (dades no mostrades). Per determinar si la biomassa de miceli extraradical 

o la persistència de les micorrizes de L. deliciosus es veuen realment afectades per la 

competència amb R. roseolus caldria repetir l’experiment amb una major pressió 

competitiva per part d’aquest fong.   

 

La correlació significativa entre la quantitat de miceli extraradical i el percentatge final 

de micorrizes de L. deliciosus en el sòl de La Bisbal suggeriria que el primer paràmetre 

pot ser un bon indicador de la colonització radical en plantacions en camp en aquest 

sòl permetent així un mostreig no destructiu. No es detectà, en canvi, relació 

significativa entre la colonització radical inicial i la colonització final o la quantitat de 

miceli en el sòl indicant que, en aquestes condicions experimentals, la persistència del 

fong no va estar relacionada amb el nivell de colonització inicial. Tot i així, cal tenir en 

compte que totes les plàntules presentaven un nivell de colonització radical 

relativament elevat i uniforme a l’inici de l’experiment.  

 

El creixement de les plàntules fou superior en els testos amb sòl de La Bisbal que amb 

sòl de Cabrils, tot i que les condicions de reg i ambientals foren les mateixes per a tots 

els testos i tot i que en camp els resultats foren oposats (capítol 3). Aquest resultat 

podria ser degut a l’efecte diferenciat de l’alliberament de nutrients en el procés 

d’autoclavat dels dos sòls. L’augment de nitrogen i fòsfor disponible després del 

procés d’autoclavat ha estat descrit per Serrasolsas i Khanna (1995a, 1995b). Tenint 

en compte que, en condicions normals, la quantitat disponible de fòsfor en el sòl de La 

Bisbal és inferior que en el de Cabrils (8 i 28 ppm, respectivament), l’efecte de 

l’augment d’aquest nutrient en el creixement podria ser més evident en les plantes que 

creixen en sòl de La Bisbal que en les que ho fan en sòl de Cabrils. A l’efecte de 

l’autoclavat també podria sumar-s’hi l’efecte d’una major proporció d’arrels 

micorríziques i producció de miceli extraradical en el sòl de La Bisbal, que 

incrementaria l’àrea d’absorció del sistema radical de les plantes (Leake et al. 2004)  
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En conclusió, podem dir que, en les condicions experimentals assajades, el factor sòl 

influeix de manera important en la persistència de les micorrizes i l’extensió del miceli 

extraradical de L. deliciosus.  Per tal d’avaluar l’efecte real del competidor caldria evitar 

la compactació i entollament del sòl, que presumiblement haurien impedit el seu 

correcte desenvolupament. La segona fase de l’estudi sobre competència 

interespecífica es durà a terme directament en camp així com en testos però 

substituint la reixa de la base per grava que permeti un millor drenatge de l’aigua i amb 

sòl no autoclavat per poder comparar amb el sòl de plantació. De cara a aquesta 

segona fase, ens proposem introduir un nou competidor i utilitzar diferents soques de 

L. deliciosus. A més a més, es pretén quantificar el miceli de tots els fongs implicats (L. 

deliciosus i competidors) per obtenir una major informació i entendre millor les 

interrelacions entre aquests fongs. 

 

Fase 2: Persistència de L. deliciosus en competència amb R. 

roseolus i R. luteolus en testos i en camp en dues localitats 

diferents 

 

4.7. MATERIAL I MÈTODES 

 

4.7.1. Inoculacions 

 

Es produí inòcul vegetatiu de les soques 178, 312 i 330 de L. deliciosus (veure annex 

1 per detalls de les seves característiques, pàgina 174) en ampolles de 

torba:vermiculita i s’utilitzà per inocular plàntules de P. pinea (lot 1581 origen ES06 

Catalunya litoral, Ministerio de Medio Ambiente D.G. Biodiversidad, any de recol·lecció 

1994-95), tal i com s’ha descrit al capítol 3 (seccions 3.4.1 i 3.4.2 de l’apartat de 

material i mètodes, pàgines 70-74). Per a les inoculacions amb Rhizopogon spp. 

s’utilitzaren espores procedents d’esporocarps recollits a l’octubre de 2004 a Tortosa 

(Baix Ebre, Tarragona) per a R. roseolus i a Massanes (La Selva, Girona) per a R. 

luteolus. Per a cada espècie, es prepararen suspensions d’espores en aigua a partir 

dels corresponents esporocarps secs, segons s’ha descrit a la fase 1 (secció 4.4.1 de 

material i mètodes, pàgina 117) i s’aplicaren en plàntules de P. pinea d’un mes a una 

dosi de 107 espores per planta. Totes les plantes s’inocularen al maig de 2005 i es 
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mantingueren a l’ombracle en les mateixes condicions de reg i fertilització que a la fase 

anterior. Es produïren també plàntules control, és a dir, no inoculades. 

 

Al març de 2006, es determinà el nivell de colonització radical de L. deliciosus en les 

plantes a utilitzar mitjançant l’anàlisi de la foto corresponent, tal i com s’ha descrit al 

capítol 3 (secció 3.4.2 de l’apartat de material i mètodes, pàgina 71). En aquest cas, el 

codi de color utilitzat en el programari Adobe Photoshop Elements 2.0 fou el F29F46 

amb una tolerància de 70, corresponent al color de les micorrizes madures de L. 

deliciosus en el moment en què es van prendre les fotografies. Per estimar el 

percentatge real de micorrizes de cada planta a partir de les dades de cobertura 

micorrízica s’utilitzà la recta definida en el capítol 3 (y=14,40x+39,52, pàgina 74). El 

percentatge mitjà de micorrizes en les plantes inoculades amb Rhizopogon spp. es 

determinà al març de 2006 per recompte d’un mínim de 200 puntes en 6 plantes 

preses a l’atzar de cada lot.  

 

4.7.2. Disseny experimental 

 

La fase 2 se subdividí en tres experiments, tots amb el mateix disseny i material 

vegetal i fúngic però en diferents condicions. El primer es dugué a terme a l’ombracle 

en testos, com en la fase 1 però només amb sòl de La Bisbal ja que en el sòl de 

Cabrils no es detectà miceli extraradical de L. deliciosus. En aquesta ocasió, se 

substituí la reixa fina de la base del test per grava (amb l’objectiu d’aconseguir un 

millor drenatge de l’aigua) i s’utilitzà sòl sense autoclavar. Els altres dos experiments 

es dugueren a terme directament en camp, en les dues localitats en què es recollí el 

sòl per a la primera fase, La Bisbal i Cabrils. Les característiques fisicoquímiques dels 

dos sòls s’han descrit al capítol 3 (secció 3.4.3 de material i mètodes, pàgina 74). El 

sòl es llaurà superficialment abans de l’establiment de la plantació en totes dues 

localitats. 

 

El disseny de l’experiment consistí en parelles de plàntules de P. pinea de diferents 

tractaments trasplantades a una distància de 10 cm l’una de l’altra en les següents 

combinacions: L. deliciosus-R. roseolus, L. deliciosus-R. luteolus, L. deliciosus-control, 

control-R. roseolus, control-R. luteolus, control-control, cadascuna amb cinc rèpliques. 

Les combinacions inclogueren plantes inoculades amb les tres soques de L. deliciosus 

donant un total de 120 plantes (60 parelles, 12 combinacions x 5 rèpliques) 

trasplantades a cada sòl i als testos. Quan fem referència a la planta acompanyant 
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volem indicar la planta situada davant la planta inoculada amb L. deliciosus, que pot 

ser inoculada amb R. roseolus, R. luteolus o control. 

 

Els experiments (camp i ombracle) es mantingueren durant vuit mesos, des del març 

fins al novembre de 2006. A les figures 5 i 6 es mostra l’establiment dels experiments 

en testos i en camp, respectivament. En camp, les parelles de plantes es distribuïren a 

l’atzar amb un marc de plantació d’1x1 m (figura 7). No es dugué a terme cap 

tractament de manteniment després de l’establiment de les plantacions. La precipitació 

acumulada i la temperatura mitjana durant el temps que les plantes van estar en camp 

fou de 225 mm i 19,2ºC a Cabrils i de 378 mm i 19ºC a La Bisbal. A l’ombracle, les 

plantes es regaren regularment i la temperatura mitjana fou la mateixa que la 

corresponent a la localitat de Cabrils. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Disseny de l’experiment en testos 

Planta 
acompanyant 

Planta 

inoculada 

Figura 6. Establiment de l’experiment en condicions de camp a La Bisbal (esquerra) i a Cabrils 

(dreta) 
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4.7.3. Quantificació de la colonització fúngica 

 

Passats vuit mesos, es determinà la colonització radical de les 120 plantes de 

cadascun dels tres experiments per recompte directe del percentatge d’arrels 

micorríziques. El miceli extraradical present en el sòl es quantificà per a cadascuna de 

les tres espècies fúngiques mitjançant PCR en temps real. Per realitzar el mostreig, es 

recolliren tres cilindres de sòl al mig de les dues plantes de cada parella utilitzant una 

sonda metàl·lica cilíndrica de 3 cm de diàmetre (figura 8). Per a cada parella es mesclà 

el sòl situat entre els 0 i 10 cm de profunditat dels tres cilindres amb l’objectiu de 

disminuir la variabilitat, s’assecà a l’estufa a 30ºC i es tamisà a través d’un sedàs de 2 

mm de diàmetre. Es prengué una submostra d’aquest sòl homogeneïtzat i 

s’emmagatzemà a -20ºC fins al moment de processar-la.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Plànol corresponent al disseny de l’experiment en camp per a les dues localitats. 312, 

178, 330= plantes inoculades amb la soca corresponent de L. deliciosus; C= planta control, no 

inoculada; Rl= planta inoculada amb R. luteolus; Rr=planta inoculada amb R. roseolus 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

a 312 - Rl 178 - Rr 330 - C C - C Rr - C 330 - Rl Rl - C 330 - Rr 178 - C 312 - C

b 330 - Rl 312 - Rr 178 - Rl 312 - C 330 - Rl 178 - Rl Rr - C 312 - Rl 312 - Rl Rl - C

c C - C Rr - C Rl - C 178 - Rl 312 - C 330 - Rr 178 - C C - C Rl - C Rr - C

d 312 - C 330 - Rr 312 - C Rr - C 330 - C 312 - Rr C - C 178 - Rr 178 - Rr 312 - Rl

e 312 - Rr 330 - C 178 - C Rl - C 178 - Rr 178 - C 312 - Rr 178 - Rl 312 - Rl 330 - Rr

f 178 - C 178 - Rl 330 - Rl 312 - Rr 330 - Rr 330 - C 178 - Rr 330 - C 330 - Rl C - C

6 

5 

4 

3 

2 

1 

Figura 8. Mostreig de sòl prenent 3 mostres al mig de 

cada parella de plantes utilitzant una sonda cilíndrica 
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L’extracció de DNA es dugué a terme tal i com s’ha descrit en la fase anterior. Les 

reaccions de PCR en temps real es dugueren a terme en un ABI PRISM®7900 

Sequence Detection System utilitzant encebadors i sondes específics per a cadascun 

dels tres fongs. Per a L. deliciosus s’utilitzaren els encebadors i la sonda TaqMan®-

MGB prèviament dissenyats (capítol 3, secció 3.4.4.2 de material i mètodes, pàgina 

82). Per a R. roseolus i R. luteolus es dissenyaren encebadors i sondes TaqMan®-

MGB específics a partir de l’anàlisi d’alineaments de seqüències de la regió ITS del 

rDNA de cadascuna de les espècies utilitzant el programa Primer ExpressTM 2.0 

(Applied Biosystems). L’especificitat dels oligonucleòtids dissenyats es comprovà 

realitzant una cerca de seqüències curtes similars (megablast) en la base de dades del 

GenBank. Les seqüències dels oligonucleòtids dissenyats es mostren a la taula 5.  

 

Taula 5. Seqüències oligonucleotídiques dels encebadors i sondes dissenyats per a la detecció 

i quantificació de DNA de R. roseolus i R. luteolus mitjançant PCR en temps real. 

 

 Nom Funció Seqüència 

R
. 

ro
s
e
o
lu

s
 FWD-Rro encebador TCGACTTTGCGCGACAAG 

RVS-Rro encebador CATGCGCTTCAGCAAACG 

STQ-Rro sonda FAM – ATCATTATCACGCCGAAAG – MGB 

R
. 

lu
te

o
lu

s
 FWD-Rlu encebador TCTAGGATTCGAGCTCTCCTGAA 

RVS-Rlu encebador CCTTATCGCACAAAGTCGAAAGT 

STQ-Rlu sonda NED – CCCGCAAGCCAATGT – MGB 

 

Inicialment, se seguí el protocol d’optimització de reaccions multiplex, és a dir, amb 

encebadors i sondes de diferents espècies en el mateix tub de reacció, per intentar 

detectar L. deliciosus i R. roseolus alhora en una sola reacció. Amb aquest objectiu 

s’escolliren fluoròfors compatibles per a les sondes TaqMan®-MGB (amb espectres 

òptics que no se solapessin) i es comprovà l’eficiència de les reaccions simplex (amb 

encebadors i sonda per a una sola espècie) en condicions universals. Posteriorment, 

es determinà la concentració limitant d’encebadors per a cada espècie, és a dir, la 

concentració mínima que no provoqui un canvi en el valor Ct per a una quantitat de 

DNA determinada. Aquest és un pas essencial per poder limitar la concentració 

d’encebadors per a l’espècie més abundant evitant així l’exhauriment dels reactius per 

a l’amplificació de l’espècie menys abundant. El darrer pas en el procés d’optimització 

consisteix en validar la reacció multiplex avaluant si l’eficiència d’aquesta reacció és 

similar a la de les respectives reaccions en simplex. La validació es fa determinant la 

relació entre la diferència de Ct entre la reacció duplex i la simplex (∆Ct) i la quantitat 
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de DNA (log µg miceli/g sòl en el nostre cas) i calculant el pendent d’aquesta recta. Si 

el pendent és inferior a 0,1 es considera que l’eficiència entre les dues reaccions és 

semblant mentre que si és superior ens indica que l’eficiència de la reacció multiplex 

disminueix respecte a la simplex a mesura que la quantitat de miceli és més petita. En 

el nostre cas però observàrem que la concentració dels encebadors dissenyats per a 

R. roseolus no es pot limitar sense afectar significativament l’eficiència de 

l’amplificació, probablement perquè la necessitat d’especificitat va limitar l’elecció dels 

encebadors a una determinada zona de la ITS i el disseny proposat pel programa 

informàtic no fou l’òptim. El fet de no poder limitar l’amplificació de R. roseolus féu que 

en utilitzar una proporció de miceli de R. roseolus 100 vegades superior a la de L. 

deliciosus aquesta darrera espècie es detectés en les reaccions simplex però no en 

multiplex. Aquest resultat s’explica per una amplificació preferencial de R. roseolus i un 

conseqüent exhauriment de reactius per a l’amplificació de L. deliciosus. Tenint en 

compte que aquesta situació es pot donar en el nostre sistema experimental perquè R. 

roseolus és un fong molt comú en el sòl i té una estratègia d’exploració del miceli a 

llarga distància mentre que L. deliciosus pràcticament no s’estén (Agerer 2001), 

finalment totes les reaccions es dugueren a terme en simplex per evitar falsos negatius 

per a L. deliciosus.  

 

Les reaccions de PCR en temps real es realitzaren amb el kit TaqMan® Universal 

Master Mix (Applied Biosystems). Les concentracions de treball per als oligonucleòtids 

foren de 800nM per als encebadors i de 100 nM per a la sonda de L. deliciosus i 200 

nM per a les espècies de Rhizopogon. A cada reacció s’afegiren 5 µl d’una dilució 1:5 

de l’extracte de DNA obtingut a partir de la mostra de sòl. Les reaccions s’ajustaren a 

un volum final de 25 µl amb aigua HPLC. Cada reacció es dugué a terme per triplicat i 

es calculà el Ct mitjà per a cada mostra de sòl. Es definiren rectes patró per a 

cadascuna de les tres espècies fúngiques en cadascun dels dos sòls utilitzant 

quantitats conegudes de miceli crescut en cel·lofana tal i com s’ha descrit en el capítol 

3 per a L. deliciosus (secció 3.4.4.2 de material i mètodes, pàgina 82). La quantificació 

del miceli es realitzà mitjançant la interpolació del Ct obtingut per a cada mostra en la 

recta patró corresponent. 

 

4.7.4. Creixement 

 

Les plantes (inoculades amb L. deliciosus o controls) es mesuraren en alçada i 

diàmetre al inici i al final de l’experiment i es calculà el volum inicial i final per a cada 
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planta segons la fórmula V=1/3 àrea basal x alçada. Les plantes acompanyants no 

s’inclogueren en aquesta anàlisi.   

 

4.7.5. Anàlisis estadístiques 

 

Els percentatges de micorrizes de les plantes inoculades amb L. deliciosus i la 

biomassa de miceli extraradical present en el sòl s’analitzaren per ANOVA de tres 

factors fixos amb el tipus d’experiment (Bisbal, Cabrils o testos), competència (R. 

roseolus, R. luteolus o control) i soca (312, 178 o 330) com a factors. La cobertura 

inicial s’inclogué com a covariable en les anàlisis de colonització de L. deliciosus. Les 

dades del volum final de les plantes control i inoculades amb L. deliciosus s’analitzaren 

també mitjançant ANOVA amb els mateixos tres factors (incloent un nivell més per al 

factor soca: 312, 178, 330 o control) i amb el volum inicial com a covariable. Les 

diferències entre mitjanes per als factors que resultaren significatius en l’ANOVA 

s’analitzaren mitjançant el test de Tukey. Les relacions linears entre els percentatges 

de micorrizes i la biomassa de miceli per a les tres espècies fúngiques s’avaluaren 

mitjançant el coeficient de correlació de Pearson. Les variables es transformaren quan 

fou necessari. En tots els casos, els resultats es consideraren significatius amb un 

valor de P<0,05. Les anàlisis es dugueren a terme amb el programa SAS® Enterprise 

Guide v 2.0.0.417 (SAS Institute Inc.) 

 

4.7.6. Competència miceliar en placa 

 

Es dugué a terme un experiment paral·lel per tal d’estudiar les relacions de creixement 

entre el miceli de les tres espècies fúngiques en condicions in vitro. Es prepararen 

plaques de cultiu amb 30 ml de medi BAF marcades a la base amb una línia que 

dividia la placa per la meitat i dues línies perpendiculars a aquesta separades per una 

distància de 3 cm dibuixant dues creus, tal i com es respresenta a la figura 9. Al centre 

de cada creu es col·locà un disc miceliar obtingut d’una colònia en creixement actiu 

establint diferents tractaments amb cinc repeticions cadascun: L. deliciosus – L. 

deliciosus, R. roseolus – R. roseolus, R. luteolus – R. luteolus (tractaments 

monoespecífics), L. deliciosus – R. roseolus, L. deliciosus – R. luteolus, R. roseolus – 

R. luteolus (tractaments d’interacció entre dues espècies).  Es mesurà periòdicament 

el radi intern de les colònies, des del centre de la creu cap a la zona d’interacció amb 

l’altra colònia (figura 9). Els resultats de creixement s’analitzaren mitjançant ANOVA en 

funció de l’espècie i, per a cada espècie per separat, en funció del fong acompanyant. 
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4.8. RESULTATS 

 

4.8.1. Colonització radical 

 

Es detectaren diferències significatives en la cobertura micorrízica inicial de les plantes 

inoculades amb L. deliciosus per als factors experiment i soca inoculada. En aquest 

sentit, el test de Tukey revelà que la cobertura micorrízica de les plantes inoculades 

amb la soca 178 (1,54 %) era inferior a la de les soques 312 (3,05 %) i 330 (2,63 %) i 

que la cobertura de les plantes utilitzades per a l’experiment de La Bisbal (1,54 %) era 

inferior a la de les establertes a Cabrils (2,65 %) o en testos (3,00 %). Tot i així, el 

percentatge inicial mitjà de micorrizes de L deliciosus, inferit a partir de l’equació 

definida en el capítol anterior per a la correlació entre percentatge de micorrizes i 

cobertura micorrízica (pàgina 74), fou molt alt i se situà en tots casos entre el 62 i el 83 

%. D’altra banda, el percentatge de colonització radical de les plantes inoculades amb 

R. roseolus i R. luteolus al trasplantament fou del 16,2 ± 2,0 % i de 63,5 ± 10,1 % 

respectivament.   

 

En l’experiment establert en testos omplerts amb sòl de La Bisbal, vuit mesos després 

del trasplantament només es detectaren micorrizes de L. deliciosus en 11 de les 45 

plantes inicialment inoculades amb aquest fong i en tots casos amb un percentatge de 

micorrizes per planta inferior al 5 %. Per a R. luteolus, el percentatge de micorrizes fou 

del 32,6 ± 5,9 % en les plantes acompanyants inicialment inoculades amb aquest fong 

i del 24,7 ± 5,5 % en les plantes situades davant d’aquestes (inoculades amb L. 

deliciosus o controls).  Un total de 110 de les 120 plantes de l’experiment presentaren 

micorrizes de R. roseolus en el sistema radical, independentment del tractament inicial 

d’inoculació. Aquest fet fou atribuït a la presència d’inòcul natural de R. roseolus en el 

sòl utilitzat per omplir els testos (que en aquest experiment no estava prèviament 

Radi 
intern 

3 cm 

Figura 9. Esquema del disseny de les plaques 

per a l’experiment de competència miceliar 
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autoclavat). La identitat del fong nadiu contaminant es confirmà mitjançant extracció 

del DNA de les micorrizes, PCR de la regió ITS del rDNA, seqüenciació i posterior 

cerca de seqüències similars a la base de dades del GenBank. Aquest procés permeté 

confirmar, amb un 99 % de similitud, que la seqüència corresponia al fong R. roseolus. 

La presència de micorrizes formades per altres fongs nadius fou testimonial. El 

percentatge mitjà de micorrizes de R. roseolus (per a les 110 plantes colonitzades) fou 

de 39,54 ± 1,90 % i no es detectaren diferències significatives en funció del tractament 

inicial d’inoculació. Les dues espècies de Rhizopogon es distingiren morfològicament, 

tot i que la identitat de R. luteolus es confirmà també per extracció de DNA de puntes 

representatives, PCR de la regió ITS del rDNA i seqüenciació.  

 

A la figura 10 es mostren micorrizes corresponents a les dues espècies fúngiques. Les 

micorrizes formades per R. roseolus són blanques, de superfície pubescent, es 

ramifiquen dicotòmicament d’una a quatre vegades i presenten rizomorfs abundants, 

blancs i enganxats a la base de la micorriza (Chu-Chou i Grace 1983). D’altra banda, 

les micorrizes corresponents a R. luteolus són de color crema o canyella de joves, 

després avellana, tenen la superfície llisa, solen ser sèssils, d’estructura coraloide i 

presenten rizomorfs abundants, delicats i de color beige (Chu-Chou i Grace 1983). 

Tenint en compte que en els testos el fong d’interès, L. deliciosus, pràcticament 

desaparegué, la quantificació del miceli present en el sòl no es dugué a terme i les 

dades d’aquest experiment s’exclogueren de les anàlisis estadístiques globals de 

colonització.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En els experiments en camp, vuit mesos després del trasplantament el percentatge 

mitjà de micorrizes de L. deliciosus en les plantes inicialment inoculades amb aquest 

fong fou significativament superior en les plantes establertes a La Bisbal que en les de 

Cabrils (taules 6 i 7). En canvi, no es detectaren efectes significatius de la cobertura 

Figura 10. Micorrizes corresponents al fong R. luteolus (esquerra) i a R. roseolus 

(dreta) en associació amb P. pinea. 
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inicial, de la soca inoculada o de la competència amb R. roseolus o R. luteolus ni 

interaccions (taula 6). La presència de micorrizes de L. deliciosus en la planta 

acompanyant, fruit de la colonització creuada des de la planta inoculada, es donà 

només en una de les parelles a Cabrils i en 20 a La Bisbal (del total de les 44 parelles 

que incloïen una planta inoculada amb aquest fong). El percentatge mitjà de micorrizes 

de L. deliciosus a La Bisbal fou significativament més alt (P=0,0101) en plantes 

acompanyants control (no inoculades) que en plantes acompanyants inicialment 

inoculades amb R. luteolus (12,10 % i 0,84 %, respectivament) 

 

Les micorrizes corresponents als dos fongs competidors s’identificaren tal i com s’ha 

descrit per a l’experiment de testos. La presència d’inòcul natural de R. roseolus en les 

dues localitats féu que, al final de l’experiment, aproximadament el 60 % de les plantes 

presentessin micorrizes d’aquest fong independentment del tractament inicial 

d’inoculació. La identitat del fong nadiu contaminant es confirmà per tècniques 

moleculars tal i com s’ha descrit per als testos. El percentatge de micorrizes de R. 

roseolus en les plantes inicialment inoculades amb L. deliciosus fou superior a Cabrils 

que a La Bisbal (taules 6 i 7) mentre que no es detectaren diferències entre localitats 

en la colonització de R. roseolus per a les plantes control (percentatge mitjà= 17,9 ± 

4,6 %) 

 

Respecte a R. luteolus, no es detectaren micorrizes d’aquest fong en les plantes 

control de cap de les dues localitats, permetent així descartar la presència d’inòcul 

natural. El percentatge mitjà de micorrizes de R. luteolus en les plantes inicialment 

inoculades amb L. deliciosus que tenien una planta acompanyant amb micorrizes de 

R. luteolus (colonització creuada) fou significativament superior a Cabrils que a La 

Bisbal (taules 6 i 7). En canvi, no es detectaren diferències significatives entre 

localitats per al percentatge mitjà de micorrizes en les plantes acompanyants 

inicialment inoculades amb aquest fong (mitjana= 30,4 ± 4,0 %) 
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Taula 6. Taula ANOVA multifactorial amb els valors de P i DF (graus de llibertat) per a la 

colonització micorrízica de les plantes inicialment inoculades amb L. deliciosus, vuit mesos 

després del trasplantament a camp. En negreta s’assenyalen els valors de P considerats 

significatius (P<0,05). La cobertura s’inclogué com a covariable en el model d’anàlisi de la 

colonització de L. deliciosus. Prèviament a l’anàlisi, es dugué a terme una transformació 

angular de les dades de percentatge de micorrizes i logarítmica de la cobertura. n.s.= no 

significatiu 

 
   Colonització micorrízica 

 L. deliciosus R. roseolus* R. luteolus 

Factor (Font)  Valor P   

Localitat  0,0007 0,0073 0,0008 

Competència  0,6615 0,2664 No avaluat** 

Soca  0,1124 0,2934 0,3194 

Cobertura inicial (covariable) 0,1699 --- --- 

Interaccions n.s. n.s. n.s. 

  DF  

Model 35 17 5 

Error 51 69 23 

Total corregit 86 86 28 

  

 

 

 

Taula 7. Percentatge mitjà de micorrizes en les plantes inicialment inoculades amb L. 

deliciosus vuit mesos després del trasplantament a camp per a aquells factors amb efecte 

significatiu en l’anàlisi ANOVA (veure taula 6). Les lletres diferents dins d’una determinada 

espècie mostren diferències significatives entre mitjanes segons el test de Tukey (P<0,05)  

 

 

 

 

 

 

 

4.8.2. Quantificació del miceli extraradical mitjançant PCR en temps real 

 

Es definiren les rectes patró per a la quantificació del miceli mitjançant PCR en temps 

real de cadascuna de les tres espècies fúngiques en els dos sòls (figura 11) 

Espècie fúngica Localitat % micorrizes 
L. deliciosus La Bisbal 37,11 A 
 Cabrils 8,27 B 

R. roseolus La Bisbal 5,73 B 
 Cabrils 20,15 A 

R. luteolus La Bisbal 1,78 B 
 Cabrils 32,23 A 

*Les micorrizes corresponen al fong inoculat i al nadiu ja que no es poden distingir 

** El percentage de micorrizes de R. luteolus s’avaluà únicament en els casos en què la 

planta acompanyant estava inoculada amb R. luteolus (única font possible d’inòcul) 
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Figura 11. Rectes patró per al sòl de La Bisbal (esquerra) i per al sòl de Cabrils (dreta) 

construïdes per PCR en temps real a partir de quantitats conegudes de miceli per a les tres 

espècies fúngiques estudiades. Es mostra, en cada cas, l’equació utilitzada per a la 

interpolació de la quantitat de miceli present a les mostres problema a partir del valor de Ct 

obtingut en la reacció. 
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Es detectà miceli extraradical de L. deliciosus en 22 mostres de sòl de La Bisbal 

mentre que només en quatre de Cabrils. En conseqüència, el factor localitat fou exclòs 

del model estadístic i l’anàlisi del miceli extraradical de L. deliciosus es dugué a terme 

només amb les dades de La Bisbal. La biomassa mitjana de miceli de L. deliciosus a 

La Bisbal fou de 3,3 ± 1,5 µg miceli/g sòl. No es detectaren efectes significatius de la 

soca inoculada o de la competència amb R. roseolus o R. luteolus en la quantitat de 

miceli de L. deliciosus (taula 8). No es detectà miceli d’aquest fong en les mostres 

control, descartant així la presència d’inòcul natural en el sòl. 

 

La biomassa mitjana de miceli extraradical de les espècies de Rhizopogon a La Bisbal 

fou de 42,0 ± 20,3 µg miceli/g sòl per a R. roseolus (mitjana de les 59 parelles de 

l’experiment) i 32,3 ± 17,4 µg miceli/g sòl per a R. luteolus (mitjana de les 19 parelles 

que tenien una planta inoculada amb aquest fong). La biomassa miceliar de 

Rhizopogon spp. no es veié significativament afectada per cap dels factors analitzats 

(taula 8) 

 

Taula 8. Taula ANOVA multifactorial amb els valors de P i DF (graus de llibertat) per a la 

biomassa miceliar de L. deliciosus, R. roseolus i R. luteolus en les mostres de sòl recollides a 

La Bisbal, vuit mesos després del trasplantament a camp. En negreta s’assenyalen els valors 

de P considerats significatius (P<0,05). La cobertura s’inclogué com a covariable en el model 

d’anàlisi de la colonització de L. deliciosus. No es detectaren interaccions significatives. 

Prèviament a l’anàlisi, es dugué a terme una transformació logarítmica de les dades de 

biomassa i cobertura. n.s.= no significatiu 

 
 µg miceli/g sòl  

 L. deliciosus R. roseolus R. luteolus 

Factor (Font)  Valor P   

Competència  0,7258 0,2944 No avaluat* 

Soca  0,6816 0,3258 0,7551 

Cobertura inicial (covariable) 0,6635 --- --- 

Interaccions n.s. n.s. n.s. 

  DF  

Model 17 11 3 

Error 26 47 15 

Total corregit 43 58 18 

 

 

 

* La biomassa de miceli extraradical de R. luteolus s’avaluà únicament en els casos en 

què la planta acompanyant estava inoculada amb R. luteolus (única font possible d’inòcul) 



Capacitat competitiva 

141 

 

4.8.3. Relacions linears entre paràmetres de colonització fúngica (camp) 

 

Les interaccions fúngiques s’analitzaren també mitjançant correlacions entre els 

paràmetres de colonització per a les tres espècies vuit mesos després del 

trasplantament, especialment pel fet que la presència de R. roseolus en el sòl de forma 

natural emmascarà l’efecte del factor competència en les anàlisis ANOVA. A les taules 

9 i 10 es mostren els coeficients de Pearson per a les relacions analitzades entre 

espècies i dins de cada espècie, respectivament. A continuació es detallen els 

resultats per a les correlacions significatives.  

 

Pel que fa a les relacions interespecífiques, es detectà una correlació negativa entre el 

percentatge de micorrizes de L. deliciosus i el de R. roseolus en les plantes inicialment 

inoculades amb L. deliciosus en les dues localitats (taula 9). A més a més, a la localitat 

de Cabrils el nivell de colonització micorrízica de L. deliciosus en les plantes 

inoculades amb aquest fong i el percentatge de micorrizes de R. roseolus en les 

plantes acompanyants també es correlacionaren negativament (taula 9). A La Bisbal, 

es detectà una correlació negativa entre la quantitat detectada de miceli extraradical 

de L. deliciosus i el percentatge de micorrizes de R. roseolus en la planta inicialment 

inoculada amb L. deliciosus (taula 9). No es mostren les correlacions entre L. 

deliciosus i R. luteolus perquè cap d’elles resultà significativa. En canvi, a la localitat de 

Cabrils, es detectà una correlació negativa entre els percentatges de micorrizes de R. 

roseolus i de R. luteolus tant en les plantes inoculades amb L. deliciosus com en les 

plantes acompanyants (R= -0,7322; P= 0,0019 i R= -0,7964; P= 0,0004, 

respectivament). La interpretació de les correlacions negatives entre la colonització per 

part de L. deliciosus o R. luteolus i la colonització per R. roseolus és que, en tots 

casos, R. roseolus és el fong que desplaça a l’altre. 

 

Respecte a les correlacions dins de cada espècie, observem en primer lloc que a La 

Bisbal, els resultats per a la biomassa de miceli extraradical de L. deliciosus es 

correlacionaren positivament amb el percentatge de micorrizes de L. deliciosus en les 

plantes inicialment inoculades amb aquest fong (taula 10). En segon lloc, el 

percentatge de micorrizes de R. roseolus en les plantes inicialment inoculades amb L. 

deliciosus es correlacionà positivament amb el de les plantes acompanyants en totes 

dues localitats i amb la quantitat de miceli extraradical de R. roseolus en el sòl de La 

Bisbal (taula 10). Per últim, el percentatge de micorrizes de R. luteolus en les plantes 

acompanyants inoculades amb aquesta espècie es correlacionà positivament amb la 

biomassa de miceli extraradical de R. luteolus a La Bisbal i amb el percentatge de 
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micorrizes de R. luteolus en les plantes inicialment inoculades amb L. deliciosus a 

Cabrils (taula 10) 

 

Taula 9. Coeficients de correlació de Pearson entre els paràmetres de colonització fúngica (% 

micorrizes i miceli) de L. deliciosus i R. roseolus a les dues localitats vuit mesos després del 

trasplantament a camp planta 1: planta inoculada amb L. deliciosus, planta 2: planta 

acompanyant). Es dugué a terme una transformació angular de les dades de percentatge de 

micorrizes i logarítmica per a la quantitat de miceli extraradical. Es mostren els valors 

significatius (P<0,05). N=44 a La Bisbal i N= 43 a Cabrils. n.s. = no significatiu, - = no avaluat. 

 

  LA BISBAL  CABRILS  

  % micorrizes 
planta 1 

% micorrizes 
planta 2 

Quantitat 
miceli 

% micorrizes 
planta 1 

  L. deliciosus L. deliciosus 

% micorrizes planta 1 

R
. 

ro
s

 
 

-0.36 n.s. -0.34 -0.46 

% micorrizes planta 2 n.s. n.s. n.s. -0.35 

Quantitat miceli n.s. n.s. n.s. - 

 

Taula 10. Coeficients de correlació de Pearson entre els paràmetres de colonització fúngica 

(micorrizes i miceli extraradical) per a cada espècie en les dues localitats vuit mesos després 

del trasplantament a camp (planta 1: planta inoculada amb L. deliciosus, planta 2: planta 

acompanyant). Es dugué a terme una transformació angular de les dades de percentatge de 

micorrizes i logarítmica per a la quantitat de miceli extraradical. Es mostren els valors 

significatius (P<0,05). A La Bisbal, N=44 per a L. deliciosus i R. roseolus, i N=14 per a R. 

luteolus. A Cabrils, N= 43 i N= 15, respectivament. n.s. = no significatiu, - = no avaluat. 

 

  LA BISBAL  CABRILS  

  % micorrizes planta 2 Quantitat miceli % micorrizes 
planta 2 

 
 L. deliciosus L. deliciosus 

% micorrizes planta 1 

L
. 

d
e

l n.s. +0.43 - 

% micorrizes planta 2 - n.s. - 

  R. roseolus R. roseolus 

% micorrizes planta 1 

R
. 

ro
s

 

+0.42 +0.56 +0.82 

% micorrizes planta 2 - +0.75 - 

  R. luteolus R. luteolus 

% micorrizes planta 1 

R
. 

lu
t n.s. n.s. +0.74 

% micorrizes planta 2 - +0.77 - 

 

 



Capacitat competitiva 

143 

 

4.8.4. Creixement 

 

En el moment del trasplantament, les plantes control i inoculades amb L. deliciosus 

mesuraven de mitjana 35,8 ± 0,3 cm d’alçada i 4,4 ± 0,03 mm de diàmetre. No es 

detectaren diferències significatives en el volum inicial (mitjana= 1,8 ± 0,03 cm3) de les 

plantes per cap dels factors analitzats (experiment, soca o competència). Vuit mesos 

després del trasplantament, es detectaren diferències significatives en el volum final de 

les plantes en funció de l’experiment, tal i com es mostra a la taula 11. No es 

detectaren diferències significatives entre experiments per a l’alçada final però sí per al 

diàmetre (dades no mostrades), sent per tant aquest el paràmetre que explica les 

diferències en volum en aquest cas. Aquestes diferències es poden apreciar també a 

la figura 11. D’altra banda, s’analitzà la correlació entre volum inicial i volum final per 

explicar l’efecte significatiu de la covariable volum inicial. S’observà que existeix una 

dèbil correlació positiva entre les variables (R=0,22; P=0,0028) de manera que com 

més grans eren les plantes a l’inici més grans són també al final de l’experiment. 

 

Taula 11. Valors P i DF per a l’ANOVA multifactorial del volum final de les plantes inoculades 

amb L. deliciosus, utilitzant el volum inicial com a covariable, i mitjanes per als diferents 

tractaments. En negreta s’assenyalen els valors de P considerats significatius (P<0,05). No es 

detectaren interaccions significatives. Les lletres diferents mostren diferències significatives 

entre tractaments analitzades pel test de Tukey (P<0,05). Les dades es transformaren 

prèviament a la seva anàlisi (log+1)  

 
 

Factor (Font) P Tractaments Volum final (cm3) 
Experiment 
 
 
 
Competència 
 
 
 
Soca 
 
 
 
 
Volum inicial (covariable) 
 

<0,0001 
 
 

 
0,8867 

 
 
 

0,9394 
 
 
 

 
0,0428 

Bisbal 
Cabrils 
testos 
 
R. roseolus 
R. luteolus 
Control  
 
312 
330 
178 
Control 
 
 

3,45 
12,66 

6,69 
 

7,71 
7,67 
7,32  

 
6,76 
7,48 
7,48 
8,52 

C 
A 
B 
 
A 
A 
A 
 
A 
A 
A 
A 
 

Interaccions n.s.    
 DF    
Model 71    
Error 105    
Total corregit 176    
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4.8.5. Competència miceliar en placa 

 

S’analitzaren les mesures del radi intern de les colònies als 19 dies de l’establiment de 

l’experiment, data en què s’observà que el creixement ja no variava. A la figura 13 es 

mostra l’aspecte de les plaques dels tractaments d’interacció entre dues espècies. 

L’ANOVA dels resultats permeté detectar diferències significatives en el radi intern de 

les colònies en funció de l’espècie fúngica mesurada (independentment que la colònia 

de davant fos de la mateixa o diferent espècie). En aquest sentit, el test de Tukey 

mostrà que el creixement fou superior en les colònies corresponents a les espècies de 

Rhizopogon (el màxim possible segons el disseny experimental, compartint placa amb 

una altra colònia) que en les corresponents a L. deliciosus (taula 12)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Diferències de creixement de les plantes 

entre experiments: plantació a Cabrils (esquerra), 

plantació a La Bisbal (centre) i testos (dreta) 

Figura 13. Creixement i aspecte de les colònies en els tractaments d’interacció entre 

espècies: R. roseolus – L. deliciosus (esquerra), R. luteolus – L. deliciosus (centre), R. 

luteolus – R. roseolus (dreta) 
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Taula 12. Valors P i DF per a l’ANOVA del radi intern de les colònies als 19 dies en placa en 

funció de l’espècie fúngica mesurada i mitjanes per als diferents tractaments (L. deliciosus, R. 

roseolus o R. luteolus). En negreta s’assenyalen els valors de P considerats significatius 

(P<0,05). Les lletres diferents mostren diferències significatives entre tractaments analitzades 

pel test de Tukey (P<0,05)  

 

Factor (Font) Valor P Tractaments Radi intern (cm) 

Fong mesurat <0,0001 L. deliciosus 0,81 B 

  R. roseolus 1,57 A 

  R. luteolus 1,57 A 

 DF   

Model  2   

Error 57   

Total corregit 59   

 

No es detectaren diferències significatives en el creixement de les colònies de L. 

deliciosus (mesurat com el radi intern als 19 dies) en funció del fong acompanyant 

(taules 13 i 14). En canvi, sí que es detectaren diferències per a les dues espècies de 

Rhizopogon (taula 13). El test de Tukey mostrà un creixement superior de les colònies 

de Rhizopogon al compartir la placa amb una colònia de L. deliciosus que amb una 

altra de Rhizopogon (taula 14) 

 

Taula 13. Valors P i DF per a l’ANOVA del radi intern de les colònies als 19 dies en placa per a 

cada espècie en funció de l’espècie fúngica acompanyant. En negreta s’assenyalen els valors 

de P considerats significatius (P<0,05)  

 

 Fong mesurat 

 L. deliciosus R. roseolus R. luteolus 

Factor (Font)  Valor P  

Fong acompanyant 0,8416 <0,0001 <0,0001 

  DF  

Model 2 2 2 

Error 17 17 17 

Total corregit 19 19 19 
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Taula 14. Radi intern mitjà de les colònies per a cadascuna de les tres espècies en funció de 

l’espècie fúngica acompanyant 19 dies després de l’establiment de l’experiment. Les lletres 

diferents dins d’una determinada espècie mesurada mostren diferències significatives entre 

mitjanes segons el test de Tukey (P<0,05)  

 

Fong mesurat Fong acompanyant Radi intern (cm) 

L. deliciosus L. deliciosus  0,79 A 

 R. roseolus 0,82 A 

 R. luteolus 0,84 A 

R. roseolus L. deliciosus  1,97 A 

 R. roseolus 1,45 B 

 R. luteolus 1,39 B 

R. luteolus L. deliciosus  1,89 A 

 R. roseolus 1,53 B 

 R. luteolus 1,42 C 

 

4.9. DISCUSSIÓ 

 

La persistència de les micorrizes i l’extensió del miceli extraradical de L. deliciosus 

foren significativament diferents en els tres experiments, independentment de què els 

percentatges inicials de colonització foren en tots casos superiors al 60 %, percentatge 

clarament per sobre del 33 % suggerit com a acceptable per al trasplantament a camp 

segons Wang i Hall (2004). La desaparició de L. deliciosus en els testos amb sòl de La 

Bisbal contrasta amb els resultats obtinguts a la fase 1, en què sí es mantingué en el 

mateix sòl. Aquesta diferència s’atribueix al fet que probablement les condicions 

adverses d’entollament en els testos de la fase 1 crearen una situació d’anoxia que 

frenà l’expansió de R. roseolus permetent així la persistència de L. deliciosus (que es 

mostraria més tolerant a l’excés d’aigua o manca d’oxigen). En canvi, a la fase 2, el 

millor drenatge dels testos i la presència d’inòcul natural de R. roseolus afavoriren 

l’expansió d’aquest fong, que desplaçà totalment a L. deliciosus.  

 

Pel que fa als experiments en camp, els resultats de persistència i extensió del fong L. 

deliciosus concorden amb els obtinguts en testos a la fase 1 així com amb els de les 

plantacions del capítol 3. El percentatge final de micorrizes de L. deliciosus fou més alt 

a La Bisbal que a Cabrils, tot i que la colonització inicial fos lleugerament inferior en les 

plantes trasplantades a la primera localitat. El percentatge de micorrizes de 

Rhizopogon spp. fou més alt a Cabrils que a La Bisbal en les plantes inicialment 

inoculades amb L. deliciosus però no en les plantes control. Aquests resultats 
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suggereixen que el nivell de colonització de Rhizopogon spp. depèn del nombre 

d’arrels disponibles sense colonitzar que quedin en les plantes inoculades amb L. 

deliciosus després de l’establiment en camp, independentment de la localitat, el 

tractament d’inoculació o el de competència. La persistència de micorrizes de L. 

deliciosus en el sòl de La Bisbal en condicions de camp, però no en testos, podria 

explicar-se també pel fet que les plantes en testos presentaven un sistema radical molt 

més desenvolupat (veure figura 12) amb un major nombre de puntes sense colonitzar 

disponibles per a R. roseolus, que s’estén més que L. deliciosus. A més a més, també 

podria intervenir-hi el fet que les condicions de reg permanent en l’experiment en 

testos podrien afavorir la ràpida expansió de R. roseolus en detriment de L. deliciosus. 

En aquest sentit, en altres experiències en testos, hem observat que sotmetre les 

plantes a sequera podria afavorir la persistència de L. deliciosus en l’arrel ja que, 

probablement, la manca d’aigua frenaria l’expansió del fong R. roseolus. Aquests 

resultats mostren la diversitat d’interpretacions que poden derivar d’experiments 

realitzats en condicions controlades en relació a les plantacions en camp. 

 

L’aplicació de la PCR en temps real a partir d’extraccions de DNA de les mostres de 

sòl ha permès la detecció específica i quantificació del miceli de L. deliciosus, R. 

roseolus i R. luteolus en els dos sòls. El nivell de sensibilitat fou similar per a totes les 

rectes patró, obtenint un valor Ct en la darrera dilució al voltant de 34 per a les tres 

espècies fúngiques en els dos sòls (límit de detecció a 0,48 µg miceli/g sòl). En aquest 

treball, l’eficiència en l’extracció de DNA del sòl per a una determinada espècie fou 

similar entre els dos sòls analitzats, fent que les rectes patró també fossin similars. Tot 

i així, les diferències foren lleugerament superiors en el cas de les dues espècies de 

Rhizopogon, fet que s’explicaria per diferències en l’eficiència d’extracció dels 

corresponents micelis.  

 

El miceli extraradical de les dues espècies de Rhizopogon es detectà en els dos sòls 

mentre que el de L. deliciosus només es detectà en el sòl de La Bisbal i la colonització 

creuada de la planta acompanyant només s’observà en aquest sòl. Aquests resultats 

de camp concorden amb els resultats obtinguts en testos a la fase 1 i en camp a les 

plantacions (capítol 3) i, novament, reforcen la idea que el patró de distribució del 

miceli extraradical per a un determinat fong pot variar depenent de les condicions del 

sòl, tal i com ja s’ha discutit. La colonització creuada de la planta acompanyant per part 

de L. deliciosus a La Bisbal fou més alta en plantes control que en plantes inoculades 

amb R. luteolus, probablement perquè aquestes últimes presentaven menys arrels 

lliures. No es detectaren diferències entre les tres soques avaluades per al percentatge 
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de micorrizes o l’extensió del miceli de L. deliciosus en el sòl de La Bisbal, 

probablement perquè presentaven un nivell de colonització inicial mitjà similar i elevat. 

Aquest resultat contrasta amb els obtinguts en les plantacions en camp (capítol 3) però 

cal tenir en compte que en aquest experiment de competència partíem de plantes amb 

uns percentatges de colonització inicial molt alts per a les tres soques avaluades.   

 

Els resultats de correlació suggereixen que no hi ha interacció entre el miceli 

extraradical de les tres espècies però, de nou, sí que existeix competència per la 

colonització micorrízica de les arrels lliures. A La Bisbal, els paràmetres de colonització 

de L. deliciosus es correlacionaren de forma negativa amb el percentatge de 

micorrizes de R. roseolus en les plantes inicialment inoculades amb L. deliciosus, 

suggerint que la interacció negativa entre aquestes dues espècies fúngiques es dóna 

només quan competeixen directament per arrels no colonitzades. No es detectaren 

relacions significatives entre els fongs L. deliciosus i R. luteolus en cap de les dues 

localitats. Tenint en compte que els percentatges finals de micorrizes en les plantes 

acompanyants eren similars per a les dues espècies de Rhizopogon en les dues 

localitats, aquests resultats suggereixen que les dues espècies exerceixen una pressió 

competitiva diferent sobre la persistència de L. deliciosus. Tot i que l’establiment en 

camp d’una planta inoculada amb una determinada espècie fúngica probablement 

augmenta la competitivitat del fong introduït respecte als fongs nadius (Selosse et al. 

1998), la persistència de les micorrizes de L. deliciosus en aquest estudi es 

correlacionà negativament amb l’abundància de R. roseolus en totes dues localitats.  

 

L’absència de correlacions entre el miceli extraradical de les tres espècies concorda 

amb els resultats de l’experiment de competència miceliar en placa, que mostraren 

que no hi ha inhibició del creixement entre les tres espècies. En l’estudi de Wu et al. 

(1999), en canvi, es detectà inhibició de l’extensió miceliar de Pisolithus tinctorius per 

part d’un fong ectomicorrízic no identificat anomenat Tanashi 01. Tot i que en el nostre 

cas no es detectà una inhibició directa, les diferències en la capacitat d’exploració 

miceliar clarament fan de R. roseolus un millor competidor enfront de L. deliciosus, de 

manera semblant al que se suggereix a Kennedy et al. (2007a) per a R. salebrosus 

A.H. Sm. i R. occidentalis Zeller et C.W. Dodge. El major creixement de les colònies de 

Rhizopogon quan comparteixen la placa amb L. deliciosus es pot explicar pel fet que 

tenen més espai disponible en la placa ja que aquest segon fong té un creixement més 

lent, i reforça la idea de que Rhizopogon pot ser millor competidor gràcies al seu ràpid i 

extens creixement. La coexistència de R. roseolus i L. deliciosus en forma de miceli i la 

seva segregació en forma de micorrizes concorda amb els resultats observats a 
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Genney et al. (2006) per a Cortinarius sp. i Lactarius rufus, suggerint competència per 

les arrels lliures entre els dos fongs. 

 

Els patrons observats per al miceli de les tres espècies estudiades concorda en gran 

part amb la classificació en tipus d’exploració definida per Agerer (2001) tot i que la 

detecció de miceli extraradical de L. deliciosus en el sòl de La Bisbal pugui ser un 

resultat poc esperat per a un fong amb un tipus d’exploració definida per contacte i, per 

tant, molt limitada, tal i com ja s’ha discutit en el capítol 3. Podem descartar la 

sobrestimació de miceli deguda a l’amplificació de DNA procedent d’espores de L. 

deliciosus i R. luteolus en les dues localitats ja que aquestes dues espècies no es 

detectaren en les mostres de sòl corresponents al tractament control (entre dues 

plantes no inoculades). La presència, però, d’inòcul natural de R. roseolus en els dos 

sòls fa que no puguem excloure totalment la possibilitat d’amplificació de DNA 

d’espores en el cas d’aquest fong. Tot i així, el mostreig es dugué a terme quan no hi 

havia esporocarps. La correlació positiva entre la quantitat de miceli detectada en el 

sòl i el percentatge de micorrizes de l’arrel per a les tres espècies fúngiques fa que el 

primer paràmetre pugui ser considerat com a alternativa no destructiva per al 

seguiment del fong en camp. Caldrà però tenir en compte que el miceli del fong a 

estudiar s’extengui en el sòl on s’estableix la plantació i donar-li prou temps per fer-ho. 

En aquest sentit, seria d’esperar que en els propers mostrejos de la microparcel·la de 

La Bisbal (capítol 3) es pogués també detectar aquesta correlació per als paràmetres 

de colonització fúngica de L. deliciosus.  

 

Pel que fa al creixement de les plantes, novament la localitat fou l’únic factor que 

ocasionà diferències significatives. En aquest cas però, les plantes en camp 

trasplantades a la parcel·la de Cabrils mostraren un volum final superior al de les 

trasplantades a La Bisbal, resultat contrari a l’obtingut en testos a la primera fase però 

en consonància amb els resultats de camp del capítol 3. El creixement de les plantes 

en testos amb sòl de La Bisbal presentà un creixement intermedi i, en aquesta ocasió, 

inferior al dels testos corresponents a la fase 1, tot i que l’experiment es va mantenir 

dos mesos més. Aquesta diferència entre les dues fases s’explicaria per la major 

disponibilitat de nutrients en els testos de la primera fase a causa del procés 

d’autoclavat a què es va sotmetre el sòl (Serrasolsas i Khanna 1995a, 1995b). Aquests 

resultats recolzen la idea que els experiments en condicions controlades no sempre 

reprodueixen les condicions reals.    
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En conclusió, la persistència de les estructures vegetatives de L. deliciosus es veu 

significativament afectada per la localitat en què s’estableix l’experiment. La correlació 

positiva entre la biomassa miceliar i el percentatge de micorrizes observada per a les 

tres espècies fúngiques en el sòl de La Bisbal fa que la biomassa miceliar pugui ser 

considerada un bon indicador de la colonització radical d’aquestes espècies en les 

condicions experimentals establertes. Aquest és un resultat interessant de cara a la 

gestió de plantacions productives ja que permet avaluar la persistència del fong en 

camp mitjançant un mostreig no destructiu. D’altra banda, en aquest cas, la 

quantificació del miceli extraradical no constitueix una bona aproximació per estudiar 

les interaccions fúngiques interespecífiques ja que la competència té lloc a nivell de 

formació de micorrizes en el sistema radical.  
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1. S’ha establert i caracteritzat una col·lecció de cultius purs de Lactarius spp. a partir 

d’ esporocarps recol·lectats en diferents localitats i espècies associades.  

 

2. Les 25 soques de L. deliciosus provades en síntesi en cultiu pur presentaren 

diferent capacitat de colonització de les arrels de P. pinaster. El número de 

micorrizes formades en aquestes condicions experimentals estigué correlacionat 

negativament amb el temps en cultiu de la soca inoculada i positivament amb la 

formació de rizomorfs. 

 

3. S’han dissenyat encebadors i sondes específics per a la identificació molecular de 

L. deliciosus mitjançant amplificació per PCR de la regió ITS del rDNA de diferents 

soques de Lactarius spp., seqüenciació dels fragments amplificats i alineament de 

les seqüències obtingudes. 

 

4. L’encebador especific dissenyat LDITS2R en combinació amb l’encebador 

universal ITS1 ha permès la identificació específica del fong L. deliciosus per PCR 

a partir de DNA obtingut de miceli en cultiu pur, micorrizes i miceli extraradical 

present en el sòl. 

 

5. L’anàlisi SSCP dels productes de PCR específics de L. deliciosus féu possible la 

caracterització de les 18 soques analitzades en nou grups diferents malgrat 

l’escassa variabilitat intraespecífica de la regió ITS. La tècnica s’ha aplicat amb èxit 

en la identificació a nivell de soca de micorrizes i miceli extraradical en plantacions 

establertes amb planta inoculada amb L. deliciosus. 

 

6. El sistema de determinació de la cobertura micorrízica mitjançant l’anàlisi de 

fotografies digitals ha permès una caracterització ràpida i acurada de la 

colonització radical de plantes inoculades amb L. deliciosus de manera 

individualitzada i no destructiva.  
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7. La PCR en temps real utilitzant els encebadors i sonda dissenyats en aquest 

treball permeté la quantificació específica del miceli extraradical de L. deliciosus 

present a la rizosfera de plantes micorrizades establertes en dues localitats 

diferents. La tècnica es posà també a punt per a la quantificació de potencials 

competidors ectomicorrízics del gènere Rhizopogon, presents en la zona d’estudi. 

 

8. La persistència en camp de les micorrizes de L. deliciosus i l’extensió del seu 

miceli extraradical en el sòl mostraren diferències significatives en les dues 

localitats estudiades i per a les diferents soques introduïdes, mentre que no es 

veieren afectades pel nivell de colonització radical inicial. 

 

9. La persistència de les micorrizes de L. deliciosus en camp es veié negativament 

afectada per la presència de R. roseolus a la zona.  Els resultats suggeriren que la 

competència entre aquests dos fongs es dóna a nivell del sistema radical per la 

colonització de les arrels lliures mentre que no hi ha interacció negativa a nivell de 

miceli en el sòl. 

  

10. La quantitat de miceli detectada en el sòl i el percentatge de micorrizes de l’arrel es 

correlacionaren positivament per a les tres espècies fúngiques. En les condicions 

en què es produeix miceli extraradical, aquest paràmetre pot ser considerat com a 

indicador del grau de colonització de la planta permetent un seguiment no 

destructiu del fong en camp. 

 

11. L’aplicació de les tècniques posades a punt en aquest treball ha de facilitar el 

seguiment en camp de la persistència de soques seleccionades de L. deliciosus en 

programes de micorrizació controlada per a la producció de fongs comestibles. 
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ANNEX 1. DADES DE LES SOQUES UTILITZADES, disponibles a la 

col·lecció de fongs ectomicorrízics de l’IRTA 
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ANNEX 1. Continuació 
 

N
º 

C
U

L
T

IU
 

E
S

P
È

C
IE

 F
Ú

N
G

IC
A

 
E

S
P

È
C

IE
 

A
S

S
O

C
IA

D
A

 
D

A
T

A
 

R
E

C
O

L
·L

E
C

C
IÓ

 
L

O
C

A
L

IT
A

T
 R

E
C

O
L

·L
E

C
C

IÓ
 

N
ºA

C
C

É
S

 
G

E
N

B
A

N
K

 
26

1 
L
a

c
ta

ri
u
s
 s

a
n

g
u

if
lu

u
s
  

P
in

u
s
 r

a
d

ia
ta

  
19

/1
0/

19
95

 
S

t. 
F

el
iu

 d
e 

B
ui

xa
lle

u 
(G

iro
na

) 
D

Q
11

69
05

 
26

3 
L
a

c
ta

ri
u
s
 s

a
n

g
u

if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 p

in
a
s
te

r 
24

/1
0/

19
95

 
F

ito
r 

(G
iro

na
) 

D
Q

11
69

06
 

32
8 

L
a

c
ta

ri
u
s
 s

a
n

g
u

if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 h

a
le

p
e
n

s
is

  
06

/1
1/

20
03

 
C

er
ve

lló
 (

B
ar

ce
lo

na
) 

D
Q

11
69

07
 

32
9 

L
a

c
ta

ri
u
s
 s

a
n

g
u

if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 s

p
. 

19
/1

0/
20

03
 

T
er

ol
 (

T
er

ol
) 

D
Q

11
69

09
 

33
3 

L
a

c
ta

ri
u
s
 s

a
n

g
u

if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 p

in
e

a
 

01
/1

1/
20

03
 

C
ab

ril
s 

(B
ar

ce
lo

na
) 

D
Q

11
69

08
 

35
7 

L
a

c
ta

ri
u
s
 s

a
n

g
u

if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 s

y
lv

e
s
tr

is
 

17
/0

9/
20

05
 

E
ns

ija
, S

al
de

s 
(B

ar
ce

lo
na

) 
 

36
7 

L
a

c
ta

ri
u
s
 s

a
n

g
u

if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 h

a
le

p
e
n

s
is

 
20

/1
1/

20
05

 
S

t. 
S

al
va

do
r 

de
 G

ua
rd

io
la

 (
B

ar
ce

lo
na

) 
 

38
0 

L
a

c
ta

ri
u
s
 s

a
n

g
u

if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 p

in
a
s
te

r 
27

/1
0/

20
06

 
F

ito
r 

(G
iro

na
) 

E
U

42
39

21
 

33
8 

L
a

c
ta

ri
u
s
 s

e
m

is
a

n
g

u
if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 s

y
lv

e
s
tr

is
 

15
/1

0/
20

04
 

La
 R

ab
as

sa
 (

A
nd

or
ra

) 
D

Q
11

69
10

 
33

9 
L
a

c
ta

ri
u
s
 s

e
m

is
a

n
g

u
if
lu

u
s
 

P
in

u
s
 s

y
lv

e
s
tr

is
 

15
/1

0/
20

04
 

La
 R

ab
as

sa
 (

A
nd

or
ra

) 
D

Q
11

69
11

 
26

2 
L
a

c
ta

ri
u
s
 c

h
ry

s
o

rr
h

e
u

s
 

P
in

u
s
 s

p
. 

19
/1

0/
19

95
 

M
on

ts
en

y 
(G

iro
na

) 
 

36
8 

L
a

c
ta

ri
u
s
 c

h
ry

s
o

rr
h

e
u

s
 

P
in

u
s
 h

a
le

p
e
n

s
is

 
20

/1
1/

20
05

 
S

t. 
S

al
va

do
r 

de
 G

ua
rd

io
la

 (
B

ar
ce

lo
na

) 
E

U
42

39
18

 
34

4 
L
a

c
ta

ri
u
s
 r

u
fu

s
  

P
in

u
s
 s

y
lv

e
s
tr

is
 

15
/1

0/
20

04
 

La
 R

ab
as

sa
 (

A
nd

or
ra

) 
D

Q
11

69
12

 
34

5 
L
a

c
ta

ri
u
s
 t

e
s
q
u

o
ru

m
  

C
is

tu
s
 s

p
. 

21
/1

2/
20

04
 

M
as

sa
ne

s 
(G

iro
na

) 
D

Q
11

69
13

 
38

7 
L
a

c
ta

ri
u
s
 t

e
s
q
u

o
ru

m
 

C
is

tu
s
 s

p
. 

08
/1

1/
20

06
 

M
as

sa
ne

s 
(G

iro
na

) 
E

U
42

39
24

 



Annexos 

176 

 

 

ANNEX 2. ALINEAMENT DE SEQÜÈNCIES DE LA REGIÓ ITS DE 

Lactarius spp. 

 
 

Nomenclatura utilitzada: 
 
· = base igual a la superior 

- = base absent 

Indeterminacions: Y=C o T; R=A o G; S= C o G; K= G o T; W= A o T; N=A,T,C o G. 

Seqüències en sentit 5’-3’. 

S’assenyalen amb un requadre els oligonucleòtids dissenyats en aquesta tesi. 

 

 

 

 10        20        30        40        50        60                              

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894    TCGTACAACGTGCGTTGAGGGCGTGCGAGGGCTGTCGCTGACTTTTTGTTGACGCAAAAG  

L. deliciosus 312      ............................................................  

L. deliciosus 313      ...............Y............................................  

L. deliciosus 178      ...............Y............................................  

L. deliciosus 274 (a)  ............T..-............................................  

L. deliciosus 274 (b)  ............................................................  

L. deliciosus 892      ............................................................  

L. deliciosus 120      ...............Y............................................  

L. deliciosus 217      ...............Y............................................  

L. deliciosus 34       ...............C............................................  

L. deliciosus 49       ...............C............................................  

L. deliciosus 61       ...............C............................................  

L. deliciosus 330      ...............Y............................................  

L. deliciosus 331      ...............Y............................................  

L. deliciosus 332      ............T..-............................................  

L. deliciosus 334      ............................................................  

L. deliciosus 335      ............................................................  

L. deliciosus 336      ...............Y............................................  

L. deliciosus 337      ............................................................  

L. deliciosus 347      ...............N............................................  

L. deliciosus 354      ............................................................  

L. deliciosus 356      ...............C............................................  

L. deliciosus 362      ............................................................  

L. deliciosus 366      ....................................................Y.......  

L. deliciosus 361      ............................................................  

L. deliciosus 378      ...............C............................................  

L. deliciosus 384      ............................................................  

L. deliciosus 383      ............................................................  

L. sanguifluus 261     .........A..T..GAGA...........................C------------.  

L. sanguifluus 328     .........A..T..GTGA...........................C------------.  

L. sanguifluus 263     .........A..T..GAGA..Y........................C------------.  

L. sanguifluus 380     .........A..T..GAGA..Y........................C------------.  

L. sanguifluus 333     .........A..T..GA--.........................CAAA-----------.  

L. sanguifluus 329     .........A..T..GA--.........................CAAA-----------.  

L. semisanguifluus 338 ............T..GTGA..T...T......................---..A......  

L. semisanguifluus 339 ............T..GTGA..T...T......................---..A......  

L. chrysorrheus 368    ----------..T.AGAGA...A...A................CCAA------------.  

L. tesquorum 345       -AAC.A..AA..T...AGA.......A...................A----...T.....  

L. tesquorum 387       -AAC.A..AA..T...AGA.......A...................A----...T.....  

L. rufus 344           ........AA..T.AGAG....A....................CAAA------------.  
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 ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

                              70        80        90       100       110       120         

                     ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894     TCGTGCACGCCGGAGCGCGTCCTCT----CGCAT-AAAATCCATCTCACCC-TTTTGTGC  

L. deliciosus 312     .................Y.......----.....-................-........  

L. deliciosus 313     .Y.......................----.....-................-........  

L. deliciosus 178     .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 274 (a) .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 274 (b) .................T.......----.....-................-........  

L. deliciosus 892     .T.......................----.....-................-........  

L. deliciosus 120     .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 217     .Y..............R........----.....-................-........  

L. deliciosus 34      .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 49      .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 61      .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 330     .Y.......................----.....-................-........  

L. deliciosus 331     .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 332     .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 334     .Y.............NNN.......----.....-................-........  

L. deliciosus 335     .................T.......----.....-................-........  

L. deliciosus 336     .Y.......................----.....-................-........  

L. deliciosus 337     .T.......................----.....-................-........  

L. deliciosus 347     .Y.......................----.....-................-........  

L. deliciosus 354     .................T.......----.....-................-........  

L. deliciosus 356     .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 362     .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 366     .T..............R........----.....-................-........  

L. deliciosus 361     .Y.......................----.....-................-........  

L. deliciosus 378     .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 384     .........................----.....-................-........  

L. deliciosus 383     .........................----.....-................-........  

L. sanguifluus 261    .........................T---.A...T................-........  

L. sanguifluus 328    .........................T---.A...T................-........  

L. sanguifluus 263    .........................T---.A...T................-........  

L. sanguifluus 380    .........................T---.A...T................-........  

L. sanguifluus 333    .................T.......----.A...T................-........  

L. sanguifluus 329    .................T.......----.A...T................-........  

L. semisanguifluus 338................A........CTCT.A...-................-........  

L. semisanguifluus 339................A........CTCT.A...-................-........  

L. chrysorrheus 368   ...............T...C.....----.A...A.T.....G........-...-....  

L. tesquorum 345      ...............T.........A---.....-................C........  

L. tesquorum 387      ...............T.........A---.....-................C........  

L. rufus 344          ...........C...T.T...GC..----.A...A.T..............-...-....  
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ANNEX 2. Continuació 
 
 
    

                              130       140       150       160       170       180      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      ACCACCGCGTGGGCACCT-TTTGGGATCGAACCGATCCTGGA-GGGGGCTTGCGTTTTCA  

L. deliciosus 312      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 313      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 178      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 274 (a)  ..................-........T..............-.................  

L. deliciosus 274 (b)  ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 892      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 120      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 217      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 34       ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 49       ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 61       ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 330      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 331      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 332      ..................-........Y..............-.................  

L. deliciosus 334      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 335      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 336      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 337      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 347      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 354      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 356      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 362      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 366      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 361      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 378      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 384      ..................-.......................-.................  

L. deliciosus 383      ..................-.......................-.................  

L. sanguifluus 261     .................C-............T......A...-.................  

L. sanguifluus 328     .................C-............T......A...-.................  

L. sanguifluus 263     ..............R..C-............T......A...-.................  

L. sanguifluus 380     ..............R..C-............T......A...-.................  

L. sanguifluus 333     .................C-............T......A...-.................  

L. sanguifluus 329     .................C-............T......A...-.................  

L. semisanguifluus 338 .........C.......C-........--------------------.............  

L. semisanguifluus 339 .........C.......C-........--------------------.............  

L. chrysorrheus 368    .................C-.........AG..T....TC...-..AT...C.........  

L. tesquorum 345       .................C-..C......A.........A...A.................  

L. tesquorum 387       .................C-..C......A.........A...A.................  

L. rufus 344           .T...............CC.........------...TC...-.......C.........  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                              190       200       210       220       230       240      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      CACAAA-CCCCTTTT-AAAAAGTGTAGAATGACCCCATTT--TGCGATGACACGCAATCA  

L. deliciosus 312      ......-........T........................--..................  

L. deliciosus 313      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 178      ......-........T........................--..................  

L. deliciosus 274 (a)  ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 274 (b)  ......-........T........................--..................  

L. deliciosus 892      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 120      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 217      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 34       ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 49       ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 61       ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 330      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 331      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 332      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 334      ......-........T........................--..................  

L. deliciosus 335      ......-........T........................--..................  

L. deliciosus 336      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 337      ......-........-........................--..................  

L. deliciosus 347      ......--...C...TR.......................--..................  

L. deliciosus 354      ......-........T........................--..................  

L. deliciosus 356      ......--...C...T........................--..................  

L. deliciosus 362      ......--...C...T........................--..................  

L. deliciosus 366      ......--...C...T........................--..................  

L. deliciosus 361      ......--...C...T........................--..................  

L. deliciosus 378      ......--...C...T........................--..................  

L. deliciosus 384      ......--...C...T........................--..................  

L. deliciosus 383      ......--...C...T........................--..................  

L. sanguifluus 261     ......-........-.....................C..--..................  

L. sanguifluus 328     ......-........-.....................C..--..................  

L. sanguifluus 263     ......-........-.....................C..--..................  

L. sanguifluus 380     ......-........-.....................C..--..................  

L. sanguifluus 333     ......-........-.....................C..--..................  

L. sanguifluus 329     ......-........-.....................C..--..................  

L. semisanguifluus 338 ......-........A.....................C..--..................  

L. semisanguifluus 339 ......-........A.....................C..--..................  

L. chrysorrheus 368    ......-....CC..TT...........G.....T.....A-....C.A..C........  

L. tesquorum 345       ......C...T....--.......................TT......A...........  

L. tesquorum 387       ......C...T....--.......................TT......A...........  

L. rufus 344           ......A....CC..TT.................T.....A-....C.A..C........  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                              250       260       270       280       290       300      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      ATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC  

L. deliciosus 312      ............................................................  

L. deliciosus 313      ............................................................  

L. deliciosus 178      ............................................................  

L. deliciosus 274 (a)  ............................................................  

L. deliciosus 274 (b)  ............................................................  

L. deliciosus 892      ............................................................  

L. deliciosus 120      ............................................................  

L. deliciosus 217      ............................................................  

L. deliciosus 34       ............................................................  

L. deliciosus 49       ............................................................  

L. deliciosus 61       ............................................................  

L. deliciosus 330      ............................................................  

L. deliciosus 331      ............................................................  

L. deliciosus 332      ............................................................  

L. deliciosus 334      ............................................................  

L. deliciosus 335      ............................................................  

L. deliciosus 336      ............................................................  

L. deliciosus 337      ............................................................  

L. deliciosus 347      ............................................................  

L. deliciosus 354      ............................................................  

L. deliciosus 356      ............................................................  

L. deliciosus 362      ............................................................  

L. deliciosus 366      ............................................................  

L. deliciosus 361      ............................................................  

L. deliciosus 378      ............................................................  

L. deliciosus 384      ............................................................  

L. deliciosus 383      ............................................................  

L. sanguifluus 261     ............................................................  

L. sanguifluus 328     ............................................................  

L. sanguifluus 263     ............................................................  

L. sanguifluus 380     ............................................................  

L. sanguifluus 333     ............................................................  

L. sanguifluus 329     ............................................................  

L. semisanguifluus 338 ............................................................  

L. semisanguifluus 339 ............................................................  

L. chrysorrheus 368    ............................................................  

L. tesquorum 345       ............................................................  

L. tesquorum 387       ............................................................  

L. rufus 344           ............................................................  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                              310       320       330       340       350       360      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC  

L. deliciosus 312      ............................................................  

L. deliciosus 313      ............................................................  

L. deliciosus 178      ............................................................  

L. deliciosus 274 (a)  ............................................................  

L. deliciosus 274 (b)  ............................................................  

L. deliciosus 892      ............................................................  

L. deliciosus 120      ............................................................  

L. deliciosus 217      ............................................................  

L. deliciosus 34       ............................................................  

L. deliciosus 49       ............................................................  

L. deliciosus 61       ............................................................  

L. deliciosus 330      ............................................................  

L. deliciosus 331      ............................................................  

L. deliciosus 332      ............................................................  

L. deliciosus 334      ............................................................  

L. deliciosus 335      ............................................................  

L. deliciosus 336      ............................................................  

L. deliciosus 337      ............................................................  

L. deliciosus 347      ............................................................  

L. deliciosus 354      ............................................................  

L. deliciosus 356      ............................................................  

L. deliciosus 362      ............................................................  

L. deliciosus 366      ............................................................  

L. deliciosus 361      ............................................................  

L. deliciosus 378      ............................................................  

L. deliciosus 384      ............................................................  

L. deliciosus 383      ............................................................  

L. sanguifluus 261     ............................................................  

L. sanguifluus 328     ............................................................  

L. sanguifluus 263     ............................................................  

L. sanguifluus 380     ............................................................  

L. sanguifluus 333     ............................................................  

L. sanguifluus 329     ............................................................  

L. semisanguifluus 338 ............................................................  

L. semisanguifluus 339 ............................................................  

L. chrysorrheus 368    ............................................................  

L. tesquorum 345       ............................................................  

L. tesquorum 387       ............................................................  

L. rufus 344           ............................................................  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                              370       380       390       400       410       420      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      CCCTTGGTATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAATTCTCAACCTTCTCGGT  

L. deliciosus 312      ............................................................  

L. deliciosus 313      ............................................................  

L. deliciosus 178      ............................................................  

L. deliciosus 274 (a)  ............................................................  

L. deliciosus 274 (b)  ............................................................  

L. deliciosus 892      ............................................................  

L. deliciosus 120      ............................................................  

L. deliciosus 217      ............................................................  

L. deliciosus 34       ............................................................  

L. deliciosus 49       ............................................................  

L. deliciosus 61       ............................................................  

L. deliciosus 330      ............................................................  

L. deliciosus 331      ............................................................  

L. deliciosus 332      ............................................................  

L. deliciosus 334      ............................................................  

L. deliciosus 335      ............................................................  

L. deliciosus 336      ............................................................  

L. deliciosus 337      ............................................................  

L. deliciosus 347      ............................................................  

L. deliciosus 354      ............................................................  

L. deliciosus 356      ............................................................  

L. deliciosus 362      ............................................................  

L. deliciosus 366      .............R..............................................  

L. deliciosus 361      ............................................................  

L. deliciosus 378      ............................................................  

L. deliciosus 384      ............................................................  

L. deliciosus 383      ............................................................  

L. sanguifluus 261     ...........................................A.............C..  

L. sanguifluus 328     ...........................................A.............C..  

L. sanguifluus 263     ...........................................A................  

L. sanguifluus 380     ...........................................A.............S..  

L. sanguifluus 333     ...........................................A................  

L. sanguifluus 329     ...........................................A................  

L. semisanguifluus 338 ...........................................A................  

L. semisanguifluus 339 ...........................................A................  

L. chrysorrheus 368    ............T..............................A......G..C..T...  

L. tesquorum 345       ...........................................A................  

L. tesquorum 387       ...........................................A................  

L. rufus 344           ...C.......................................AC........C..T...  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                              430       440       450       460       470       480      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      TTTCTTCTGGACACCGAAGGAGGCTTGGACATTGGAGGCCTTTGCTGGCGTCTCTT----  

L. deliciosus 312      ........................................................----  

L. deliciosus 313      ........................................................----  

L. deliciosus 178      ........................................................----  

L. deliciosus 274 (a)  ........................................................----  

L. deliciosus 274 (b)  ........................................................----  

L. deliciosus 892      ........................................................----  

L. deliciosus 120      ........................................................----  

L. deliciosus 217      ........................................................----  

L. deliciosus 34       ................................................Y.......----  

L. deliciosus 49       ........................................................----  

L. deliciosus 61       ........................................................----  

L. deliciosus 330      ........................................................----  

L. deliciosus 331      ........................................................----  

L. deliciosus 332      ........................................................----  

L. deliciosus 334      ........................................................----  

L. deliciosus 335      ........................................................----  

L. deliciosus 336      ........................................................----  

L. deliciosus 337      ........................................................----  

L. deliciosus 347      ........................................................----  

L. deliciosus 354      ........................................................----  

L. deliciosus 356      ........................................................----  

L. deliciosus 362      ........................................................----  

L. deliciosus 366      ........................................................----  

L. deliciosus 361      ........................................................----  

L. deliciosus 378      ........................................................----  

L. deliciosus 384      ........................................................----  

L. deliciosus 383      ........................................................----  

L. sanguifluus 261     .G..........G.................T..............C.........CTCTT  

L. sanguifluus 328     .G..........G.................T........................CTCTT  

L. sanguifluus 263     .K.........YG.................T........................CTCTT  

L. sanguifluus 380     .K.........YG.................T........................CTCTT  

L. sanguifluus 333     ............G.................T..................A.....CTCTT  

L. sanguifluus 329     ............G.................T..................A.....CTCTT  

L. semisanguifluus 338 ..............................T........................C----  

L. semisanguifluus 339 ..............................T........................C----  

L. chrysorrheus 368    .-.........G...A..............T........A.........A...TC.CTCT  

L. tesquorum 345       .-.........A...A..............T.................T......CTCTT  

L. tesquorum 387       .-.........A...A..............T.................T......CTCTT  

L. rufus 344           .-.........G...A...C..........T..................AC....C----  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                              490       500       510       520       530       540      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      -------AGACCCAGCTCCTCTTAAATGAATTAGCGGGGTCCTCTTTGCCGATCCTTGAC  

L. deliciosus 312      -------.....................................................  

L. deliciosus 313      -------.....................................................  

L. deliciosus 178      -------.....................................................  

L. deliciosus 274 (a)  -------.....................................................  

L. deliciosus 274 (b)  -------.....................................................  

L. deliciosus 892      -------.....................................................  

L. deliciosus 120      -------.....................................................  

L. deliciosus 217      -------.....................................................  

L. deliciosus 34       -------.....................................................  

L. deliciosus 49       -------.....................................................  

L. deliciosus 61       -------.....................................................  

L. deliciosus 330      -------.....................................................  

L. deliciosus 331      -------.....................................................  

L. deliciosus 332      -------.....................................................  

L. deliciosus 334      -------.....................................................  

L. deliciosus 335      -------.....................................................  

L. deliciosus 336      -------.....................................................  

L. deliciosus 337      -------.....................................................  

L. deliciosus 347      -------.....................................................  

L. deliciosus 354      -------.....................................................  

L. deliciosus 356      -------.....................................................  

L. deliciosus 362      -------.....................................................  

L. deliciosus 366      -------.....................................................  

L. deliciosus 361      -------.....................................................  

L. deliciosus 378      -------.....................................................  

L. deliciosus 384      -------.....................................................  

L. deliciosus 383      -------.....................................................  

L. sanguifluus 261     AT---CG...G.............................................C...  

L. sanguifluus 328     TT---CG...G.............................................C...  

L. sanguifluus 263     TT---CG...G.............................................C...  

L. sanguifluus 380     TT---CG...G.............................................C...  

L. sanguifluus 333     TTTTTCG...G...............C.............................C...  

L. sanguifluus 329     TTTTTCG...G...............C.............................C...  

L. semisanguifluus 338 ------T...G.................................................  

L. semisanguifluus 339 ------T...G.................................................  

L. chrysorrheus 368    TTTGAAG---GT................................................  

L. tesquorum 345       TT---GAGAG.......................................T.G....C...  

L. tesquorum 387       TT---GAGAG.......................................T.G....C...  

L. rufus 344           ----------G........................A.............T......C...  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                              550       560       570       580       590       600      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      ATGTGATAAGATGTTTCCATGACTTGGTTTCTGGCTCTGTTGCATTTGGGACCCGCTTCT  

L. deliciosus 312      ............................................................  

L. deliciosus 313      ............................................................  

L. deliciosus 178      ............................................................  

L. deliciosus 274 (a)  ............................................................  

L. deliciosus 274 (b)  ............................................................  

L. deliciosus 892      ............................................................  

L. deliciosus 120      ............................................................  

L. deliciosus 217      ............................................................  

L. deliciosus 34       ............................................................  

L. deliciosus 49       ............................................................  

L. deliciosus 61       ............................................................  

L. deliciosus 330      ............................................................  

L. deliciosus 331      ............................................................  

L. deliciosus 332      ............................................................  

L. deliciosus 334      ............................................................  

L. deliciosus 335      ............................................................  

L. deliciosus 336      ............................................................  

L. deliciosus 337      ......................................................R.....  

L. deliciosus 347      ............................................................  

L. deliciosus 354      ............................................................  

L. deliciosus 356      ............................................................  

L. deliciosus 362      ............................................................  

L. deliciosus 366      ............................................................  

L. deliciosus 361      ............................................................  

L. deliciosus 378      ............................................................  

L. deliciosus 384      ............................................................  

L. deliciosus 383      ............................................................  

L. sanguifluus 261     ...........................................C...............A  

L. sanguifluus 328     ...........................................C...............A  

L. sanguifluus 263     ...........................................C...............A  

L. sanguifluus 380     ...........................................C.........Y.....W  

L. sanguifluus 333     ...........................................C................  

L. sanguifluus 329     ...........................................C................  

L. semisanguifluus 338 ........................C............................T......  

L. semisanguifluus 339 ........................C............................T......  

L. chrysorrheus 368    .....................C.....................T................  

L. tesquorum 345       .....................T.....................T................  

L. tesquorum 387       .....................T.....................T................  

L. rufus 344           G....................T..................CA.C................  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                              610       620       630       640       650       660      

                       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L. deliciosus 894      -AACCGTCT---------CGACGAGACAACGTTTGGGCGTGTCTCCCTTCTCGGGAGACT  

L. deliciosus 312      -........---------..........................................  

L. deliciosus 313      -........---------..........................................  

L. deliciosus 178      -........---------..........................................  

L. deliciosus 274 (a)  -........---------..........................................  

L. deliciosus 274 (b)  -........---------..........................................  

L. deliciosus 892      -........---------..........................................  

L. deliciosus 120      -........---------...........Y..............................  

L. deliciosus 217      -........---------..........................................  

L. deliciosus 34       -........---------..........................................  

L. deliciosus 49       -........---------..........................................  

L. deliciosus 61       -........---------..........................................  

L. deliciosus 330      -........---------..........................................  

L. deliciosus 331      -........---------..........................................  

L. deliciosus 332      -........---------..........................................  

L. deliciosus 334      -........---------..........................................  

L. deliciosus 335      -........---------................NNN.......................  

L. deliciosus 336      -........---------..........................................  

L. deliciosus 337      -........---------..........................................  

L. deliciosus 347      -........---------..........................................  

L. deliciosus 354      -........---------..........................................  

L. deliciosus 356      -........---------..........................................  

L. deliciosus 362      -........---------..........................................  

L. deliciosus 366      -........---------..........................................  

L. deliciosus 361      -........---------...........Y..............................  

L. deliciosus 378      -........---------..........................................  

L. deliciosus 384      -........---------..........................................  

L. deliciosus 383      -........---------..........................................  

L. sanguifluus 261     -........---------......................................A..A  

L. sanguifluus 328     -........---------..............................C.......A..A  

L. sanguifluus 263     T........---------..............................C.......A..A  

L. sanguifluus 380     -........---------..............................Y.......A..A  

L. sanguifluus 333     -........---------..........................................  

L. sanguifluus 329     -........---------..........................................  

L. semisanguifluus 338 -........---------.........G................................  

L. semisanguifluus 339 -........---------.........G................................  

L. chrysorrheus 368    -........T-GACCTTG.AT........T...C.A..TC...................A  

L. tesquorum 345       -........---------.................A..AC.......---------...G  

L. tesquorum 387       -........---------.................A..AC.......---------...G  

L. rufus 344           -........TCAACCTTG..TT...........C.A..A.................AG..  
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ANNEX 2. Continuació 
 

 

 

 

                                670       680  

                        ....|....|....|....|. 

L. deliciosus 894       CTCTCAACCCCCACGAACCCT  

L. deliciosus 312       .....................  

L. deliciosus 313       .....................  

L. deliciosus 178       .....................  

L. deliciosus 274 (a)   .....................  

L. deliciosus 274 (b)   .....................  

L. deliciosus 892       .....................  

L. deliciosus 120       .....................  

L. deliciosus 217       .....................  

L. deliciosus 34        .....................  

L. deliciosus 49        .....................  

L. deliciosus 61        .....................  

L. deliciosus 330       .....................  

L. deliciosus 331       .....................  

L. deliciosus 332       .....................  

L. deliciosus 334       .....................  

L. deliciosus 335       .....................  

L. deliciosus 336       .....................  

L. deliciosus 337       .....................  

L. deliciosus 347       ................R....  

L. deliciosus 354       .....................  

L. deliciosus 356       .....................  

L. deliciosus 362       .....................  

L. deliciosus 366       .....................  

L. deliciosus 361       .....................  

L. deliciosus 378       .....................  

L. deliciosus 384       .....................  

L. deliciosus 383       .....................  

L. sanguifluus 261      .A.........-.........  

L. sanguifluus 328      .A.........-.........  

L. sanguifluus 263      .A.......T.-.........  

L. sanguifluus 380      .A.......T.-.Y.......  

L. sanguifluus 333      ...........-.........  

L. sanguifluus 329      ...........-.........  

L. semisanguifluus 338  .....G.....-.........  

L. semisanguifluus 339  .....G.....-.........  

L. chrysorrheus 368     .....G.....-.........  

L. tesquorum 345        .........T.-.........  

L. tesquorum 387        .........T.-.........  

L. rufus 344            .C...G.....-.........  
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