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“El hombre de estos campos, que incendia los pinares
y sus despojos aguarda como botin de guerra

antafio hubo raido los negros encinares

y talado los robustos robledos de la sierra.”

(Antonio Machado, Campos de Castilla).







Interés y objetivos del trabajo

Es un hecho bien conocido que el funcionamiento, la estabilidad y la productividad
de los ecosistemas terrestres dependen en gran medida de la riqueza de especies de la
cubierta vegetal, su diversidad y la estructuracion de las poblaciones de la misma. Por
otra parte, el que algunas especies de plantas puedan o no desarrollar una cubierta
adecuada depende de las interacciones que se produzcan entre las distintas especies
presentes y de la competencia temporal y espacial que establezcan por los limitados
recursos del suelo. Las interacciones con los diferentes grupos de organismos que
constituyen la biocenosis pueden favorecer el establecimiento de determinadas especies

de plantas y/o su posterior desarrollo mediante mecanismos de diversa indole.

De las interacciones entre plantas y otros organismos de un ecosistema, las que
se establecen con microorganismos, aunque frecuentemente ignoradas, revisten especial
interés. Muy en particular, los denominados hongos formadores de micorrizas
arbusculares juegan un papel clave en el establecimiento y desarrollo de la mayoria de
las plantas. Estos hongos, de tamafio microscopico y habitantes comunes de la mayoria
de los suelos, establecen simbiosis mutualistas (micorrizas) con la mayoria de las plantas
terrestres, permitiendo a éstas una mayor absorcion de nutrientes y agua, gracias al

aumento de la superficie til de exploracién que representan las hifas del hongo que se



Interés y objetivos del trabajo

desarrollan en el suelo, conectadas al sistema radical de las plantas. El hongo formador
de micorrizas arbusculares recibe, a su vez, compuestos carbonados procedentes de la
fotosintesis de la planta, indispensables para sus procesos metabdlicos por tratarse de
simbiontes obligados, que necesitan de la interaccién con la planta para completar su

ciclo de vida.

El establecimiento de la micorriza no sélo resulta ventajoso para la planta y el
hongo, sino que también favorece al ecosistema en su conjunto, ya que mejora la calidad
del suelo, la diversidad y productividad de la cubierta vegetal y el establecimiento de otros
microorganismos beneficiosos, como son Rhizobium y rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR). No obstante, y a pesar de ejercer un importante efecto sobre
la estabilidad de los ecosistemas, las micorrizas arbusculares han sido objeto de pocos

estudios en este contexto.

Por otra parte, los ecosistemas mediterrdneos se caracterizan por ser
extremadamente fragiles. Esto se debe, en gran medida, a las caracteristicas climaticas,
con una marcada estacionalidad que alterna periodos de elevada temperatura y
xericidad, con otros mas frios y humedos. Ademés, con mucha frecuencia los
ecosistemas mediterraneos presentan una orografia y un sustrato litol6gico que acttan
como coadyuvantes en el desencadenamiento de procesos de degradacion de la
cubierta vegetal. La decisiva intervencion humana ha contribuido también a reducir el
efecto de amortiguacion del proceso de degradacion, impidiendo asi su

autorrecuperacion.

Es de destacar, ademds, que la conjuncién de influencias paleoérticas y
paleotropicales han otorgado a la Cuenca Mediterrdnea una excepcional riqueza
floristica, con un elevado nivel de biodiversidad y un numero considerable de
endemismos. La vegetacion climacica estaria basada en el bosque escleréfilo de hoja
perenne. A pesar de ello, la formaciébn mas frecuentemente presente es el matorral
mediterraneo, especialmente formaciones como tomillares, romerales, retamares,
espinales, y otros, caracterizados por una escasa produccion de biomasa aérea y una
limitada cobertura vegetal. Consecuentemente, las propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas del suelo se degradan, lo que a su vez condiciona un mayor deterioro de la

estructura y diversidad de las comunidades vegetales.



Interés y objetivos del trabajo

Para evitar esta “espiral de degradacion”, generada por la conjuncion de los
factores antes mencionados, es fundamental detener el avance de los procesos de
degradacion que estan sufriendo las areas mas fragiles de la Cuenca Mediterranea
mediante la adopcién de préacticas adecuadas de manejo del suelo y la vegetacion
existentes. Es necesario restaurar también la diversidad y calidad de la cubierta vegetal,
para lo cual se requiere incrementar el nimero de plantas en zonas con un numero
inferior al 6ptimo, tras lo cual se debe promover el desarrollo de las especies climacicas

de la sucesion vegetal.

Como se ha mencionado anteriormente, hay que destacar el papel que juegan los
microorganismos del suelo, en especial los hongos micorricicos, sobre la diversidad y la
calidad de la cubierta vegetal. Sin embargo, no solo los microorganismos del suelo
pueden condicionar a las comunidades vegetales. También estas pueden afectar la
diversidad y composicion de las comunidades microbianas. Debido a la importancia cuali
y cuantitativa de los hongos micorricicos, se propuso una investigacion que tuvo como
objetivo general el Estudio de la influencia de la diversidad y estructura de la comunidad
vegetal sobre las comunidades de hongos micorricicos, y sus consecuencias en la
estabilizacion y recuperacion de ecosistemas degradados, especialmente en ambientes

mediterraneos aridos y semiaridos.

La consecucion de este objetivo general implicé el planteamiento de los siguientes

objetivos metodolégicos y/o complementarios:

i) Desarrollo de técnicas moleculares que permitieran la identificacion vy
caracterizacion de las comunidades de hongos formadores de micorrizas

arbusculares tanto en suelo como en planta (raices).

ii) Determinacion del efecto de la diversidad y estructura vegetal sobre la
comunidad de hongos micorricicos en suelo (tamafo, diversidad vy

estructura) y en planta.

i) Determinacion del efecto de la interaccion de diferentes especies de
plantas y hongos micorricicos sobre las caracteristicas fisicoquimicas del

suelo.



Interés y objetivos del trabajo

iv) Determinacion del resultado de la interaccion entre las distintas especies
de plantas y hongos micorricicos sobre las caracteristicas de la propia
cubierta vegetal establecida, asi como la identificacibn de especies

facilitadotas o antagonistas.

V) Por dltimo, y en la medida de lo posible, se pretende determinar las
posibles pautas y/o estrategias de colonizacién de la raiz y el suelo por
diferentes hongos micorricicos, en funcion tanto de la planta hospedadora,

asi como de la estacionalidad climatica.

Aunque los objetivos propuestos pretenden avanzar en el conocimiento de la
ecologia de los hongos micorricicos en ecosistemas semiaridos caracteristicos de
ambientes mediterrdneos, la investigacion propuesta presenta también un marcado
caracter finalista. Este viene determinado por la posibilidad de caracterizar las pautas de
comportamiento y/o estrategias de colonizacion de las distintas plantas y hongos
micorricicos objetos de estudio, con vistas a su utilizacion posterior en programas de

revegetacion y/o recuperacion de suelos degradados.









A las tierras sin nombres y sin nimeros
bajaba el viento desde otros dominios,
traia la lluvia hilos celestes,

y el dios de los altares impregnados

devolvia las flores y las vidas.

En la fertilidad crecia el tiempo.

(Pablo Neruda, La lampara en la tierra, Canto General)







Introduccioén

1. ECOSISTEMAS MEDITERRANEOS

1.1 Caracteristicas generales.

Los ecosistemas mediterrdneos incluyen un importante nimero de comunidades
bidticas que se desarrollan bajo la influencia del denominado Clima Mediterraneo. Este
esta definido por la coincidencia en la época célida o verano de al menos dos meses con
caracter de aridez en cuanto a la precipitacion, considerando que un mes arido es aquel
en el que la precipitacion (en L m®) es inferior al doble de la temperatura media mensual
en grados centigrados (P<2T) (Rivas-Martinez 1976). Por otra parte, existe una
alternancia regular de esta estacidn céalida y seca, con una estacién fria y himeda, con
precipitaciones irregulares y esporadicas, pero frecuentemente torrenciales (Lopez-
Bermudez y Albadalejo 1990).

A pesar de denominarse clima mediterraneo debido a que su principal area de
influencia abarca las regiones circundantes del mar Mediterraneo, es importante sefialar
gue en el planeta existen humerosas zonas que comparten las caracteristicas de este
clima. Entre estas zonas se encuentran la costa de California, Sudéfrica, el sudoeste de

Australia y la zona central de Chile. Su ubicacion geogréfica se encuentra distribuida de
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preferencia entre los 30 y 40° de latitud Ny S, y principalmente en las costas oeste de los

continentes.

Los ecosistemas de la regiébn Mediterranea son muy variados, y su vegetacion
climacica varia desde los matorrales paquicaules a bosques esclerofilos deciduos, y
desde bosquetes espinosos y estepas templadas a semidesiertos helados, todos ellos
adaptados a soportar un periodo de aridez de hasta nueve meses, incluyéndose en

ombroclimas desde el arido inferior al hiperhimedo (Rivas-Martinez 1976).

Segun Montalvo (1992) la vegetacion mediterranea desarrolla, principalmente, dos
tipos alternativos de adaptacion xerdfila, que son por una parte la presencia de
estructuras aéreas persistentes, como en el caso de los matorrales, y la que expresa la
vegetacion de temporada, en el caso de las plantas teréfitas, como por ejemplo los
pastizales de especies anuales. Ademas, resulta interesante destacar que la biomasa
aérea en estos ecosistemas es pequefia; no obstante, la relacion de la biomasa

subterranea respecto de la aérea es mas alta que en otros ecosistemas (Montalvo 1992).

Otra caracteristica importante de estos ecosistemas es su excepcional riqueza
floristica, la cual ha sido determinada por la conjuncion de factores bibticos vy
ambientales, como son las variaciones climéticas y los cambios de las posiciones
relativas de las grandes masas continentales (Blanca y Morales 1991; Lépez-Gonzalez
2001). Como ejemplo de esta, Puigdefabregas (1994) sefiala que existen unas 25.000

especies de familias faner6gamas en ambientes mediterraneos.

1.2 Problematica de los ecosistemas mediterraneos.

Los ecosistemas desarrollados en ambientes mediterraneos pueden ser alterados
por cambios en la actividad de agentes naturales, perdiendo su estabilidad y
degradandose (Herrera et al. 1993). Los procesos que interactian en la degradacion de
los ecosistemas mediterraneos se muestran en la Figura IlI-1. Estos procesos
degradativos estan especialmente potenciados por las caracteristicas del clima en estos
ecosistemas (lluvias irregulares, aridez, etc.) y la fuerte y decisiva accion del hombre

(presion antropica) (Lopez-Bermudez 1996).
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Figura 1. Degradaciéon de los sistemas suelo-planta en ambientes mediterrdneos (tomado de
Barea et al. 1999).

La degradacion de la diversidad de especies, y la consecuente degradacion de la
estructura y morfologia de las comunidades, supone a su vez un deterioro generalizado
de las propiedades fisico-quimicas y biolégicas del suelo (Lopez-Bermudez y Albaladejo
1990; Herrera et al. 1993; Barea y Jeffries 1995; Requena et al. 1996; Barea y Olivares
1998). En este contexto, se puede sefalar que en ambientes mediterraneos la erosion y
degradacion de las propiedades fisico quimicas y bioldgicas del suelo, y la degradacion

consecuente de la cubierta vegetal, propicia y acelera procesos de desertificacion.
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1.2.1 Erosion.

En las regiones mediterraneas es bien sabido que la erosion de los suelos es el
resultado de una compleja y dindmica combinacion de procesos que conducen a una
elevada tasa de pérdida de suelo y elementos nutritivos, asi como a una disminucién de
su potencial bioldgico. Estos procesos, si ho son convenientemente revertidos, conducen
a la desertificacion, siendo el sureste de Espafa la region de Europa méas afectada en

este sentido (L6épez-Bermudez y Romero-Diaz, 1992).

Las lluvias de alta intensidad son uno de los principales agentes erosivos en estas
regiones mediterrdneas, puesto que unido a las precipitaciones de elevada energia,
actian como factores potenciadores el vigor del relieve, una escasa resistencia mecanica
de los materiales, una reducida superficie de cobertura y, frecuentemente, la deficiente

gestion humana de los recursos (Lopez-Bermudez y Romero-Diaz 1992).

Como ejemplo de lo anterior, Lopez-Bermudez y colaboradores (1984), trabajando
en un ecosistema semiarido de la comunidad de Murcia, demostraron que las variaciones
en la cobertura vegetal (del 0 al 86 % de cobertura), asi como las variaciones en los
coeficientes de infiltracion del suelo tenian una fuerte influencia sobre la magnitud de los

procesos erosivos y la consecuente produccion de materiales sedimentarios.

Por su parte, Belmonte-Serrato y colaboradores (1999) trabajando en un matorral
caracterizado por la presencia de romero (romeral) en condiciones ambientales
semiaridas propias del clima mediterrdneo, encontraron que a medida que aumentaba la
pendiente del terreno, desde un 11 a un 25%, la necesidad de una cobertura vegetal
optimizada aumentaba desde un 58 a un 64%, para alcanzar un equilibrio entre las

necesidades hidricas del sistema y la proteccion del suelo.

Entre otros factores que han mostrado ejercer una influencia en la erosion del
suelo en ecosistemas mediterraneos semiaridos se encuentran la gestion del suelo y la
incidencia de incendios (naturales o provocados) (Lasanta et al. 2000; Pardini et al. 2003;
2004). Pardini et al. (2004), trabajando en cinco suelos mediterrdneos del noreste de
Espafa, encontraron que los distintos usos del suelo son determinantes de importantes
diferencias en su potencial erosivo, demostrando que suelos con un inadecuado manejo
agricola presentan altos indices de produccién de sedimentos y de pérdida de carbono
organico. No obstante, en suelos reforestados con Pinus silvestris y P. halepensis
durante 50 afios se encontraron igualmente efectos deletéreos sobre las propiedades del

suelo, debido probablemente a un deficiente manejo forestal. Por el contrario, suelos con
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50 afios de abandono agricola, dominados por la presencia espontdnea de Quercus

suber, presentaban las mejores caracteristicas y los menores indices de erodabilidad.

Pardini y colaboradores (2003, 2004) encontraron ademas que el efecto del fuego
tiene una gran importancia en los procesos erosivos, especialmente en aquellos
ecosistemas dominados por especies mas susceptibles de sufrir dafios severos por
ocurrencia de fuegos espontaneos, como Cystus monspeliensis y Calicotome espinosa,

representativos del matorral mediterrdneo.

1.2.2 Degradaciéon de la cubierta vegetal.

Aunque la vegetacidén potencial de la cuenca mediterranea estd basada en el
bosque esclerdfilo de hoja perenne (encinares, alcornocales, acebuchares, enebrales,
etc.), los procesos degradativos, debido especialmente a la presion antropica, han
ocasionado que en la actualidad predominen las agrupaciones vegetales de sustitucion,

en especial el matorral mediterraneo (Blanca y Morales 1991; Lépez-Gonzalez 2001).

Por otra parte, evidencias paleoecoldgicas parecen demostrar que las profundas y
continuas transformaciones ambientales en ecosistemas mediterraneos han ocasionado
la ausencia de un paisaje estable, en el cual el hombre ha sido un agente
desencadenante tanto de acciones destructivas como de acciones conservadoras del

paisaje (Puigdefabregas 1994).

A pesar de ello, los diversos flujos causa-efecto implicados en la degradacion de
los ecosistemas mediterraneos (ver Figura II-1), pueden originar una “espiral de
degradacién”, en el transcurso de la cual se va acentuando el deterioro general del suelo,
pudiendo llegarse a la desertificacion del ecosistema, dada la reducida habilidad de
regeneracion natural de la cubierta vegetal presente per se. La razén Uultima de esta
situacion de deterioro es la sobreexplotacién o el desarrollo de actividades humanas mal

controladas (Requena 1997).

1.2.3 Desertificacion.

Aunque el término desertificacibn no tiene una definicibn aceptada
universalmente, los cientificos concuerdan en que se trata de un proceso de degradacion

de suelo que comienza con un gradual deterioro de la cubierta vegetal por actividades
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humanas y luego continGia con erosién del suelo acelerada y deterioro de las propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, que repercuten en una disminucion de la
produccion actual y la productividad futura del suelo. Por tanto, este proceso es el
resultado de complejas interacciones de factores humanos y naturales (flora, fauna,
ambiente edéfico y climatologia del ecosistema) (Albaladejo et al. 1988; Requena 1997).
Entre las principales consecuencias que acarrea este proceso de degradacion del suelo
se incluyen la pérdida de materia organica y estructura del suelo, que resulta en una
reducida capacidad de infiltracion y de almacenamiento de agua y nutrientes (Requena
1997), incremento de la erosion del suelo, pérdida de diversidad microbiana y
disminucion de la proteccion de las plantas a diferentes estresesde tipo biotico y abiotico
(Barea et al. 1996).

1.3 Ecosistemas mediterrdneos en Espafa.

Biogeograficamente, Espafia se encuentra incluida en el reino de flora y
vegetacion Holértico, distribuyéndose de forma desigual en tres regiones coroldgicas: i)
region Eurosiberiana, que ocupa la franja septentrional de la peninsula, ocupando ciertas
comarcas luso-galaico-cantabrico-pirenaicas; ii) region Macaronésica, en el archipiélago
Canario; vy iii) region Mediterranea, que abarca todo el resto de la peninsula y las islas
Baleares. Ademas, en la region mediterrdnea de Espafia se presentan cinco de los seis
pisos bioclimaticos correspondientes, termo-, meso-, supra-, oro- y crioromediterraneo
(Rivas-Martinez 1976).

Los ecosistemas mediterrdneos de Espafia poseen una de las floras mas ricas y
variadas de toda Europa, s6lo comparable a la de paises como Grecia e Italia, existiendo
unas 7.500-8.000 especies de plantas vasculares, probablemente un 15% de ellas
endémicas (LOpez-Gonzalez 2001). Esto es debido al acontecimiento de grandes
alteraciones histéricas del clima, la vegetacion, oscilaciones en el nivel del mar (en el
mediterrdneo occidental principalmente), y el contacto entre las placas tectonicas
europea y africana, permitiendo de esta manera la migracion directa de las plantas,
especialmente esteparias, termofilas, xerdfilas, ordéfilas, boreo-alpinas, etc., entre puntos

anteriormente aislados (Lopez-Gonzalez 2001).

En la region mediterranea de Espafia se reconocen 65 series de vegetacion, todas

ellas con una vegetacion climéacica correspondiente a un bosque esclerofilo, y que en sus
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series de degradacion incluyen matorrales densos, matorrales degradados, y finalizan
como pastizales (Rivas-Martinez 1976). En tales matorrales se presentan especies
lefiosas tipicas, siendo comun la presencia de géneros tales como Thymus, Lavandula,
Salvia, Sideritis, Teucrium, Rosmarinus, Juniperus, Rosaceas, etc., y leguminosas
arbustivas como Anthyllis, Retama, Coronilla, Genista, etc. (Lépez-Bermidez vy
Albaladejo 1990; Blanca y Morales 1991; Navarro-Reyes, 1995).

Cabe sefalar que la vegetacién potencial se encuentra todavia presente en
determinadas areas, donde la presion antrépica ha sido reducida; no obstante, se estima
que de la superficie total del pais, un 5% podria estar potencialmente ocupada por
vegetacion no arboérea, un 8% por coniferas, un 4% por sotos y bosques riberefios y
hasta un 83% por bosques de fagaceas (L6épez-Gonzalez 2001). En términos generales,
las comunidades mas degradadas tenderian hacia la vegetacion potencial si cesara la
influencia humana, hecho que se ha observado parcialmente en los ultimos afios cuando
la utilizacion de derivados del petréleo ha sustituido al carbdn y otros combustibles de
origen vegetal (Lopez-Gonzalez 2001), cesando como consecuencia la presion antropica

sobre la misma.

Sin embargo, la extrema fragilidad de determinados ecosistemas, especialmente
del ombroclima seco o semiarido, ha posibilitado la perturbacion del equilibrio ecoldgico
con perturbaciones minimas, en cuyo caso los dafios resultan practicamente irreparables.
Asi nos encontramos con que en Espafia aproximadamente un 18% del territorio
presenta graves procesos de erosion y desertificacion, siendo la cifra en Andalucia del
36%, debido principalmente a las caracteristicas accidentadas del relieve, con fuertes
pendientes y desniveles, que acentuan el efecto de las precipitaciones, como se ha
observado en zonas de especial interés ecoldgico como es el Parque Natural de la Sierra

de Baza (Blanca y Morales 1991), elegido como modelo en el presente estudio.

La serie tipica en este Parque Natural es la Mesomediterranea, bética, basdfila de
la encina (Quercus rotundifolia), denominada Paeonio coriaceae-Querceto rotundifoliae S.
(Rivas-Martinez 1976; Valle 2003), que presenta como formaciones arbéreas encinares
en zonas puntuales menos influenciadas por la actividad antrépica, y otras especies
mesdfilas (caducifolias, espinares y pinares de montafia) en zonas con ombroclima
progresivamente subhimedo. No obstante, las principales formaciones en el paisaje de la
Sierra de Baza son formaciones arbustivas, matorrales de degradacién y pastizales
vivaces, destacando comunidades como romerales y tomillares, retamares y espinares
(Blanca y Morales 1991).
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Como soluciones al impacto negativo que la presion antrépica ha ejercido sobre la
vegetacion en la Sierra de Baza, Blanca y Morales (1991) sugieren una serie de medidas
como son una correcta planificacion y utilizacion territorial, control del fuego, incentivo del
turismo verde y la educacion de los Vvisitantes, control de las actividades
silvoagropecuarias y una gestion forestal menos productivista y mas acorde con la
regeneracion de la vegetacion autdctona, medidas que sin duda resultan extensibles para

la recuperacion de otras areas degradadas en ecosistemas mediterrdneos.

2. DIVERSIDAD BIOLOGICA

El concepto de diversidad bioldgica, o biodiversidad, es bastante reciente, y ha
sido foco de atencion creciente desde finales de los 80. En 1992 se definié6 como “la
variabilidad existente entre los diversos organismos vivos de todo origen, incluidos el
sistema terrestre, el marino y otros sistemas acuaticos, asi como complejos ecologicos de
los que dichos sistemas forman parte. Se incluye la diversidad inter e intra especifica y la
de los ecosistemas” (UNEP 1992).

La importancia del estudio y conservacion de la biodiversidad radica en asegurar
la multiplicidad de funciones que poseen los distintos organismos del ecosistema, a la vez
gue de mantener esas funciones cuando se produzcan alteraciones del medio. De esta
forma, un mayor grado de diversidad de especies o de grupos funcionales aumentara la

capacidad de reaccion del ecosistema.

2.1 Estudio de la diversidad bioldgica.

El estudio de los distintos componentes de la diversidad ha sido recurrente en los
altimos afios, con la finalidad de asociar los cambios registrados como respuesta frente a
diversas alteraciones. No obstante, dado que el concepto de biodiversidad es
extremadamente amplio, y que incluye tanto aspectos de su variacion como de se

abundancia, resulta de gran dificultad el poder expresarla (Magurran 1988), por lo que los

18



Introduccioén

estudios en este tema pueden tener muchas aproximaciones, dependiendo en gran

medida de las caracteristicas de la poblacion que vaya a ser analizada.

Dado lo anterior, y que el término comprende diferentes escalas bioldgicas, se han
definido tres niveles béasicos de diversidad, que permiten aproximaciones distintas al
sistema a analizar: i) diversidad taxonomica, ii) diversidad funcional, y iii) diversidad

genética (Gaston 1996).

2.1.1 Diversidad taxonomica.

Se compone de los distintos taxa a los que pertenecen los individuos en una
comunidad o ecosistema (desde subespecie 0 especie hasta reino). Existe un ndmero
elevado de indices que intentan caracterizar la diversidad de una muestra o una
comunidad, hecho que dificulta la homogenizacion de resultados y la comparacion de

comunidades biologicas distintas (Magurran 1988).

Las medidas que representan la diversidad de especies pueden dividirse en tres
categorias: i) indices de riqueza de especies, que son esencialmente una medida del
namero de especies en una unidad de muestreo definida; ii) modelos de abundancia de
especies, que describen la distribucion de las poblaciones de acuerdo a distintos modelos
establecidos (serie geométrica, logaritmica, normal logaritmica, modelo de palo
gquebrado, etc...); y iii) abundancia proporcional de especies, que pretenden incluir la
rigueza de especies y la uniformidad de su distribucion en una expresién sencilla
(Magurran, 1988).

2.1.2 Diversidad funcional.

Hace referencia al conjunto de todos los procesos bioldgicos que se desarrollan
en una comunidad. En este sentido, los distintos organismos de un ecosistema en
particular pueden realizar distintas funciones, debido principalmente a los diferentes
mecanismos que tienen para obtener compuestos carbonados o energia, o para realizar
otros procesos metabdlicos. Asi sabemos que existen poblaciones de organismos que
son clave para que se lleven a cabo determinados procesos como, por ejemplo, la
nitrificacion, descomposicion de celulosa, fijacion de N o diferentes procesos de oxido-
reduccion (Loreau et al. 2001; Rdsch et al. 2006).
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El patron de utilizacién de distintos sustratos es, por tanto, un reflejo cualitativo y
cuantitativo de la composicion de una comunidad, reflejando los cambios en la utilizacion
de éstos las variaciones en la estructura de las comunidades, a la vez que aportan
informacion sobre las capacidades metabdlicas potenciales y sobre las distintas

funciones de la comunidad (Loreau et al. 2001).

2.1.3 Diversidad genética.

Las diversas variantes genéticas pueden detectarse a escala molecular mediante
el estudio de los cambios en la estructura del ADN, o en proteinas codificadas por genes
especificos. Este nivel de estudio de la diversidad, de la cual es responsable las
caracteristicas genética particulares de cada especie, es la base fundamental de la
biodiversidad a niveles superiores, debido a que es el genotipo el que determina la forma

en gque una especie interactla con su ambiente y con otras especies (Moreno 2001).

Existe una gran cantidad de técnicas para establecer mediciones de biodiversidad
a escala genética. Una de las primeras técnicas en usarse fue la hibridacion ADN/ADN,
utilizando la suma de las diferencias entre la union del ADN de un taxén con el de otro
como referencia del grado de divergencia respecto de un ancestro comun (Martinez
1997). Actualmente es poco utilizada dadas las limitaciones técnicas que presenta para

recuperar suficiente cantidad de ADN de calidad.

Otras aproximaciones utilizadas en el estudio de la diversidad genética han sido la
variacion morfolégica de caracteres cuantitativos (Solbrig 1991), el nivel de
heterocigosidad, la proporcion de loci polimorficos, el nimero de alelos por locus (Mallet
1996; Martinez 1997), las diferencias de las estructuras proteicas como reflejo de la
variacion genética (Solbrig 1991), y diversas aproximaciones tendentes a medir el
polimorfismo del ADN entre individuos de la misma especie, como son el polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), o el polimorfismo ampliado
aleatoriamente (RAP) (Solbrig 1991; Hunter y Sulzer 1996).

No obstante, la utilizacion de secuencias génicas es uno de los métodos mas
extensivamente utilizados (Martinez 1997). Dentro de este enfoque, la secuenciacion
directa de fragmentos de PCR y el analisis de subunidades de genes ribosémicos han
representado un importante avance para estudios evolutivos y de filogenia (Sogin 1990;
White et al. 1990), llegando a constituir la herramienta mas utilizada para caracterizar la

diversidad de diversos tipos de comunidades.
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La irrupcién hace poco mas de una década de técnicas de electroforesis en geles
desnaturalizantes, como la electroforesis con gradientes desnaturalizantes (denaturing
gradient gel electrophoresis -DGGE-) o con gradiente de temperatura (temperature
gradient gel electrophoresis -TGGE-) ha supuesto un nuevo impulso a los estudios de
diversidad, en especial de comunidades microbianas, y en la monitorizacion de las
dindmicas poblacionales (Muyzer y Smalla 1998; Muyzer 1999; Heuer et al. 2001). Estas
herramientas permiten la caracterizacion de poblaciones por su huella genética en un gel
desnaturalizante debido a las variaciones en las secuencias de productos de PCR de
ADN ribosomico. Estas variaciones producen cambios en la desnaturalizacion del ADN,
con lo cual la movilidad del fragmento analizado varia en el gel a medida que cambia la
intensidad del agente desnaturalizante, produciéndose por lo tanto la detencion de la
migracién en distintos puntos del gel, de acuerdo a la composicidon nucleotidica del

fragmento analizado (Muyzer y Smalla 1998; Muyzer 1999).

Otras herramientas para estudiar la biodiversidad a nivel molecular, en especial
aquellas que han sido aplicadas para el estudio de la diversidad de hongos formadores
de micorrizas arbusculares, se describiran en el apartado correspondiente del punto 4 de

esta revision.

2.2 Diversidad microbiana del suelo.

De los componentes fundamentales de cualquier eco o agrosistema, el més dificil
de estudiar y analizar en cuanto a las comunidades microbianas que lo integran, es el
suelo. Esto es debido a la complejidad estructural que presenta al contar con tres fases
(sélida, liquida y gaseosa) y sus interfases, y por la carencia de métodos eficaces para su
evaluacion in situ (Turco et al. 1994). Las ultimas herramientas moleculares disefiadas
para el estudio de la diversidad de los microorganismos del suelo han permitido mostrar
gque las comunidades presentes son mucho mas diversas de lo que se pensaba (Torsvik
et al. 1990). Inicialmente, la caracterizacién implicaba el cultivo y la identificacion de las
distintas especies, con las limitaciones que ello suponia. Hoy se sabe que por ese medio
sélo se puede caracterizar una pequefia fraccion de los aproximadamente 10* ribotipos
gque puede contener un gramo de suelo, y que representaria aproximadamente el nimero

de especies presentes (Torsvik et al. 1990; Turco et al. 1994; Rdsch et al. 2006).
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Por otra parte, el componente biolégico del suelo es el principal responsable de
los cambios en la calidad del mismo, debido a que son los microorganismos del suelo los
responsables ultimos de los diferentes procesos y transformaciones que en él ocurren,
como son el ciclado de nutrientes, la descomposicion de la materia orgénica, la formacion
de agregados estables, etc... Es por ello por lo que cambios en el tamafio de las
poblaciones microbianas y en su diversidad, afectan las propiedades del suelo, la
estabilidad del ecosistema y a las diversas relaciones que se establecen entre el suelo y
la planta (Dick 1994; Turco et al. 1994; Barea y Jeffries 1995; Barea 1998). De ahi la
creciente preocupacion por desarrollar bioindicadores que permitan rastrearear los
cambios en la calidad del suelo especialmente los generados por actividades humanas,
centrandose en esto una buena parte de la investigacion realizada desde la pasada
década (Insam 2001). Actualmente, se utilizan cuatro diferentes enfoques metodoldgicos
para abordar el estudio de la diversidad de microorganismos en suelo, que son i) el
analisis del uso de sustratos in vitro, ii) andlisis del uso de sustratos in situ, iii) andlisis de
patrones de &cidos grasos, y iv) analisis de patrones de ADN (Insam 2001; Jansa et al.
1999; Larsen y Badker 2001; Madan et al. 2002; Mansfeld-Giese et al. 2002). Ademas,
cabe mencionar que estos enfoques metodolégicos mencionados se utilizan en la
actualidad en diferentes areas de estudio de la diversidad biolégica del suelo, entre las
cuales las mas importantes serian i) la reclasificacion taxondmica, ii) el monitoreo de
genes funcionales en el ambiente o metagendmica, iii) el monitoreo de especies
transgeénicas, iv) el estudio e identificacion de microorganismos de interés biotecnoldgico,
y v) diversos estudios de caracter ambiental y de evaluacion del impacto de las
actividades antropogénicas (Graham et al. 1995; Siciliano et al. 1998; van Elsas et al.
1998).

En la sostenibilidad de los sistemas suelo-planta los microorganismos
beneficiosos juegan un papel fundamental, y entre ellos destacan los hongos formadores
de micorrizas arbusculares (MA), los microorganismos fijadores de nitrogeno y las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) (Azcon 2000). A través de
distintas actividades, como son la proteccion de la planta frente a estreses, la fijacion de
N, atmosférico o la proteccion frente a patdégenos, todos ellos ejercen un papel clave en
el establecimiento de plantas en ambientes estresados, y por lo tanto en la recuperacion
de la cubierta vegetal en areas degradadas (Barea et al. 1997). Por esta razon, se
introduciran a continuacion algunos conceptos generales sobre biodiversidad microbiana
en ambientes mediterrdneos, aunque los aspectos referentes a ecologia y diversidad,
puntualmente de hongos MA, se abordaran con mayor detalle en el apartado

correspondiente del punto 4 de esta revision.
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2.3 Diversidad microbiana del suelo en ecosistemas degradados.

Considerando que la planta es el motor principal de la vida de la microbiana en el
suelo, es légico constatar que en suelos degradados se produce un descenso en el
namero de microorganismos o de sus propagulos infectivos, asi como de su actividad
(Miller y Lodge 1997). Esto genera un circulo vicioso de efectos negativos, en los que el
descenso de la actividad vegetal condiciona la degradacion de la vida microbiana, lo que
a su vez incide negativamente en el crecimiento y la nutricion de la planta. Esta es una de
las principales limitantes que puede presentar un proceso natural o inducido de

recuperacion de la cubierta vegetal.

De los grupos microbianos mencionados con anterioridad, y que tienen una gran
importancia en el mantenimiento de la sostenibilidad en agro- y ecosistemas, las
bacterias conocidas genéricamente como Rhizobium (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, etc...) destacan entre los fijjadores de N,. Estas bacterias establecen
simbiosis mutualistas con leguminosas y representan una entrada fundamental de N en
los ecosistemas (Barea y Olivares 1998), funcion que en ambientes mediterraneos
adquiere una gran importancia, por cuanto entre las diversas especies arbustivas
autéctonas de la Cuenca Mediterranea, existen numerosas leguminosas lefiosas de
interés en estudios de recuperacion de la cubierta vegetal (Herrera et al. 1993; Barea et
al.1996).

Por su parte, las rizobacterias, colonizadoras de la rizosfera, destacan por sus
efectos de promocién del enraizamiento y del ciclado biogeoquimico de los nutrientes que
utilizaran las plantas (Barea 1997), efecto particularmente intenso en la rizoplana
(superficie de la raiz) (Barea 1998). Presentan ademas otra serie de actividades
beneficiosas, tales como formacion de agregados y estabilizacion del suelo, promocion
del crecimiento, control de patégenos (mediante antibiosis, produccion de sideroforos,
induccién de resistencia, etc...), degradacién de xenobidticos y liberacion de enzimas,
entre otras (Kennedy y Smith 1995; Kennedy 1998).

Finalmente, resultan de gran importancia en ecosistemas naturales (entre ellos los
mediterrdneos) las micorrizas, puesto que estas simbiosis ayudan a las plantas en la
adquisicion de nutrientes y en la tolerancia a diversos tipos de estrés, entre ellos la
sequia (Smith y Read 1997). De todas ellas, destacan por su importancia cuantitativa las

MA vy las ectomicorrizas (ECM) (Barea y Honrubia 1993). Actualmente se considera que
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las micorrizas son claves en las estrategias destinadas a controlar la degradacion de los
ecosistemas, en especial en la revegetacion con especies autéctonas de ambientes
mediterrdneos, puesto que juegan un papel crucial en las primeras etapas del
establecimiento de las plantas, en especial en suelos afectados por procesos erosivos,
incendios, laboreo excesivo, contaminacion y sometidos a condiciones de estrés (sequia,
salinidad, temperaturas elevadas, deficiencias nutricionales, etc...) (Salamanca 1991,
Requena 1996).

3. MICORRIZAS

El término micorriza, que etimolégicamente significa “hongo-raiz”, fue propuesto
por primera vez por el botanico aleman A.B. Frank (1885), haciendo referencia a la
simbiosis observada entre las raices de ciertos arboles con un micelio fungico a la que
ya, en aguel momento, supuso la funcion de favorecer las condiciones hidricas de la zona

adyacente al sistema radical, ademas de un importante papel nutricional.

La simbiosis micorricica se distingue de otras asociaciones entre hongos y plantas
principalmente por su caracter mutualista. Esté caracterizada por el flujo de componentes
inorganicos desde el hongo hacia la planta y de compuestos orgénicos de la planta hacia
el hongo. Las estructuras del micosimbionte, que se extiende dentro de la raiz de la
planta hospedadora y en el sustrato circundante, son caracteristicas de cada tipo de

micorriza diferente, y sirven para su diferenciacion (Allen 1991).

Un aspecto importante de estas asociaciones es su universalidad, dado que la
gran mayoria de las plantas que crecen sobre la corteza terrestre son capaces de
desarrollarlas, estando presentes en la casi totalidad de los ecosistemas terrestres (Allen

1991), tanto longitudinal como altitudinalmente.

A pesar de presentar muchas similitudes en cuanto a funcién y, en algunos casos,
morfologia, se pueden reconocer cinco tipos principales de micorrizas en base a las
estructuras formadas y a la naturaleza de los simbiontes implicados (Harley y Smith 1983;
Barea 1998). Los tipos fundamentales de micorriza se describen a continuacion (ver

Figura ll-2).
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Figura 2. Esquema de los diferentes tipos de micorriza. Se muestran las estructuras
caracteristicas de cada uno de ellos, asi como los simbiontes implicados (modificado de Barea
1998).

3.1 Ectomicorrizas.

En estas micorrizas el hongo se desarrolla en los espacios intercelulares de la
corteza radical, sin penetrar al interior de las células, formando de esta manera la
denominada red de “Hartig”. Es caracteristico ademas, el desarrollo de un denso “manto”
de hifas que cubre la superficie de la raiz (Smith y Read 1997). Los hongos que
desarrollan este tipo de micorriza pertenecen a las clases de los Basidiomicetos,
Ascomicetos y Zigomicetos, y muchos de ellos presentan interés comercial (Tuber

melanosporum, Cantharellus sp., Lactarius deliciosus, Amanita sp., Boletus edulis, etc.).
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Las ectomicorrizas suponen, aproximadamente, un 3% del total de las asociaciones
micorricicas (Meyer 1973), presentdndose sobre todo en especies vegetales de interés

forestal, tales como Fagaceas, Pinaceas, Betulaceas, Quercineas, etc.

3.2 Endomicorrizas.

Existen tres tipos fundamentales de endomicorrizas, que se caracterizan por la
penetracion de las hifas del hongo en las células de la epidermis y cortex de la raiz y por

la ausencia de manto sobre la superficie de la misma.

Orquidoides. Formadas por hongos basidiomicetos y plantas de la familia Orquidaceae
exclusivamente. En esta asociacion las plantas, tras su germinacion presenta una fase de
crecimiento heterotrofa, que requiere de compuestos carbonados cedidos por el hongo

para su posterior desarrollo (Smith 1966).

Ericoides. Formada por ascomicetos, y ocasionalmente basidiomicetos y plantas de la
familia de las Ericaceas, como son los brezos (Erica sp. y Calluna vulgaris), azaleas
(Rhododendron sp.) y ardndanos (Vaccinium sp.). EI micosimbionte presenta una gran
versatilidad en el uso de diversas fuentes de macronutrientes, por lo que las plantas
estdn capacitadas para crecer en suelos con elevado contenido de materia organica
(Pearson y Read 1975; St-John et al. 1985).

Arbusculares. Dada la tematica de este estudio, las micorrizas arbusculares se tratan con

mayor detalle en los siguientes apartados de este capitulo.

3.3 Ectendomicorrizas.

Este tipo de micorrizas se forma entre algunas especies de basidiomicetos y plantas
arbutoides o monotropales, siendo el tipo menos extendido de micorriza. Se caracteriza
por presentar un manto relativamente desarrollado, red de Hartig, y una ligera
penetracion de las hifas al interior de las células de la corteza, donde forman ovillos (Yu
et al. 2001). Su nombre deriva de presentar caracteristicas tanto de ecto, como de

endomicorriza.
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4. MICORRIZAS ARBUSCULARES

4.1 Caracteristicas generales.

Las micorrizas arbusculares constituyen el tipo de simbiosis mas extendido en la
naturaleza, siendo capaz de establecerlo entre el 80 y el 85 % de las plantas y
encontrandose en la préactica totalidad de los ecosistemas terrestres (Smith & Read
1997). Su origen se remonta al periodo devénico, hace unos 400 millones de afios,
cuando, segun evidencias fosiles (Taylor et al. 1995) y moleculares (Simon et al. 1993),
se asociaron las primitivas primeras plantas terrestres con hongos que posibilitaron su
adaptacion a las nuevas condiciones ambientales que implicaban el paso de un ambiente
acuatico al medio terrestre (Malloch et al. 1980). Todavia en la actualidad es posible
encontrar evidencias de esta primitiva asociacibn en la simbiosis establecida entre
algunos briofitos y hongos similares a los micorricicos actuales, y posiblemente
antecesores suyos, como Geosiphon pyriformis (Schipler 2000). Desde entonces, los
hongos MA y las plantas han evolucionado en una estrecha relacion. Quiza sea esta
evolucion conjunta la causa de una de las caracteristicas principales de este tipo de
hongos, su biotrofia obligada. Esto condiciona que el hongo tenga la necesidad de
encontrar y colonizar una raiz hospedadora para poder continuar su crecimiento y
completar su ciclo de vida, que culmina con la formacién de nuevos propagulos viables
(Azcon-Aguilar et al. 1991; 1998). Esta es una de las principales limitantes del estudio de
este grupo de hongos, ya que no es posible su multiplicacion en condiciones axénicas
(Azcdn-Aguilar et al. 1991; 1998; Bago et al. 2000).

Las bases fundamentales sobre las que se establece la simbiosis son nutritivas,
cediendo la planta al hongo productos carbonados procedentes de la fotosintesis,
mientras que éste cede a la planta nutrientes minerales, especialmente aquellos menos
disponibles para la misma (Baligar y Fageria 1997; Clark y Zeto 2000), y agua, dada la
mayor accesibilidad del hongo a recursos del suelo mas distantes del sistema radical
(Bago et al. 2000).

No obstante, se generan otros beneficios de la asociacion, entre los que destacan
una mayor resistencia de la planta micorrizada al ataque de patégenos del sistema
radical (Hooker et al. 1994), a la presencia de metales pesados en el suelo (del Val et al.
1999; Vivas et al. 2004, 2005), al estrés hidrico (Sanchez-Diaz y Honrubia 1994;
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Marulanda et al. 2003), o a condiciones extremas de pH del suelo (Siqueira y Moreira
1997; Clark et al. 1999). Por otra parte, la red de hifas extrarradicales y ciertas sustancias
secretadas por el hongo durante la asociacion favorecen la formacion de agregados
estables en el suelo y, por ende, la conservacion de la estructura fisica de este (Wrigth y
Upadhyaya 1998; Borie et al. 2000; Jeffries y Barea 2001).

4.2 Filogenia y taxonomia.

Los primeros intentos de clasificar los hongos MA datan de finales del siglo XIX y
comienzos del XX, incluyéndose inicialmente en la familia Endogonaceae, dentro del
phylum Zygomycota, debido al parecido de sus esporas con las de los zigomicetos
(Gerdemann y Trappe 1974). En los dltimos afos, la sistematica del grupo de hongos
formadores de micorrizas arbusculares ha sufrido numerosas modificaciones, debido

principalmente la incorporacion de estudios moleculares en la filogenia de estos hongos.

Segun Morton y Benny (1990), las alrededor de 150 especies de hongos MA
conocidas hasta esa fecha se incluian dentro del orden Glomales (mas correctamente
Glomerales) de la clase Zygomicota, distribuidos en seis géneros y tres familias:
Gigaspora y Scutellospora (Fam. Gigasporaceae), Glomus y Sclerocystis (Fam.
Glomaceae) y Acaulospora y Entrophospora (Fam. Acaulosporaceae). Esta clasificacion

ha sido, hasta hace relativamente poco tiempo, aceptada de forma generalizada.

Posteriormente, Morton y Redecker (2000), considerando caracteres morfologicos
e incluyendo por primera vez evidencias moleculares, incluyeron dos nuevas familias, que
presentaban mayores distancias en el arbol filogenético: i) Archaeosporaceae,
representada por el género Archaeospora y que incluye especies anteriormente
consideradas como Acaulospora, y ii) Paraglomaceae, representada por el género
Paraglomus, y que incluye especies anteriormente consideradas como Glomus. Por otra
parte, el género Sclerocystis se incluye dentro del género Glomus (ver Figura 1l-3a). A
pesar de esto, Redecker y colaboradores (2000), estudiando las secuencias de la
subunidad pequefia del gen ribosdémico (18S ADNr), y el desarrollo ontogénico de
algunas especies de HMA, encontraron que existian divergencias en cuanto a su
agrupacién taxonomica, y que presentaban un desarrollo dimérfico, compartiendo
caracteristicas tanto de Glomus como de Acaulospora (eg. Glomus leptotichum y

Acaulospora gerdemanii).
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Figura 3. Ultimas revisiones de la clasificacion de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares. (a) Relaciones filogenéticas en el orden Glomales, segun Morton y Redecker (2000).
(b) Relaciones filogenéticos del phylum Glomeromycota respecto de otros grupos de hongos. (c)
Relaciones filogenéticas en el phylum Glomeromycota basadas en las secuencias de la subunidad
pequefia del ARNr (SSU, 18S) (basado en Schiifler et al. 2001, revisado por Walker y Schipler
2004).
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Estudios moleculares posteriores, basados igualmente en el andlisis de 18S
ADNr, han demostrado la naturaleza monofilética de este grupo de hongos, lo que ha
permitido incluirlos en un nuevo phylum denominado Glomeromycota (Schipler et al.
2001) (ver Figura 3b). Este phylum se compone de una sola clase, los Glomeromycetes,
gque a su vez comprende cuatro érdenes: Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y
Archaesporales. Es de destacar el hecho de que el género Glomus, que presenta
caracteristicas morfolégicas y estructurales bien definidas, muestra divergencias
filogenéticos importantes, que han implicado su subdivisién en al menos tres grupos, dos
de los cuales se incluyen en el orden Glomerales (Glomus A y B), y el tercero en
Diversisporales (Glomus C) (Schwarzott et al. 2001). Walker y Schifler (2004) realizaron
la dltima modificacion del phylum Glomeromycota, incluyendo la familia Pacisporaceae,
representada por el género Pacispora (Oehl y Sieverding 2004). En la Figura 11-3b se
muestra la clasificacion actualmente aceptada para los hongos formadores de micorrizas

arbusculares.

4.3 Estructura de las micorrizas arbusculares.

En términos generales, se considera que en una micorriza activa existe una fase
extrarradical, que incluye el micelio externo del hongo que se desarrolla en el suelo, y las
esporas y células auxiliares (en algunos casos), una fase intrarradical, que incluye hifas
intracelulares (micorrizas tipo Paris) y frecuentemente intercelulares (tipo Arum), los
arbusculos, que se forman por divisidbn dicotomica repetida de hifas intercelulares, y
ocasionalmente vesiculas (ver Figura Il-4). Es importante sefialar que la colonizacion de
la raiz por hongos formadores de micorrizas arbusculares no produce alteraciones
morfoldgicas en la raiz apreciables a simple vista, y que el hongo so6lo coloniza la
epidermis y el paréngquima cortical de las raices, no produciéndose nunca la penetracion

al cilindro vascular ni a las zonas meristematicas (Bonfante-Fasolo 1984).

La formacion de una micorriza arbuscular ocurre mediante una sucesion de
interacciones entre el hongo y la planta, que van a conducir a una integracion morfologica
y funcional de ambos simbiontes (Gianinazzi-Pearson et al. 1996). Durante la formacién
de la simbiosis la planta acepta al hongo sin desencadenar reacciones generalizadas de
defensa (Dumas-Gaudot et al. 2000). Esto es debido al establecimiento de un continuo

didlogo molecular entre ambos simbiontes, dirigido por el intercambio de sefales, que
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conducen al reconocimiento de ambos y al desarrollo de programas genéticos de
aceptacion (Vierheilig y Piché 2002).

4.4 Ciclo de vida de los hongos MA.

En general, las diferentes etapas del ciclo vital de los hongos micorricico
arbusculares son las que se muestran en la Figura 4.

Etapa preinfectiva

Inicio de
un NUevo
ciclo

Activacidn de propagulos
germinacidn de esporas

Raices
micarrizadas
(micorrizas en
sentido estricto)
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Figura 4. Ciclo vital de los hongos MA vy estructuras caracteristicas de las fases intra y

extrarradical, y del mismo. Branched absorbing structures, BAS (estructuras ramificadas de
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4.4.1 Preinfeccion.

Las esporas son las estructuras de resistencia de este tipo de hongos, y por sus
caracteristicas de tamafio y forma se pueden dispersar con relativa facilidad a nuevos
ambientes (Koske y Gemma 1990). Ademéas de las esporas pueden funcionar como
propagulos infectivos para iniciar nuevas colonizaciones hifas del hongo preexistentes en

el suelo y en trozos de raices micorrizadas (Brundrett 1991).

El ciclo de vida del hongo se inicia con la germinacion de las esporas de
resistencia o la activacion de los propagulos infectivos. La germinacion comienza con la
activacion del metabolismo y la formacion de tubos de germinacion (Bonfante-Fasolo
1984). Esta condicionada por una serie de factores fisicos, quimicos o biolégicos, como
son la temperatura (Hepper 1981), la concentracion de CO,, la presencia de diversos
tipos de exudados radicales (Bécard y Piché 1989, Espinoza-Victoria 2000) o de
determinados microorganismos, como hongos y bacterias del suelo (Azcon-Aguilar et al.
1986, Hildebrandt et al. 2002).

Una vez producida la germinacion, si las condiciones son adecuadas, el tubo de
germinacion puede dar origen a un micelio que crece de forma radial y erratica hasta que,
fundamentalmente por azar, alcanza la rizosfera de una planta hospedadora (Giovanetti
2000; Giovanetti et al. 2002). En caso de que el micelio del hongo no encuentre una raiz
susceptible de ser colonizada, el citoplasma se retrae y la espora vuelve nuevamente a

un estado de reposo (Azcon-Aguilar et al. 1998; Bago et al. 1999).

Cuando el micelio llega a la rizosfera de una planta hospedadora, experimenta
una activacion que conduce a una profusa ramificacion del mismo, aumentando asi sus
posibilidades de contacto con la raiz. Una vez producido esto, se forma un apresorio
sobre la superficie de la misma, a partir del cual se inicia la colonizacion intrarradical
(Barea et al. 1991, Giovanetti et al. 1993; Bago et al. 2000).

4.4.2 Colonizacion de la planta.

A partir del apresorio se forma una hifa, denominada hifa infectiva, que penetra las
primeras capas de células de la epidermis, al parecer por presion fisica de la hifa,
sumada a una cierta actividad hidrolitica (pectinasa y celulasa) de las paredes celulares
(Garcia-Romera et al. 1990; Garcia-Romera et al. 1991; Garcia-Garrido et al. 2002;

Bonfante-Fasolo et al. 1992). Inicialmente, mediante circunvoluciones de hifas
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intracelulares, se forman estructuras denominadas ovillos o “coils”, que pueden estar
implicados en la absorcion inicial de compuestos carbonados por parte del hongo (Smith
y Smith 1997).

Como ya se ha indicado anteriormente, la colonizacién de la raiz puede realizarse
a través de los espacios intercelulares (micorrizas tipo Arum) o bien colonizando célula a
célula (micorrizas tipo Paris) (Smith y Read 1997). En la colonizacion tipo Arum, la que se
presenta mas comunmente, a partir de las hifas intercelulares, a intervalos regulares se
forman hifas que penetran las células y mediante ramificaciones dicotémica repetida, dan
lugar a los arbusculos, la estructura mas caracteristica de este tipo de asociacion. Las
hifas del hongo no penetran el plasmalema de la célula hospedadora, aunque si
producen su invaginacién, por lo que hasta las ramificaciones mas finas del arbusculo
guedan estrechamente rodeadas por la membrana plasmética. Se constituye asi una
interfase simbidtica, formada por la membrana de la célula hospedadora o membrana
peri-arbuscular, una matriz interfacial entre ambos simbiontes, la pared celular del hongo
(muy reducida a nivel de las hifas mas finas) y su membrana plasmatica (Bonfante-Fasolo
et al. 1986, 1992; Balestrini et al. 1994; Gianinazzi-Pearson et al. 1996; Bonfante 2001). A
nivel de esta interfase es donde se presupone que tiene lugar el flujo bidireccional de
nutrientes entre el hongo y la planta (Smith y Gianinazzi-Pearson 1990; Smith et al.
1994). Los arbusculos tienen una vida media de entre 4 a 10 dias, después de lo cual
degeneran y se reabsorben por la célula hospedera, la cual vuelve a recuperar la
situacion previa a la colonizacion (Scanerini y Bonfante-Fasolo 1983; Bonfante-Fasolo
1984; Alexander et al. 1988).

La mayoria de las especies de hongos MA (practicamente todas, exceptuando a
las pertenecientes a los géneros Gigaspora y Scutellospora) forman ademas estructuras
de forma globosa llamadas vesiculas, que se generan por el hinchamiento terminal o
intercalar de las hifas, y cuya funcion parece ser el almacenamiento de productos de
reserva (Abbott, 1982; Smith y Gianninnazzi-Pearson 1988; Barea et al. 1991).

4.4.3 Colonizacion del suelo.

La fase extrarradical de la simbiosis estéd representada por la red de micelio del
hongo que se desarrolla en el suelo circundante a la raiz. Este micelio se desarrolla
simultdneamente a la colonizacion intrarradical del hongo, funcionando como un sistema

radical complementario, muy efectivo, y fundamental en la adquisicion de nutrientes y
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agua por la planta mas alla de la zona de agotamiento cercana a la raiz (Sanders y
Tinkers 1973; Barea 2000). En este sentido, diversos estudios, realizados en condiciones
controladas, han mostrado que por cada metro de raiz se producen entre 7 y 250 m de
hifas externas (Barea et al. 1991; Smith y Read 1997). El micelio extrarradical tiene una
capacidad elevada para absorber eficazmente nutrientes que difunden lentamente en el
suelo, en especial P (Harrison y van Buursen 1995; Jakobsen 1995), diversas formas de
N (Johansen et al. 1992, 1993; Tobar et al. 1994) y micronutrientes esenciales para la

planta, como son Zny Cu (George et al. 1995; Clark y Zeto 2000).

El estudio del desarrollo del micelio extrarradical del hongo MA y de los factores
que lo influencian ha resultado dificil dada la condicidon de simbionte estricto de este tipo
de hongos (Azcon-Aguilar et al. 1991, 1998). El desarrollo de técnicas de cultivos
monoxeénicos, iniciado por Bécard y Fortin (1988), ha permitido abordar, entre otros, los
estudios sobre morfogénesis y metabolismo del componente extrarradical del hongo. Los
citados autores formularon un medio de cultivo (medio minimo o M) en el cual el hongo
Gigaspora margarita era capaz de completar su ciclo de vida estableciendo la simbiosis
con raices de Daucus carota transformadas con el plasmido Ri T. Es asi como se ha
puesto de manifiesto que el hongo inicialmente genera unas hifas gruesas, con una
marcada apicalidad, denominadas hifas exploradoras. Estas hifas pueden experimentar
una serie de ramificaciones de primer y segundo orden que forman la red del micelio
externo, y sobre las que se desarrollan estructuras caracteristicas del hongo. Asi, a
intervalos regulares sobre las hifas se producen estructuras muy ramificadas, con cierto
parecido a los arblsculos, conocidas como BAS (branched absorbing structures, o
estructuras ramificadas de absorcion), que serian las encargadas de la absorcion de
nutrientes del medio circundante, y que a veces aparecen asociados a esporas (BAS-
espora) (Bago et al. 1998a, 1998b; Bago et al. 2000).

Finalmente, con la formacién de las esporas se completaria el ciclo de vida del
hongo MA. En cualquier caso, y como se indicé anteriormente, el propio micelio es una
fuente importante de potencial infectivo para continuar la colonizacién del mismo sistema
radical o de algun otro préximo (Barea, 1991). Dada su ubicacion en el suelo, establece
una serie de interacciones con los organismos (micro y Macro) alli presentes y con el
ambiente fisico que lo constituye (Jeffries y Barea 2001), lo que convierte al micelio
extrarradical, o la micorriza que lo sustenta, en un elemeto clave, tanto desde el punto de
vista fisico, como biolégico, en el desarrollo y mantenimiento de las interfases suelo-

planta.
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4.5 Fisiologia de la simbiosis.

Asumiendo que el papel principal que desempefia la simbiosis es de tipo
nutricional, es importante conocer los aspectos fundamentales de los mecanismos de
intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta, de gran imporancia para ambos

simbiontes sobre todo si se considera la biotrofia estricta del hongo.

En lo referente al metabolismo carbonado, el uso de **CO, permiti6 comprobar
gue la planta proporcionaba C orgénico procedente de la fotosintesis al hongo (Ho y
Trappe 1973). El hongo es capaz de absorber glucosa (Pfeffer et al. 1999), que es
rapidamente transformada a trehalosa y glucégeno (Sachar-Hill et al. 1995), con menor

capacidad osmdtica, y también a lipidos de reserva (triacilglicéridos) (Bécard et al. 1991).

No obstante lo anterior, se ha puesto de manifiesto la existencia de una dualidad
fisioldgica entre las hifas internas (intrarradicales) y externas del hongo MA, presentando
las primeras una significativa capacidad de metabolizar glucosa (y un poco menos
fructosa) e incapaces de utilizar otros compuestos carbonados. Por su parte, las hifas del
micelio externo son incapaces de metabolizar glucosa y fructosa, pero por
gluconeogénesis son capaces de metabolizar compuestos lipidicos, formados en el
micelio intrarradical, y desde alli transportados al micelio extrarradical (Pfefer et al. 1999,
Bago et al. 2002). Esta compartimentacion del metabolismo carbonado, seria uno de los
factores que explicaria la incapacidad del hongo para completar su ciclo de vida de forma

libre.

Una situacion intermedia presenta el hongo en su estado presimbidtico, siendo
capaz de utilizar glucosa y fructosa de forma poco eficaz, ademas de acetato y CO,, lo
gque demuestra que su metabolismo es basicamente lipolitico y que tiene capacidad de
fijacion oscura de CO,, siendo ademas incapaz de sintetizar lipidos de reserva (Bago et
al. 1999)

La importancia de las micorrizas arbusculares en la nutricibn mineral de las
plantas es, sin duda, uno de los aspectos mas estudiados de la simbiosis por su
repercusion en el desarrollo vegetal. La mejora nutricional que ocasiona a la planta el
establecimiento de la simbiosis se podria deber a varias causas, como son: i) el aumento
del volumen de suelo explorado, al actuar las hifas del hongo como un sistema radical
complementario altamente efectivo; esto se verifica sobre todo en nutrientes que difunden

con dificultad en la solucion del suelo (Sanders y Tinkers 1973; Barea 2000); ii) una
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mayor competitividad de las hifas del hongo con respecto a otros microorganismos del
suelo que la presentada por las propias raices (Linderman 1992); iii) una mayor
especificidad de los transportadores del hongo respecto de los de la planta (Cress et al.
1979); y iv) la posibilidad de absorber fuentes de nutrientes minerales no disponibles a la

propia planta (Swaminathan 1979; Clark y Zeto 2000).

Entre los nutrientes cuya absorcion favorece la formacion de micorrizas, el P es
uno de los mas importantes, por tratarse de un macronutriente, y ademas porgue entre un
95 y un 99% del fosforo presente en el suelo se encuentra de forma no disponible para la
planta (Bieleski 1973). En general, la micorriza permite una mayor absorcion de P por las
plantas (Merryweather y Fitter 1995; Raghothama 1999; Jia et al. 2004), llegando en

algunas especies a ser responsables del 100% de la absorcion de P (Smith et al. 2004).

Respecto a los mecanismos implicados en la absorcion, transporte y transferencia
de P por las hifas del hongo a la planta, se puede sefialar que la absorciéon de P como i6n
ortofosfato es un proceso rapido y eficiente. Esto es debido a la existencia de
transportadores de H,PO, de alta afinidad en las hifas del hongo (Harrison y van Buuren
1995; Maldonado-Mendoza et al. 2001), que operan asociados a un simporte de H*
creado por distintas H'-ATPasas (Ferrol et al. 2002, Requena et al. 2003). El H,PO,
absorbido es rdpidamente transformado en polifosfato en el micelio extrarradical (Ezawa
et al. 2004). Los polifosfatos se acumulan fundamentalmente a nivel de las vacuolas
(Rasmussen et al. 2000), y en ellas son transportados hasta el micelio intrarradical
mediante corrientes citoplasméaticas (Olsson et al. 2002; Uetake et al. 2002). Ya en el
micelio intrarradical, el polifosfato es hidrolizado por diversas fosfatasas alcalinas
(Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi 1978, Aono et al. 2004). El paso del H,PO, liberado
hacia la matriz interfacial todavia no se ha descrito, aunque probablemente ocurre de
forma pasiva, a favor de un gradiente de concentracion. Si se ha descrito la existencia de
varios transportadores de H,PO,, que se expresan especificamente en células
colonizadas por arbusculos (Rausch et al. 2001; Harrison et al. 2002), y que son

responsables de la entrada de P en la célula hospedera.

Las hifas de los hongos MA presentan ademas la capacidad de absorber captar
tanto NO3” como NH," del suelo (Johansen et al. 1994; Tobar et al. 1994; Bago et al.
1996; 2001; Johansen et al. 1996; Johansen 1999; Hawkins y George 2001), y se ha
estudiado la posibilidad de que puedan también absorber cantidades importantes de N
organico (Hawkins et al., 2000). Recientemente se ha descrito la existencia de un
transportador de alta afinidad por NH4+ expresado en las hifas extrarradicales de Glomus

intraradices (LOpez-Pedroza et al. 2006). Es probable que exista un sistema GS/GOGAT
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para la asimilacion de N inorganico por parte de hifas de micorrizas arbusculares,

ademdas de una actividad Nitrato Reductasa (Bago et al. 2001).

Por otra parte, plantas micorrizadas en sistemas bicompartimentados,
suplementadas con **N-Gly como Unica fuente de N en el compartimiento de desarrollo
exclusivo de hifas extrarradicales del hongo MA, alcanzaron hasta los 150 nmol de **N
por gramo de raiz, lo que demostraria la capacidad del micelio extrarradical de hongos
MA de transportar el N como aminoacidos (Hawkins y George 2000). Existen ademas
evidencias de que el ciclo de la urea estaria implicado en la formacion de arginina en las
hifas extrarradicales, la cual asociada a polifosfatos en las vacuolas seria el medio de
transporte de N desde la zona extrarradical hacia las hifas intrarradicales, habiéndose
encontrado altas concentraciones de arginina especialmente en el sistema vacuolar
(Bago et al. 2001; Govindarajulu et al. 2005). Se debe considerar separadamente las
partes sintética (en el micelio extrarradical) y degradativa, liberdndose la arginina junto
con los iones fosfato por hidrolisis de los polifosfatos en el micelio intrarradical, siendo
poco probable la salida desde las hifas del hongo a la matriz interfacial, ya que ello
representaria una importante pérdida de C para el hongo, y se ha demostrado la
ausencia de un flujo carbonado desde el hongo a la planta (Fitter et al. 1998). La probable
via de degradacion de la arginina seria a ornitina, urea y, finalmente a NH,", hip6tesis que
esta reforzada por el hecho de que se ha encontrado ornitina en cantidades importantes

en las estructuras del hongo y actividad ureasa en las hifas (Bago et al. 2001).

4.6 Ecofisiologia de los hongos MA.

A pesar de la universalidad de las micorrizas arbusculares, hasta el momento no
se ha prestado suficiente atencion al papel que juegan sobre la diversidad, estabilidad y
productividad de los ecosistemas terrestres. En cuanto a la autoecologia del hongo, se
sabe que sus niveles poblacionales son altamente variables y dependientes de una serie
de condiciones ecoldgicas, como son los niveles nutricionales y de pH del suelo, la
temperatura, humedad, etc., y por diferentes précticas agrondmicas (fertilizacion,
practicas fitosanitarias, labranza del suelo, etc...) cuando se trata de agroecosistemas
(Rosendahl et al. 1989; Abbott y Gazey 1994; Kabir et al. 1997; Gavito y Miller 1998).
Resulta por tanto dificil llegar a conclusiones respecto de los efectos que los distintos
factores, asi como sus interacciones, presentan sobre las poblaciones de hongos MA

(Brundrett 1991). Por otra parte, existe una marcada estacionalidad tanto en la actividad
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de la simbiosis, como en la presencia de propagulos infectivos por parte del hongo
(Brundrett 1991; Kabir et al. 1997). En la Tabla 1 se resumen los factores intrinsecos del

hongo y de la planta que pueden influenciar el proceso de micorrizacion.

Tabla 1. Caracteristicas de los HMA y las plantas que pueden influenciar los procesos
involucrados en la formacion de las micorrizas arbusculares (Abbott y Gazey 1994).

Proceso Caracteristica que influye*

Germinacion de los propagulos e Periodo de tiempo requerido por las esporas para
madurar y completar la dormancia
¢ Porcentaje de germinacién de las esporas
e Longitud y distribucién de las hifas producidas a
partir de esporas, hifas activas o de micorrizas
preexistentes

Colonizacion de la raiz e Susceptibilidad de las raices de diferentes edades
y/o especies de planta a la micorrizacion
e Grado de desarrollo de las hifas y caracteristicas
de colonizacion en la raiz
¢ Ritmo de crecimiento de las raices

Colonizacion del suelo ¢ Longitud y distribucion de hifas en el suelo

Formacion de propagulos e NUmero y produccién de propagulos en relacion al
estado de la colonizacion

* Muchas de las caracteristicas mencionadas pueden estar afectadas por factores edaficos como
el nivel de P del suelo, el pH, la salinidad, temperatura y humedad. Estos factores pueden
alterar al hongo, a la planta o a ambos simbiontes.

Desde un punto de vista mas general, se ha sostenido durante mucho tiempo que
la divergencia entre las distintas especies de hongos MA es reducida, dada la gran
diferencia existente entre el nUmero de especies de plantas capaces de establecer la
simbiosis (unas 225000), respecto del nimero de especies de hongos capaces de
colonizarlas (unas 150) (Law y Lewis 1983; Walker y Trappe 1993; Morton et al. 1998).
Esto ha llevado a pensar que casi cualquier planta micorrizable es susceptible de
establecer la simbiosis con casi cualquier hongo formador de micorrizas arbusculares. De
hecho cabe la posibilidad de que todas, o muchas de las plantas que integran un
ecosistema, estén comunicadas a través de una red de micelio micorricico (Requena
1996; Jeffries y Barea 2001).

A pesar de esto, y aunque no existe evidencia de una especificidad hongo-planta
estricta, se ha puesto de manifiesto en numerosas investigaciones que no todas las
especies de hongos MA colonizan con la misma intensidad y eficiencia distintas especies
vegetales (Graw et al. 1979; Azcon y Ocampo 1981; Estadn et al. 1987). De hecho, se ha
demostrado la existencia de distintos grados de compatibilidad funcional en la simbiosis

como resultado de las influencias del ambiente sobre la expresion genotipica de ambos
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simbiontes, lo que se refleja en un distinto nivel de eficacia dela asociacion formada entre
una planta y diversos hongos MA presentes en el medio (Smith y Gianninazzi-Pearson
1998). Un ejemplo claro de esto lo presentan Requena y colaboradores (2001), quienes
demostraron que hongos MA nativos presentaron una mejor adaptacion que hongos
aléctonos a la zona objeto de estudio, a partir de los beneficios obtenidos por parte de la

planta hospedadora.

La existencia de distintos grados de compatibilidad funcional en la simbiosis tiene
una connotacion clara sobre la funcibn que pueden presentar los hongos MA como
factores influyentes de la composicion floristica de los diferentes ecosistemas (Allen
1995). En este sentido, van der Heijden y colaboradores (1998b) encontraron que
diferentes especies de hongos MA podian ser potenciales determinantes de la estructura
de la comunidad vegetal, dado el distinto nivel de dependencia de las diferentes especies
de plantas a los distintos hongos MA presentes. Ademas, la diversidad y productividad de
diferentes comunidades vegetales esta determinada en gran medida por la diversidad de
hongos MA (van der Heijden et al. 1998a). En sentido inverso, existen numerosos
estudios (Hetrick y Bloom 1983; Anderson y Liberta 1985; Bever et al. 1996; Burrows y
Pfleger 2002) que indican la influencia de la diversidad y estructura floristica sobre la

composicion y diversidad de las comunidades de hongos MA.

Otra importante funcion ecolodgica de la asociacion micorricica es la estabilizacion
de la estructura del suelo, dado que las hifas del hongo pueden formar una red mediante
la cual enlazan las particulas del suelo (Miller y Jastrow 1990; 1992a; b; Borie et al. 2000;
Neergarden y Petersen 2000). Por otra parte, en 1996 Wrigth y Upadhyaya describieron
la existencia de una proteina producida por hongos MA, conocida como glomalina, que
tiene un papel importante en la agregacion del suelo, representando a la vez una

importante fuente de carbono y nitrogeno (Miller y Jastrow 2000).

4.7 Interaccion de los hongos MA con otros grupos microbianos del suelo.

Entre los microorganismos cuyas acciones juegan un papel beneficioso en el
establecimiento y desarrollo de las plantas los hay de naturaleza saprofitica o simbiética.
Entre ellos existen especies a las que se les ha atribuido un papel en el control biol6gico
de patdégenos, la mejora del enraizamiento vegetal, transformaciones quimicas de

nutrientes desde formas no asimilables y biorremediacion entre otros (Barea 1986;
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Bethlenfalvay y Linderman 1992). En general, se les denomina PGPR (plant growth
promoting rhizobacteria, rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal), puesto que
por distintos mecanismos son capaces de estimular el crecimiento vegetal (Kloepper et al.
1991).

De otra parte, otros grupos microbianos rizosféricos son capaces de influenciar la
formacion y el funcionamiento de la simbiosis MA (Azcén-Aguilar y Barea 1992). Estos
efectos se pueden llevar a cabo mediante actividades de distinta indole como, por
ejemplo, la activacion de los propagulos infectivos del hongo en estadios presimbiéticos
(Mayo et al. 1986; Azcon 1987; Azcon-Aguilar y Barea 1995; Giovannetti et al. 2002),
aunque también podrian facilitar la formacion de puntos de entrada en la raiz (Azcon-
Aguilar et al. 1986).

Las MA son, por su parte, capaces también de minimizar los dafios producidos por
un patogeno en el sistema radical (Hooker et al. 1994; Slezack et al., 2000), efecto que se
manifiesta especialmente cuando la simbiosis se establece antes de que se produzca el
ataque del patdgeno (Azcdn-Aguilar y Barea, 1996; Azcdn-Aguilar et al., 2002 a,b). Los
mecanismos por los cuales se podria explicar este efecto protector de la simbiosis MA
incluyen la mejora del estatus nutricional de la planta, la competencia por lugares de
colonizacién/infeccién, la competencia por fotosintetizados, cambios morfologicos y
anatémicos en el sistema radical y activacion de los mecanismos de defensa de la planta,
entre otros (Linderman 1988; Caron 1989).

El desarrollo de la simbiosis altera la fisiologia de la planta, y mediante cambios
en la cantidad y calidad de los exudados radicales, repercute en las diferentes
comunidades microbianas rizosféricas (Azcén-Aguilar y Barea 1992; Barea 1997,
Gryndler 2000; Marschner et al. 2001; Marschner y Baumann 2003). Surge asi un nuevo
concepto: la micorrizosfera, compuesta por la rizosfera de la planta y la hifosfera del
hongo (Linderman 1988). Ademas, se ha evidenciado que determinadas bacterias y
hongos estan asociados fundamentalmente a las estructuras de los hongos MA (Filippi et
al. 1998; Budi et al. 1999; Mansfeld-Giese et al. 2002). En este sentido se ha descrito la
existencia de estas bacterias endosimbi6ticas, como el caso del género Burkholderia,
encontrado en el citoplasma de algunas especies de la familia Gigasporaceae (Minerdi et
al. 2002).

Una de las interacciones mas importantes de las MA se produce en la simbiosis
tripartita HMA-Rhizobium-leguminosa, de gran interés ecolégico y agronémico, ya que los

requerimientos de N y P de la planta pueden quedar cubiertos en gran medida por la
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actividad interactiva de los simbiontes (Barea et al. 1992). La simbiosis Rhizobium-
leguminosa y las MA presentan analogias fisioldgicas, celulares y genéticas, como son el
hecho de que ambos microsimbiontes se alojen en el parénquima cortical de la raiz y
producen una reactivacion del citoplasma y del nacleo de las células colonizadas
(Gianinazzi-Pearson et al. 1994). En ambos casos se produce un incremento en la
actividad fotosintética de la planta, lo que permite a ésta suministrar los compuestos
carbonados que requieren los microorganismos simbiontes e incluso generar un balance
positivo de la asociacion, efecto conocido como “compensacion fotosintética” (Ruiz-
Lozano y Azcon 1993), causado por el mayor aporte de nutrientes y la mayor actividad
hormonal registrada en presencia de los enddfitos. Ademas del efecto interactivo en la
simbiosis tripartita, Gonzalez. (1988) encontré que en estado presimbiotico se estimulaba
el desarrollo del micelio del hongo y la formacién de puntos de entrada en el sistema
radical, tanto por la presencia de células de Rhizobium, como por la participacién de
diversos metabolitos presentes en el sobrenadante del cultivo de células de Rhizobium en

vida libre.

Otro grupo de organismos que interacciona con las MA son las bacterias solubilizadoras
de fosfatos (PSB). Esta interaccién puede deberse a la exploracion por las hifas de los
microhabitats en los que se ha solubilizado el P, a los cuales, con frecuencia, no tienen
acceso (Azcon et al. 1976). Por otra parte, se ha encontrado ocasionalmente incrementos
en la actividad fosfatasa en la rizosfera de raices micorrizadas (Tarafdar y Marschner
1994), lo que, en parte, puede ser atribuido al incremento de poblaciones microbianas
con esta actividad (Dodd et al. 1987).

4.8 Caracteristicas generales del genoma de los hongos MA.

No se conocen estadios sexuales en el ciclo de vida de los HMA, siendo las
estructuras reproductivas las esporas, como se mencion6 con anterioridad. Estas pueden
albergar cientos o incluso varios miles de nucleos (Bécard y Pfeffer 1993; Giovannetti y
Gianinazzi-Pearson 1994; Hosny et al. 1998a). Por otra parte, el hecho de que no se
conozcan fases sexuales en los hongos MA no significa necesariamente que no existan
procesos de flujo genético entre los individuos, ya que se suelen producir anastomosis
vegetativas entre hifas originadas a partir de esporas diferentes de una misma especie y
entre hifas de micelios desarrollados sobre distintas raices, dandose asi la posibilidad de

un intercambio nuclear y de la generacion de un estado heterocariotico (Casana vy
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Bonfante-Fasolo 1988; Giovannetti et al. 2001; de la Providencia et al. 2005). Esto esta
apoyado por la presencia de polimorfismos a nivel del ADNr en una misma espora (Clapp
et al. 2001), asi como por la existencia de mas de uno de estos loci en un mismo nucleo
(Trouvelot et al. 1999). No obstante, Pawlowska y Taylor (2004) sugieren que estos
polimorfismos puedan ser de origen intranuclear, sugiriendo la existencia de una
poliploidizacion del genoma y cambios periddicos del nivel de ploidia siendo en todo caso
los nucleos genéticamente uniformes. Sobre el tipo de multiplicacion nuclear, existen
evidencias de que puede ser tanto de tipo clonal, como recombinante (Rosendahl y
Taylor 1997; Vandenkoornhuyse et al. 2001; Koch et al. 2004). En general se acepta que,
aunque el nivel de ploidia de los HMA no esta todavia bien definido, los nucleos de sus

esporas serian haploides (Rosendahl y Sen 1992; Hijri y Sanders 2004).

El valor C (contenido de ADN en el genoma haploide) para estos hongos es muy
variable entre las distintas especies, habiéndose obtenido valores de entre 0.13 a 1.08 pg
de ADN por nucleo en especies del género Scutellospora (Hosny et al. 1998a), mucho
mas elevados de lo que presentan, por ejemplo, diversas especies de Zigomicetos, cuyos
valores C oscilan entre 0.3-0.4 pg/nucleo. Esta gran variacion en el tamafio del genoma,
tanto dentro de los distintos hongos MA estudiados, como con respecto a otros
eucariotas, puede deberse a la presencia de cantidades variables de secuencias no
codificantes de ADN repetidas, como por ejemplo, las 2600 copias de la secuencia SC1
encontrada en Scutellospora castanea (Zézé et al. 1996). Otro ejemplo de secuencias de
ADN repetitivas encontradas en HMA son los minisatélites (de unos 20 pb) y los
microsatélites (de hasta 8 pb), los que, sin embargo, resultan una interesante herramienta
para estudiar la variabilidad genética entre distintas especies, asi como dentro de la

misma especie (Longato y Bonfante 1997; Zézé et al. 1997).

En cuanto a la composicion de bases del ADN, Hosny et al. (1998b) encontraron
que el contenido en GC es muy bajo en comparacién al de otros grupos de hongos, con
entre un 30 y un 35% del total, lo que se puede deber a las condiciones de privaciéon de
luz bajo las que se desarrollan. Ademas, entre los residuos de citosina, hasta un 25%
pueden estar metilados (mC, 5-metilcitosina), un valor significativamente alto si se
compara con el 1-2% de Neurospora crassa (Russell et al. 1987). Esto puede ser una
evidencia indirecta de la existencia de ADN repetitivo en HMA, puesto que la mC es
frecuente en secuencias repetidas (Radmanl1991). Ademas, la mutacibn de mC a T
resulta relativamente facil, lo que podria explicar los altos contenidos de AT (Sueoka
1988).
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4.9 Herramientas moleculares utilizadas en el estudio de la diversidad de

hongos MA.

El estudio de la diversidad de los hongos MA hasta hace poco era una tarea que
presentaba una serie de complicaciones, entre otros motivos por los descritos con
anterioridad, que hacian referencia a su biotrofia obligada y la imposibilidad de estudiar a
los hongos o sus comunidades en funcionamiento si no es asociados a una planta. Por
otra parte, la mayoria de los estudios de diversidad en este tipo de hongos se ha basado
en las diferencias morfologicas que presentan sus esporas remanentes en el suelo. No
obstante, el polimorfismo genético en el orden de los Glomeromicetos es mucho mayor al
que se espera en base en las caracteristicas morfolégicas de sus esporas (Gianinazzi-
Pearson et al. 2001).

Se han utilizado muchas herramientas moleculares para el estudio de los hongos
MA, muchas de las cuales se basan en la técnica de PCR (polymerase chain reaction,
reaccion de la polimerasa en cadena). En este sentido, Bruns y Gardes (1993), sefalan
que la region ideal para realizar amplificaciones de PCR deben de cumplir con los
siguientes criterios: i) estar presentes en todos los hongos de interés; ii) ser faciles de
amplificar; iii) amplificar preferencialmente el ADN del hongo, cuando éste se encuentra
junto con el de la planta; y iv) ser lo suficientemente variable como para permitir disefiar
pruebas para numerosas jerarquias taxonémicas. Los genes que codifican para el ARN
ribosémico (ADNr) cumplen muchos de estos criterios, por o que han sido comunmente
utilizados en este tipo de estudios. Por otra parte, hay en el genoma, tanto de procariotas
como de eucariotas, repetidas copias de genes ribosdmicos, y estan altamente

conservados.

Dentro de éstos genes, las regiones codificantes (18S, 5.8S y 28S) son las més
conservadas, las regiones espaciadoras transcritas internas (ITS) muestran un cierto
grado de variacion, y las regiones espaciadoras intergénicas (IGS) son las mas variables
(ver Figura 11-5) (Lanfranco et al. 1998). En hongos, la cuarta subunidad de ADNr
implicada en la estructura del ribosoma (5S) es codificada por una zona situada entre los

IGS o en otra parte del genoma (Garber et al. 1988).
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Figura 5. Estructura de los genes ribosdmicos nucleares de eucariotas.

Las secuencias de la subunidad pequefia del gen ribosémico (ADNr 18S)
evolucionan muy lentamente, por lo que son comUnmente usadas para estudiar la
distancia evolutiva ente organismos relacionados (White et al. 1990). Para el caso
particular de los hongos MA, Simon y colaboradores (1992a; b; 1993a; b) fueron los
primeros en aplicar técnicas de PCR al estudio de genes nucleares codificantes de la
subunidad 18S ADNr, disefiando el primer oligonucleétido “especifico” de Glomales
(actuales Glomeromicetos) capaz de amplificar ADN fungico en raices colonizadas por
este tipo de hongos. Estos autores realizaron también los primeros estudios tendientes a
detectar polimorfismos en este grupo de hongos mediante SSCP (Single-Stranded

Conformational Polymorphisms, polimorfismo conformacional de cadena simple).

Adicionalmente al andlisis de las secuencias de las distintas subunidades de
ADNr, se han utilizado otras numerosas téchicas para estudiar la biodiversidad de los
HMA, muchas de ellas basadas en técnicas de PCR (Lanfranco et al. 1998). Entre estas
técnicas contamos la secuenciacion directa de fragmentos de PCR de las distintas
subunidades del gen ribosémico de hongos MA (Helgason et al. 1998; 1999; Ferrol et al.
2004), ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, analisis de restriccion de
fragmentos amplificados de ADNr) (Sanders et al. 1995; Anderson y Cairney 2004),
SEAD (Selective Enrichment of Amplified DNA, enriquecimiento selectivo de ADN
amplificado) (Clapp et al. 1995), SSCP (Kjgller y Rosendahl 2000), DGGE (Kowalchuk et
al. 2002; Opik et al. 2003; Anderson y Cairney 2004) y T-RFLP (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphims, polimorfismo del fragmento Terminal de restriccion)
(Tonin et al. 2001; Mummey et al. 2005).
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5. RECUPERACION DE ECOSISTEMAS MEDITERRANEOS DEGRADADOS

Cuando se habla de recuperacion de ecosistemas degradados se hace referencia
a la restauracion de la diversidad y de la calidad de la cubierta vegetal. Para ello, se
hacen necesarias una serie de medidas de gestion del ecosistema, tratando de revertir
los efectos perjudiciales de los procesos de degradacién. Cuando el grado de
degradacién es mayor, y las medidas de gestion no son suficientes para controlar y
revertir los procesos deletéreos sobre la cubierta vegetal y la calidad del suelo, se hace
necesaria la utilizacion de especies de la sucesion natural, en zonas en las que las

plantas se encuentran en un nimero suboptimo de individuos o ausentes.

Entre los principales factores limitantes para el establecimiento 6ptimo de las
distintas especies vegetales en condiciones naturales, con especial referencia al sudeste
ibérico, se encuentran las deficientes condiciones fisico-quimicas del suelo (costras
superficiales, bajo estado de agregacion y de contenido de materia organica), la limitada
actividad biologica del mismo y la baja disponibilidad de semillas (Correal et al. 1987,
Cerda 1995; Albadalejo et al. 1996; Barea et al. 1996; Loépez-Bermudez 1996). Ademas,
las distintas especies vegetales difieren en su idoneidad para la proteccion del suelo, lo
que en conjuncidon con una serie de limitaciones ecofisiolégicas inherentes a su
crecimiento y reproduccion, limita la recuperacion natural de estas especies, o determina
que ésta se produzca de forma muy lenta (Herrera et al. 1993; Albadalejo et al. 1996). En
términos generales, la revegetacion natural espontanea estd muy limitada en areas
donde las precipitaciones anuales estén por debajo de 350 mm. Por todo lo anterior se
hace necesario un estudio exhaustivo previo de las condiciones que posee el ecosistema
degradado que se pretende mejorar. Entre los aspectos que deben ser considerados
estadn las caracteristicas del suelo del area en estudio, el relieve y su pendiente, el
régimen de precipitaciones y, por supuesto, la cubierta vegetal remanente y su grado de

cambio respecto de la vegetacion climacica del ecosistema (Requena 1997).

En la Figura 6 se muestran los distintos procesos de degradacién a que puede
estar sometido un ecosistema natural, y las estrategias de actuacion posibles para
revertirlos. En cuanto al tipo de vegetacion apropiado para la recuperacion es importante
definir el destino final de uso del area y la capacidad del ecosistema de soportar

determinado tipo de vegetacion (Requena 1997).
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Figura 6. Impacto de las actividades humanas y procesos naturales sobre los cambios en los
ecosistemas, tanto naturales como alterados y/o modificados (tomado de Herrera et al. 1993). Las
distintas alternativas de manejo de los ecosistemas degradados dan origen a diferentes procesos
de recuperacion, denominandose restauracion cuando la alteracion del ecosistema ha sido
reversible y se puede volver al estado climacico con medidas eficaces de gestién. Cuando la
alteracion ha sido mayor se produce un ecosistema desertificado, que sélo puede ser mejorado
aplicando alternativas de revegetacion, ya sea con especies preexistentes (recuperacion), o con
especies de ecosistemas diferentes, en cuyo caso se genera un ecosistema distinto del original
(rehabilitacién).

En ecosistemas semiaridos la temperatura y las limitadas precipitaciones dificultan
la utilizacion de especies arbéreas, por lo que para frenar los procesos de desertificacion
de la Cuenca Mediterrdnea, en particular en el sudeste ibérico, la estrategia de
revegetacion mas apropiada se base en especies arbustivas, subarbustivas y herbaceas
mas que en especies lefiosas arbdreas, ya que se ha puesto de manifiesto que presentan

una capacidad similar de proteccion del suelo (Carreras 1992; Herrera et al. 1993;
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Puigdefadbregas 1994; Barea et al. 1996; Requena 1997). Por otra parte, son justamente
este tipo de especies las que han sufrido una intervencion antropica mas significativa
(Albadalejo et al. 1996). El uso de especies nativas versus exoticas es altamente
recomendable, puesto que estdn mejor adaptadas al clima local y las condiciones
edéficas, por lo que su capacidad para sobrevivir a los estreses mdultiples que
previsiblemente tendran que soportar es mas elevada (Requena 1997). Como ejemplo de
esto, Herrera et al. (1993), trabajando con seis especies arbustivas de leguminosas,
mostraron como solo las especies nativas de la zona piloto de estudio fueron capaces de

establecerse y prosperar.

51 Papel de los microorganismos del suelo en procesos de revegetacion.

Es importante, ademas, que el material vegetal utilizado en la recuperacién de
ecosistemas degradados se haya obtenido con tecnologias orientadas a mejorar su
calidad y resistencia frente a los diversos estreses ambientales propios del ecosistema.
Entre las metodologias aconsejadas esta la utilizacion de microorganismos del suelo,
principalmente micorrizas y rizobacterias, para dotar a la planta de una rizosfera
optimizada, que le ayude a superar los estreses ambientales y facilite el éxito de la

recuperacion de la cubierta vegetal (Barea et al. 1996).

En este sentido, y como se ha mencionado con anterioridad, el funcionamiento de
los ecosistemas terrestres es dependiente de la actividad de los microorganismos del
suelo, puesto que la mayoria de los ciclos biogeoquimicos que ocurren en la naturaleza
son desarrollados por ellos (Requena 1997; Barea 1998; Jeffries y Barea 2001). La
desaparicién o disminucion de la microbiota del suelo debido a procesos de erosion y
desertificacion afecta al normal funcionamiento de estos ciclos, a la calidad del suelo, y
en consecuencia al establecimiento del material vegetal en el contexto de los programas
de revegetacion, siendo el reestablecimiento de la diversidad microbiana una prioridad en
este tipo de programas (Requena 1997). Para esto, puede ser necesaria una estrategia
de inoculacién en aquellos suelos sujetos a alteraciones severas, como son los
sometidos a actividades extractivas, en los cuales se remueve o elimina la capa
superficial, (Requena 1997), o aquellos en que esta parte del perfil de suelo se pierde por
erosion severa (Wu et al. 2002), alterandose de forma considerable las poblaciones

microbianas.
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Por otra parte, en el desarrollo y funcionamiento de los ecosistemas, se
establecen diversos circulos viciosos de relacion causa-efecto. En este sentido, se puede
mencionar que la calidad del suelo esta definida por una serie de parametros fisicos y
guimicos del mismo (como son porosidad, agregacion de particulas, contenido de materia
orgénica, erodabilidad, etc.) (Parr et al. 1992), aunque el pardmetro de evaluacibn mas
importante es la actividad biologica del suelo (Parr et al. 1992; Visser y Parkinson 1992;
Albadalejo et al. 1996). En el sentido inverso, el establecimiento y desarrollo de las

plantas depende en gran medida de la calidad del suelo (Barea et al. 1996).

Esta estrecha interrelacion entre los componentes edaficos y de la cubierta
vegetal es la determinante de la generacion de espirales de degradacion en ambientes
fragiles y con una acentuada intervencion antrépica (Pérez-Solis 2001). Por esto, en un
programa de revegetacion de un ecosistema degradado una premisa importante es
mejorar la calidad del suelo como requisito para la sostenibilidad del proceso (Barea et al.
1996). Ademas, considerando que buena parte de la calidad del suelo es debida a la
actividad microbiana, el efecto rizosférico cobra una importancia clave, puesto que las
raices representan no solo el soporte fisico, sino también el soporte nutricional de la
microbiota. Esta se beneficia de los exudados y restos celulares, y a su vez la planta se
beneficia de actividades microbianas tales como liberacion de nutrientes, produccion de
fitohormonas, proteccidon contra patdégenos, descomposicibn de sustancias toxicas o
mejora de la estructura del suelo (Azcon-Aguilar y Barea 1992; Barea y Jeffries 1995;
Requena 1997). A pesar de que el proceso de recuperacion del suelo es muy lento,
existen numerosas evidencias experimentales que demuestran que el adecuado manejo
de las micorrizas en los ecosistemas degradados acelera de forma importante este
proceso (Allen et al. 1992; Jeffries y Barea 1994; Allen 1996; Gould y Hendrix 1997).

5.2 Utilizacién de hongos micorricicos para la recuperacién de la cubierta

vegetal.

Como se ha mencionado con anterioridad, el objetivo final de la
revegetacion es el reestablecimiento de un ecosistema estable, con el funcionamiento
optimo de los procesos de ciclado de nutrientes, en lo que los microorganismos del suelo,
como es bien sabido, son los principales responsables (Jasper 1994), por lo que deben
ser considerados de forma prioritaria en este tipo de programas. De gran importancia en

este sentido resulta el efecto de las micorrizas en la mejora de la estructura del suelo
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mediante la agregacion de sus particulas y la formacién de agregados hidroestables
(Tisdall 1991; 1994; Tisdall et al. 1997; Bethlenfalvay et al. 1999; Borie et al. 2000). Esto
es debido a la combinacién de un efecto fisico, que produce la red de micelio del hongo
entrelazando las particulas entre si, junto a otro quimico, debido a la produccion de
glomalina, una glicoproteina sintetizada por el hongo, que actia como material
cementante de las particulas del suelo. La glomalina, dadas sus condiciones de
hidrofobicidad, y por ser altamente recalcitrante, puede llegar a ser un factor clave para la
mejora de las condiciones fisicas de los suelos en ecosistemas degradados (Wrigth et al.
1996; Wrigth y Upadhyaya 1996; 1998; 1999).

Por tanto, es preciso mencionar que el maximo beneficio de la inoculacion con
hongos formadores de micorrizas arbusculares so6lo se conseguira después de una
seleccion muy controlada del hongo o el consorcio de hongos que demuestren el mas
alto nivel de compatibilidad funcional y ecoldgica para cada sistema planta-suelo, y que
se correspondan con la diversidad natural de las comunidades del ecosistema del que

forman parte.

En estudios anteriores (Herrera et al. 1993; Requena et al. 1996, 1997) se ha
logrado aislar hongos micorricico arbusculares y otros microorganismos rizosféricos
desde especies arbustivas de interés en ecosistemas mediterraneos. Este hecho resulta
muy importante si se considera que, como se ha mencionado, la reintroduccion de estos
organismos autoctonos puede resultar clave en un programa de revegetacion, en
especial en el sudeste ibérico, que sufre una importante pérdida e incluso desaparicion
de propégulos microbianos del suelo (Weinbaum et al. 1996; Requena et al. 1996, 1997,
2000). En este sentido, los avances en las técnicas de seleccion y preparacion de
inoculantes de hongos micorricicos pueden ser una util herramienta para la reproduccion
de hongos con interés en revegetacion y su mantenimiento en cantidades suficientes
para su utilizacion como inoculantes de una forma optimizada (Jarstfer y Sylvia 1992;
Dodd y Thomson 1994; Barea et al. 1997; Azcén-Aguilar et al. 1999). Finalmente, se
debe considerar también a los otros grupos microbianos rizosféricos (inéculos de
“segunda generacion”), los que deben ser co-inoculados durante la produccién del
material vegetal, para favorecer de esta manera la promocion de los mayores beneficios

para la planta (Barea et al. 1996; Barea 1997; Leseur et al. 2001).

49






Templaron tus lloros la sed de mi sequia
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vida en tierra muerta.
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Plan de trabajo

Para abordar el objetivo general de esta tesis doctoral se hizo necesaria la
reproduccion de un sistema modelo que fuese representativo, tanto de las comunidades
vegetales como de la microbiota micorricica presentes en suelos de ambientes aridos y
semiaridos de la cuenca mediterranea. No obstante, la utilizacion de espacios naturales
no resultaba en la practica realizable, puesto que se presentaron una serie de
limitaciones, entre las cuales se contaban la imposibilidad de manejar las comunidades
vegetales a fin de obtener un nivel de diversidad y una estructura de las comunidades
vegetales fija y estable durante el periodo de duracién de la investigacion propuesta vy,
por el desconocimiento y la incapacidad de caracterizar de manera fehaciente las
distintas comunidades de hongos micorricicos presentes bajo las condiciones
observadas, tanto en el suelo como colonizando las raices de las plantas. Esto, ademas,
condicionado por las condiciones edafocliméticas propias de estos ecosistemas, que
debido a su alta inestabilidad determinaban una elevada incertidumbre al momento de
definir las condiciones iniciales como factores fijos y estables, que reflejaran su grado de
injerencia en las respuestas y/o variables estudiadas de forma constante a través del

tiempo.
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Por esto, para la consecucion del objetivo general, de los objetivos metodoldgicos
y de los complementarios, se utiliz6 un sistema de mesocosmos en el cual se
establecieron plantas de especies representadas en los ecosistemas naturales, que se
encontraran presentes en ecosistemas mediterrdneos, con especial atencion al nivel de
degradacién del Encinar mesomediterrdneo, y que mostraran niveles de diversidad
vegetal fijos a lo largo del estudio. Debido a esto, las plantas que se eligieron fueron
Lavanda (Lavandula latifolia Medik.), Mejorana (Thymus mastichina (L.) L.), Retama
(Retama sphaerocarpa (L.) Boiss.) y Romero (Rosmarinus officinale L.), las cuales se
establecieron solas y en combinacion de dos o cuatro especies en los diferentes

mesocosmos establecidos.

Por otra parte, se utilizd un in6culo de hongos micorricicos que incluyé seis
especies representativas y comunes en ecosistemas mediterraneos aridos y semiaridos,
que fueron Glomus clarum, G. constrictum, G. coronatum, G. intraradices, G. mosseae y
G. viscosum. El consorcio de hongos micorricicos utilizado fue distribuido de manera
homogénea en todos los sistemas de mesocosmos, a fin de obtener un nivel de

diversidad inicial idéntico en todas las asociaciones vegetales estudiadas.

Por su parte, el sustrato de crecimiento fue un suelo representativo de zonas
degradadas de ecosistemas mediterraneos, obtenido de un area con un fuerte nivel de
degradacién y una casi nula cobertura vegetal actual, en el término municipal de Gorafe
(Granada), representativo de la hoya Guadiciano-Baztetana. También se utiliz6 a modo
comparativo un sistema de mesocosmos que utilizo la diversidad fangica presente en el
momento de la coleccion del sustrato, por lo que no fue esterilizado ni inoculado con el

consorcio fungico antes mencionado.

Para que el efecto ambiental se viese reflejado en el comportamiento de las
variables, y se pudiese estudiar de forma lo mas representativa posible el efecto de la
estacionalidad climatica sobre la diversidad y la estructura de las comunidades de hongos
micorricicos, los sistemas de mesocosmos disefiados fueron mantenidos bajo
condiciones ambientales reales en un sistema abierto a lo largo de los tres ciclos anuales

analizados.

Por consiguiente, el organigrama de trabajo consideré la realizacion de las

siguientes actividades en el orden en que son mencionadas a continuacion.
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1. Caracterizacidon de las comunidades vegetales y fungicas utilizadas, asi como sus

niveles de diversidad inicial.

2. Optimizacién de las metodologias fisicoquimicas, bioquimicas y moleculares para
la determinacion de la evolucion temporal de los diferentes indices y/o variables
utilizados(as) para reflejar el efecto de la cobertura vegetal y de la estacionalidad

climatica sobre las propiedades del suelo y las comunidades vegetales y fungicas.

3. Determinacion de las variables definidas, de forma estacional, para evaluar el
comportamiento de las condiciones edéficas, de las comunidades de hongos
micorricicos, del tamafio de las poblaciones de propagulos del hongo, y del
comportamiento de la cobertura vegetal en las distintas comunidades vegetales

formadas.

4. Y, finalmente, desarrollo de los estudios tendientes a dilucidar las respuestas
observadas, tanto por efecto de los tipos de cobertura vegetal utilizados como de
la estacionalidad climatica, sobre los diferentes parametros establecidos como
indices, asi como su interrelacion, y las interacciones producidas en los diferentes

tratamientos formados.

55












Material y métodos

1. DISENO EXPERIMENTAL

El estudio en mesocosmos se realiz6 en macetas de 6 L de capacidad bajo
condiciones de umbréaculo (condiciones de humedad y temperatura ambiente). El disefio
utilizado fue completamente aleatorizado, con 5 replicaciones por cada uno de los niveles
estudiados (tratamientos). Los niveles de la variable influyente fueron definidos de
acuerdo a las distintas asociaciones vegetales que se formaron con las cuatro especies

de plantas utilizadas, como se muestra en la Tabla 2.

Dado el disefio adoptado y la necesidad de realizar muestreos periédicos para la
realizacion de los andlisis de forma estacional (cada tres meses, comenzando el 13 de
agosto de 2002), la unidad experimental correspondid, en cada ocasion, a una fraccion
del sistema de mesocosmos, que fue recolectada de forma dirigida para evitar retirar
sustrato desde una zona con una muestra previamente repuesta, evitando asi la

influencia del muestreo en las determinaciones posteriores.

59



Material y métodos

Tabla 2. Diferentes tratamientos analizados y especies vegetales utilizadas.

Tratamiento Especies vegetales consideradas *
I Lavanda
I Mejorana
1l Retama
v Romero
Vv Lavanda + Mejorana
\ Lavanda + Retama
VI Lavanda + Romero
VI Mejorana + Retama
IX Mejorana + Romero
X Retama + Romero
Xl Las cuatro especies
XI** Las cuatro especies

* En cada maceta se establecieron cuatro plantas, ya sea de la misma especie, dos de cada
especie 0 una de cada especie.

**Este tratamiento difiere del XI en que el sustrato correspondié a suelo natural no esterilizado.
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2. MATERIAL UTILIZADO

2.1 Suelo y Sustrato.

Se utilizé un suelo representativo de la localidad de Gorafe, Granada (Lat 37°27"
Long —3°02°; 850 msnm), representativo de la hoya Guadiano-Bacense. El suelo se

obtuvo desde el perfil entre 5y 25 cm de profundidad.

La zona de extraccion del suelo se caracteriza por su origen de materiales
conglomerados (pleistocénico, xerorthens), posiciones geograficas de colina, una
acusada abundancia de piedras finas, casi nula aptitud agricola por textura y profundidad
y una muy baja tolerancia a la degradacion por erosion (4 tm ha™ afio™) (Pujalte y Prieto,
1980). Algunas caracteristicas fisicoquimicas determinadas en el suelo se presentan en
la Tabla 3.

Tabla 3. Algunas propiedades del suelo utilizado en el estudio en mesocosmos.

P Disp CO3- M.O. N tot GFE* Arena
pHW -1 0 0 0 N 1 0

(ng 97) (%) (%) (%) (mg g”) (%)
8,7 15 25 1,51 0,10 8,8 5,0 53

* Glomalina facilmente extractable.

Como sustrato de crecimiento de las plantas se utiliz6 una mezcla de suelo y
arena en proporcion 3/1 p/v, como se describe en la Tabla 4. El suelo fue tamizado a un
tamafio de 4 mm., homogeneizado mecéanicamente por agitacion y tindalizado a 90°C por
dos horas durante tres dias consecutivos. La arena fue esterilizada en autoclave a 120°C

por 20 min.

Tabla 4. Proporcién de arena, suelo y peso total de sustrato por maceta.

% Volumen % Peso Volumen (L) Cantidad (kg)
Arena 29 33 3,5 3,8
Suelo 71 67 14 1,9
TOTAL 4,9 5,7
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2.2 Plantas.

Se utilizaron cuatro especies vegetales de formaciones arbustivas y matorrales
presentes en la serie de degradacion de la vegetacion autdctona correspondientes al
Encinar Mesomediterraneo (retamar, romeral, tomillar, ver Figuras 7 y 8) (Blanca &
Morales, 1991; Navarro-Reyes, 1995); Lavanda (Lavandula latifolia Medik.), Mejorana
(Thymus mastichina (L.) L.), Retama de bolas (Retama sphaerocarpa (L.) Boiss.) y

Romero (Rosmarinus officinalis L.).

2.2.1 Lavanda (Lavandula latifolia Medicus: alhucema, esplieqo:;

Angiosperma-Labiatae).

Es una planta presente en buena parte de la region mediterrdnea, de forma
frecuente. Constituyente de matorrales helidfilos establecidos sobre sustratos calizos,
principalmente en los pisos meso y supramediterraneo con ombroclima seco. Su floracién

se presenta de julio a septiembre (Blanca y Morales, 1991).

2.2.2 Mejorana (Thymus mastichina (L.) L.; tomillo blanco; Angiosperma-

Labiatae).

Se presenta en buena parte de la peninsula ibérica, de forma abundante. Forma

parte de matorrales heli6filos como tomillares, en los pisos meso y supramediterrdneos
con ombroclima seco. Su floracion se presenta entre junio y julio (Blanca y Morales,
1991).

2.2.3 Retama (Retama sphaerocarpa (L.) Boiss.; retama comun;

Angiosperma-Leguminosae).

Se encuentra presente en la zona iberonorteafricana, mas frecuentemente en
zonas basales. Forma parte del matorral subserial, en el piso mesomediterraneo seco, en
formaciones arbustivas tipo retamares. Arbusto de 1,5 a 3 m, con ramas estriadas. Pierde
pronto la hoja, por lo que principalmente el tallo realiza la funcién asimiladora. Florece de
abril a junio-julio (Blanca y Morales, 1991). Puede crecer en cualquier tipo de terrenos,
desde 0-1400 msnm en lugares secos y despejados. Requiere un clima mediterrdneo no

excesivamente frio ni himedos (L6pez-Gonzalez, 2001).
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2.2.4 Romero (Rosmarinus officinalis L.; Angiosperma-Labiatae).

Se encuentra presente en casi toda la region mediterranea, de forma abundante.
Forma parte del matorral heliéfilo en el piso mesomediterraneo seco. Arbusto siempre
verde de 0,5 a 1,5 m, profusamente ramificado con ramas pardo-rojizas. Gran profusion
de hojas verdes lustrosas por el haz y blancas por el envés, casi cilindricas y sésiles.
Florece casi todo el afio, principalmente entre septiembre y mayo (Blanca y Morales,
1991). Aparece en todo tipo de terrenos, preferentemente calcareos desde 0 a 1500
msnm en las montafias mas calidas, donde forma matorrales en sitios secos y soleados,

principalmente en ambiente de encinar (L6pez-Gonzalez, 2001).

Figura 7. Zona de degradacion de la vegetacion autoctona “Encinar Mesomediterraneo” de la
Sierra de Baza. (a) Cubierta vegetal degradada del romeral. Asociaciones caracteristicas (b)
genista-romero y (c) lavanda-tomillo en adecuado estado de conservacion. (d) Coniferas
introducidas con fines de revegetacion.
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Figura 8. Especies utilizadas en el estudio. (a) Lavandula latifolia. (b) Thymus mastichina. (c)
Retama sphaerocarpa. (d) Rosmarinus officinale.

2.3 Hongos micorricico arbusculares.

Se utilizd6 como indculo una mezcla de seis cultivos monoespecificos de HMA del
género Glomus caracteristicos de ecosistemas mediterraneos del sur de Espafa: G.
clarum, G. constrictum, G. coronatum, G. intraradices, G. mosseae y G. viscosum. Los
inoculos fueron obtenidos de diversos ecosistemas, tanto agricolas como naturales, por
multiplicacion de aislados en cultivos trampa, utilizando como sustrato una mezcla de
suelo estéril:arena:sepiolita 1/1/1 viviv y Trifolium repens y Sorghum hybridum como

plantas hospederas.

Para conocer las caracteristicas del in6culo mixto utilizado, se evalué tanto el
potencial infectivo como la cantidad inicial de esporas de cada especie de hongo y se
estudi6 las caracteristicas morfoldgicas de las esporas de cada especie para su posterior
identificacién con fines de estudiar la biodiversidad de esporas. La caracterizacion del

in6culo micorricico utilizado se presenta en la Tabla 5.
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Tabla 5. Composicion del in6culo de hongos micorricico-arbusculares utilizado en el estudio en
mesocosmos.

ESPECIE HMA Clasif* PROVINCIA®  CANTIDAD® ESP/100g* NMPP®
Glomus clarum BEG125 Jaen 80 580 62,5
Glomus constrictum EEZ22 Alicante 80 260 62,5
Glomus coronatum EEZ44 Murcia 60 70 418,7
Glomus intraradices BEG121 Jaen 40 310 79,3
Glomus mosseae BEG122 Jaen 60 550 240,5
Glomus viscosum BEG126 Jaen 40 950 46,9
TOTAL 360 430 202,3

! Clasificacién del aislado en el banco de glomales de la Estacién Experimental del Zaidin (EEZ)
o en el Banco Europeo de Glomales (BEG).

? Provincia de aislamiento del ecotipo.

® Gramos de in6culo usados en la mezcla de hongos y total por maceta.

* Esporas de HMA en 100 g de inéculo monoespecifico 0 100 g de inéculo mixto.
® Propagulos micorricicos en 100 g de sustrato o de inéculo mixto.

Algunas esporas obtenidas por tamizado humedo (ver protocolo 4.2.2) se fijaron
en preparaciones semipermanentes, utilizando alcohol polivinilico acido lactico glicerol
(PVLG; ddH,O 100 mL, acido lactico 100 mL, glicerol 10 mL, alcohol polivinilico 16.6 g),
con y sin reactivo de Melzer (PVLG+M; reactivo Melzer: Hidrato cloral 100 g, ddH,O 100
mL, ls) 1.5 g, KI 5.0 g), para analizar bajo microscopio las caracteristicas morfologicas
gue permitieron su identificacion (didmetros polares-ecuatoriales, color, paredes, granulos
lipidicos, forma de la hifa de sustentacion, etc.). Para la identificacion de las esporas
obtenidas se utilizaron las claves morfolégicas recopiladas por Schenck y Pérez (1990) y

la base de datos disponible en internet (http://invam.caf.wvu.edu, 2005).

2.3.1 Glomus clarum Nicolson & Schenk.

Las clamidosporas (Figura 9) se forman solas o en pequefias agrupaciones en el
suelo, frecuentemente también dentro de las raices. Las esporas poseen un diametro de
100-260 um, que van desde un color blanco hasta un amarillo-marrén, con un contenido
de glébulos de tamafio variable, y su forma va desde globosa a subglobosa. La pared de
la espora se compone de tres capas (L1, L2 y L3), la primera de las cuales forma un
continuo desde la hifa, descomponiéndose a medida que la espora se va desarrollando.
Las distintas paredes se unen estrechamente entre ellas, salvo la L3, que en estado

maduro es posible de separar mediante presion (Nicolson y Schenck 1979; INVAM 2005).

2.3.2 Glomus constrictum Trappe.
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Las clamidosporas (Figura 10) se forman solas o en racimos laxos en el suelo,
son de forma globosa a subglobosa, con 150-330 um de didmetro. Su coloracion es
marrén oscura a negra. Posee un contenido de globulos lipidicos de tamafio variable. Se
distinguen de una hasta dos capas en su superficie. Caracteristica de esta especie es la
constriccién de la hifa de sustentacion en la base de la espora, con un diametro de 3-6
um, y un engrosamiento posterior en la hifa de hasta 20 um, con una transicion de color

del marrén oscuro al amarillo (Trappe 1977).

2.3.3 Glomus coronatum Giovannetti.

Clamidosporas (Figura 11) globosas a subglobosas, frecuentemente irregulares,
de color naranja palido a marron con un diametro entre 80 y 220 um. La pared de la
espora la constituyen dos capas (L1 y L2), la primera de las cuales aparece granular o
ausente en estados maduros o de degradacion. La segunda capa posee columnas
radiadas, que genera la apariencia de estructuras tipo corona en su observacion
microscopica. Su hifa de sustentacion es recia, con forma de embudo, y son la

continuacion de las paredes de la espora (INVAM 2005).

2.3.4 Glomus intraradices Schenck & Smith.

Las esporas (Figura 12) se forman solas o en racimos al interior de la raiz, y
menos frecuentemente fuera de ésta. La forma de las esporas es de globosa a irregular,
siendo el color de las esporas un caracter altamente variable, desde el blanco de las
esporas jovenes hasta el amarillo-marrdn en las maduras. El tamafio se comprende entre
los 40-140 um. El conjunto de la pared lo forman hasta cuatro capas, siendo las interiores
mas oscuras que las exteriores. La mas externa se degrada con facilidad. La hifa de
sustentacion frecuentemente puede estar constrefiida en el punto de unién a la espora
(Schenck y Smith 1982; INVAM 2002).

2.3.5 Glomus mosseae (Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe.

Las esporas (Figura 13) se pueden producir de forma libre o envueltas en un
peridio (esporocarpo) que puede contener de 1 a 10 esporas. Las esporas son globosas
a elipsoides, de color amarillo a marron y de un tamafio de entre 100 y 260 um. La pared
de la espora se compone de tres capas (L1, L2 y L3), la primera de las cuales suele

degradarse, constituyendo una capa granular. Una caracteristica que resalta en esta
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especie es un notorio septo que tabica la hifa de sustentacion, dando una caracteristica
forma de embudo a esta parte de la base de la espora (Nicolson y Gerdemann 1968;
INVAM 2002).

2.3.6  Glomus viscosum Nicol.

Sus clamidosporas (Figura 14) son globosas a subglobosas muy uniformes,
formadas en agregados laxos ramificandose desde una hifa comun. Las clamidosporas
son de color hialino a amarillo palido, con tamafios comprendidos entre los 50 y los 120
um. Se presentan tres paredes en el conjunto, permaneciendo la primera adherida hasta
avanzadas etapas. La hifa de sustentacion tiene un tamafio de 8-11 um y tiene una

forma cilindrica a ligeramente achatada (INVAM, 2002).
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Figura 9. Glomus clarum BEG 125. (a) Grupo de esporas maduras (50X). (b) Espora individual
(100X). (c) Espora destruida, mostrando los granulos lipidicos. (d) Detalle de las capas de la pared
de la espora, mostrando la incipiente pérdida de la L1 (400X). (e) Detalle de la pared en espora
destruida por presion, mostrando la separacién de las tres unidades. (f) Detalle del punto de
insercion de la hifa de sustentacién, mostrando el septo y la continuacién de las distintas unidades
de la pared en la hifa (1000X).
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(a)
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Figura 10. Glomus constrictum EEZ 22. (a) Grupo de esporas maduras (50X). (b, c) Esporas
individuales (100X). (d) Detalle de las capas de la pared de la espora, mostrando restos de L1
(200X). (e) Detalle de la pared en espora destruida por presién, mostrando una sola capa (400X).
(f) Detalle del punto de insercion de la hifa de sustentacion, mostrando la constriccion tipica

caracteristica de esta especie (1000X).
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Figura 11. Glomus coronatum. (a) Grupo de esporas maduras (50X). (b) Espora individual (100X).
(c) Esporas maduras destruidas (100X). (d) Detalle de las capas de la pared de la espora,
mostrando restos de L1 (400X). (e) Detalle de la pared en espora destruida por presién, mostrando
una sola capa (400X). (f) Detalle del punto de insercién de la hifa de sustentacion, mostrando la
continuacion de las paredes en la hifa y en el engrosamiento basal (1000X).
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Figura 12. Glomus intraradices BEG 121. (a) Grupo de esporas maduras (50X). (b, c) Esporas
individuales (100X). (d) Detalle de las capas de la pared de la espora (400X). (e) Detalle de la
pared en espora destruida por presion, mostrando la separacion de las capas (1000X). (f) Detalle
del punto de insercién de la hifa de sustentacion (1000X).
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Figura 13. Glomus mosseae BEG 122. (a) Grupo de esporas maduras (50X). (b) Esporas
individuales (100X). (c) Detalle de las capas de la pared de una espora destruida por presiéon
(100X). (d) Detalle de la pared en espora destruida por presion, mostrando la separacion de las
capas (4000X). (e) Detalle de la superficie de una espora, mostrando el desprendimiento de L1. (f)
Detalle del punto de insercion de la hifa de sustentacion (4000X).

72



Material y métodos

Figura 14. Glomus viscosum BEG 126. (a) Racimo con gran namero de esporas (50X). (b) Espora
individual (200X). (c). Detalles de la pared en una espora destruida por presiéon, se puede ver la
separacioén entre L1 y la union de L2 con L3 (400X). (d) Detalle de la insercion de la hifa (1000X).
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3. CONDICIONES DE CRECIMIENTO

3.1 Obtencién de las plantulas, estaquillas y tratamientos pregerminativos.

Las plantas para el estudio fueron obtenidas por estaquillado de ramillas jovenes
provenientes de plantas adultas de lavanda, mejorana y romero, las que fueron
recolectadas desde las distintas asociaciones vegetales del Encinar Mesomediterraneo
de la Sierra de Baza, Granada (ver Figura 15). Adicionalmente, se utilizaron semillas de
todas las especies vegetales para obtener plantulas viables al momento de establecer el
estudio en mesocosmos. Las semillas también fueron colectadas de plantas presentes en

la Sierra de Baza.

Las estaquillas o esquejes se prepararon dejando unos 5-7 cm de raquis central y
los elementos foliares vecinos a la yema apical, lavandolos profusamente con agua varias
veces, desinfectandolas con propamocarb clorhidrato 60,5%, al 0,5% (p/v) en solucion
durante 15 min y lavandolas con abundante agua. Las estaquillas se mantuvieron en
bandejas alveoladas conteniendo como sustrato de crecimiento una mezcla de
perlita/vermiculita 1/1 v/v, conservadas permanentemente humedas mediante adicion de
ddH,O hasta su utilizacién, cuando las plantulas presentaron un significativo desarrollo
radical.
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Figura 15. Sistema de produccién de estaquillas en bandejas alveoladas para la obtencién de
plantulas viables.
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Por otra parte, las semillas fueron sometidas a diferentes tratamientos
pregerminativos (Tabla 6), para facilitar de ésta manera su germinacion. Posteriormente,
las semillas se depositaron en bandejas alveoladas conteniendo como sustrato una
mezcla de arena:vermiculita:sepiolita en una relacién volumétrica de 2:2:1, las que
permanecieron permanentemente himedas hasta que se llevase a cabo la germinacion y

la plantula tuviese un tamafio adecuado para su trasplante al sistema de mesocosmos.

Tabla 6. Tratamientos efectuados sobre las semillas para el analisis de germinacién y
posterior obtencién de plantulas viables.

Especie vegetal Tratamiento(s) pregerminativos N° semillas
Retama e Y hora en H2SO4 concentrado 100
Romero e Agua destilada (24 h) 100

e agua caliente y 24 h en agua 100

e perodxido de hidrégeno 0,5% (24 h) 100
e peroéxido de hidrégeno 1% (24 h) 100
Lavanda e agua destilada (24 h) 100
e agua caliente y 24 h en agua 100
e peréxido de hidrégeno 0,5% (24 h) 100
e peréxido de hidrégeno 1% (24 h) 100
Mejorana e agua destilada (24 h) No cuantificado

3.2 Reestablecimiento de la flora microbiana.

Para reestablecer las poblaciones de microorganismos del suelo, una vez
tindalizado éste, a excepcion del componente micorricico, se le adiciond a cada maceta
un volumen de 10 mL de un filtrado de una suspension de 100 g de suelo Gorafe natural
en un litro de ddH,O estéril. Para esto, la suspension se dejé decantar unos 5 min y el

sobrenadante se filtr6 a través de papel filtro Watman n°1.
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3.3 Irrigacién.

La necesidad de agua fue estimada visualmente, aplicandose aproximadamente
500 mL de agua corriente por maceta cada dos o tres dias; aunque durante el periodo
estival los riegos fueron realizados diariamente, a fin de que las plantas no fuesen

sometidas a estrés hidrico en ningiin momento.

3.4  Obtencion de las muestras y reposicion.

Las muestras fueron obtenidas desde las macetas mediante el uso de un
nucleador de acero de 1.5 cm de diametro. Aproximadamente 100 g de sustrato se

obtuvieron en cada oportunidad por este sistema.

A fin de no retirar las muestras desde el mismo sector de la maceta en las
distintas estaciones, se establecieron zonas dentro de las macetas, con lo que fue posible
programar la obtenciébn de muestras desde la maceta de zonas que no se hubiesen
disturbado con anterioridad. Ademas, cada repeticion en un mismo tiempo de muestreo,
presentaba distintas zonas de obtencion de la muestra, de modo que la mayor cantidad
de sectores en la maceta estuviesen representados en cada ocasion. La muestra retirada
era repuesta inmediatamente con sustrato de suelo y arena estériles en las mismas

proporciones que al establecimiento del estudio.
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4.

4.1

METODOLOGIA

Métodos fisico-quimicos.

4.1.1 Determinacion de pH.

Para esta determinacion se utiliz6 la técnica de pH al agua (pH,) en una

suspension de sustrato:dH,O en proporcién 2:5.

Procedimiento.

1.

2.

Se pesaron 4 g de muestra seca, y se adicionaron 10 mL de dH,0.
Se mezclé vigorosamente y se dejé reposar 12 horas.

Posteriormente, el pH se determind directamente en el sobrenadante de la mezcla

mediante pH-meter electrénico.

4.1.2 Fo6sforo disponible.

El P disponible en el sustrato fue determinado por colorimetria utilizando el

método de formacion de molibdato azul de Olsen y Dean (1965) con menores

modificaciones.

Procedimiento.

1.

2.

Se pesaron 0.5 g de sustrato y se le afiadi6é 0.5 g de carbdn activado.

Se adicion6 10 mL de solucién extractante (NaHCO; 0.5 M; pH 8.5) y se agit6d
durante 30 min a 210 rpm.

La mezcla se filtr6 en papel Watman n°1 y se cogi6é una alicuota de 1 mL, que se

afadié a 3 mL de solucion neutralizante (H,SO,4 0.1 M).

Se afiadi6 1 mL de solucion colorimétrica (1.25 M H,SO,; 5 mM molibdato
amonico ((NH4)eM07024); 0.9 mM tartrato de potasio y antimonilo (K(SbO)C4H;Og);
0.03 M acido (L+) ascorbico (CgHgOg)).

Se dej6 la solucién desarrollar color durante 15 min y se realizé la medicion

espectroscoépica a 700 nm.

Nota: Se utiliz6 como patrén una serie de diluciones de KH,PO, para un rango comprendido entre
Oy5ugP mL™". Cuando los valores de las muestras superaban el limite superior de la curva
patrén se realizaron diluciones segun fue necesario. El color desarrollado es estable durante 72 h.
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4.1.3 Glomalina facilmente extractable.

Se determind la cantidad de glomalina facilmente extractable de acuerdo al
procedimiento descrito por Borie et al. (2000) y Wright y Upadhyaya (1996), con algunas

modificaciones.
Procedimiento.

1. Se tamiz6 una muestra de sustrato en tamices de la serie Tyler de 2 y 1 mm de
luz, y se tomé 0.5 g de la fraccion contenida sobre el tamiz de 1 mm de luz, el que

fue depositado en tubos plasticos de tapa rosca de 15 mL de capacidad.

2. Se afadi6 4 mL de solucion extractante (20 mM citrato sédico (C¢HsNazO-), pH

7.0) y se agit6 vigorosamente.
3. La mezcla fue autoclavada a una temperatura de 121°C por 30 min.

4. Se centrifugd la muestra a 10000 g durante 5 min y se recogio el sobrenadante, al

que se le determiné el volumen.

5. La cuantificacion de la proteina extraida se realizé utilizando el método Bradford
(1976). Para esto, a 700 uL de agua se agregaron 100 uL del sobrenadante
recuperado y 200 pL de reactivo BioRad Protein Assay (BioRad Laboratories), se

agito la mezcla y se dejo desarrollar color durante 10 min.

6. La concentracion de glomalina en la muestra se determind

espectrofotométricamente, a una A de 595 nm.

Nota: Se utiliz6 como patron una serie de diluciones de albimina sérica bovina (BSA) para un
rango comprendido entre 0 y 20 ug BSA mL™. Se utilizan tubos plasticos para evitar su rotura en
los procesos de autoclavado y centrifugado. El color desarrollado es estable durante una hora
aproximadamente.

4.1.4 Estabilidad estructural de los agregados.

La estabilidad de los agregados es el resultado de las fuerzas de cohesion entre
las particulas de suelo para resistir la aplicacion de fuerzas disruptivas. Para su
determinacion se utilizé la metodologia descrita por Kemper y Rosenau (1986), utilizando

cribado hiumedo en equipamiento electronico disefiado para tal fin (ver Figura 16).
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Figura 16. Sistema mecanico para la determinacion de la estabilidad estructural de los agregados
al agua. (a) Vista general del sistema. (b) Vista superior, mostrando las posiciones de los
cribadores de 0.25 mm. (c) Posiciones de los recipientes metalicos conteniendo agua o solucion
disgregante. (d) Elevador excéntrico, con una frecuencia de 35 rpm.

Procedimiento.

1.

Se tamiz6 una proporcién de sustrato seco al aire en tamices de la serie Tyler de

2y 1 mmde luz.

Se pesaron 4 g de sustrato recogido sobre el tamiz de 1 mm de luz, el que fue
depositado sobre un cribador de 0.25 mm y humectado a saturacién con agua

destilada sobre bafio de arena lavada.

El cribador con la muestra himeda se colocé en el equipo de tamizado sobre

depositos de acero inoxidable conteniendo 25 mL de agua destilada.

El equipo funcion6 durante 3 min (35 ciclos min™) para completar 105 inmersiones
del cribador en el depdsito de acero con agua.

Los depésitos de acero fueron secados y pesados. El suelo que queda en el
deposito es el material no estable a la disgregacion por efecto del agua.

Los depésitos de acero fueron cambiados por otro set, conteniendo 25 mL de una
solucién dispersante (2 g hexametafosfato de sodio L") y se hace funcionar
nuevamente el equipo, hasta que sélo queden particulas de arena sobre el
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cribador. Cuando el tiempo requerido para la disgregaciéon era considerable (mas
de 20 min), se procedié a la disgregacibn mecéanica de los agregados con una
varilla. Posteriormente, los depdsitos fueron secados y pesados. El suelo que

gueda en los depdsitos en este caso corresponde al material agregable.

La proporcion de material agregable en la muestra sera

(DH —d2-0.05)
(DA—d1) + (DH — d2-0.05)

AEA(%) = (IV-1)
donde AEA(%) es el porcentaje de suelo agregado estable al agua; DH el peso en
gramos del depdsito de acero mas el suelo y solucién dispersante del segundo
tamizado humedo; d2 es el peso en gramos del depdsito usado para el segundo
tamizado; 0.05 es la cantidad en gramos de hexametafosfato de sodio presente
en 25 mL de dispersante; DA es el peso en gramos del depésito mas suelo y agua
del primer tamizado himedo; y d1 es el peso en gramos del depdsito usado en el

primer tamizado.

Nota: Se us6 hexametafosfato de sodio como dispersante debido a que el pH de las muestras
analizadas era superior a 7.0. En caso de tratarse de muestras con un pH inferior a 7.0 se debe
utilizar como dispersante una solucién de 2 g NaOH/L.

4.2 Métodos microbioldgicos y determinacion de la biodiversidad.

4.2.1 Potencial micorricico de los inéculos y del suelo.

El nimero mas probable de propagulos micorricicos (NMPP), es un procedimiento
de estimacién de densidades poblacionales de hongos micorricicos, puesto que la
evaluacion cuantitativa de células individuales no es factible. Esta basado en la
determinacion de presencia/ausencia de colonizacién en raices de plantas en réplicas de

diluciones consecutivas. Sélo determina organismos vivos e infectivos.
Procedimiento.

Se realizé utilizando una modificacion de la metodologia descrita por Sieverding
(1991). Para esto, se realizaron diluciones seriadas de factor 4 del suelo o in6culo a
estudiar el cual se homogeneiz6 con un sustrato estéril de sepiolita: vermiculita (1:1 v:v)

utilizandose sorgo (Sorghum hybridum cv. Tuareg) como planta indicadora (Figura 17).
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Las plantas se dejaron crecer durante un mes en condiciones de invernadero
(25+3°C:15+3°C dia:noche; 80% Hr; fotoperiodo de 16 h 1uz/8 h oscuridad).
Posteriormente, se extrajeron las raices, que fueron aclaradas y tefiidas (Philips y
Hayman 1970). Finalmente, se determind la presencia/ausencia de colonizacion bajo lupa

estereoscopica a 30 aumentos.
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Figura 17. NMPP para los in6culos de HMA y del suelo. Cada unidad experimental contenia 13 g
para todas las diluciones, con 5 repeticiones para cada nivel de dilucion.

El valor del NMPP se obtuvo mediante la siguiente igualdad:

Log Q= X log o -K (IV-2)

donde Q es el nimero de propagulos micorricicos infectivos, X es el nimero medio de
casos con infeccion (total de infecciones +/nimero de repeticiones), o es el factor de

dilucion (4 en este caso) y K es un valor variable, dependiente de X, que se encuentra en

las tablas de Fisher y Yates (Sieverding 1991).
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Para el caso de este estudio, el valor de K, obtenido por regresion polinGmica

correspondi6 a

K =0,0662X6 - 0,5631X5 + 1,9645X4 - 3,6882X3 + 4,0574X2 - 2,545X + 1,267

r2 =0,99

4.2.2 Esporas de hongos micorricicos arbusculares.

Las esporas fueron separadas del sustrato por el método de decantado y

tamizado humedo (Gerdemann y Nicholson 1963) con algunas modificaciones. Las

esporas separadas del sustrato fueron utilizadas para su conteo, caracterizacion

morfoldgica y para estudiar su diversidad en suelo.

Procedimiento.

1.

Se pesaron 25 g de sustrato, los que fueron mezclados vigorosamente con agua y

centrifugados a 2500 rpm durante 2 min.

El sobrenadante, conteniendo buena parte de los materiales organicos gruesos de
suelo, esporas destruidas, trozos de raiz y otros materiales poco densos, fue

descartado.

Seguidamente, el sustrato decantado fue mezclado y suspendido en una solucion

de sacarosa al 50% p/v y centrifugado en las mismas condiciones anteriores.

Esta vez el sobrenadante fue vertido sobre una serie de tamices Tyler de 500, 250
y 50 um de luz, lavado con agua corriente y arrastrado a placa Doncaster para su

observacién microscépica bajo lupa estereoscépica a 50-75 aumentos.

Finalmente, de acuerdo a las caracteristicas estudiadas para cada especie,
descritas en el apartado 2.4 de este capitulo, se realiz6 la cuantificacion de las

esporas correspondientes a cada una de las especies inoculadas.

4.2.3 Longitud de micelio micorricico.

Para la determinacion de la densidad de hifas de hongos micorricicos

arbusculares se utilizaron modificaciones y adecuaciones de numerosos protocolos
(Abbott et al. 1984, Jakobsen et al. 1992, Sylvia 1992, Borie et al. 2000), tanto para la

extraccién como para su cuantificacion.
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Para la determinacién de la densidad de las hifas vivas de hongos micorricicos se

utilizé la tincién vital por la enzima succinato deshidrogenada (SDH) de acuerdo a Kough

et al. (1987). El siguiente procedimiento describe el protocolo utilizado para poder obtener

tanto la tincion vital como la de las hifas totales sobre la misma muestra experimental
(Figura 18).

Procedimiento para la separacion y tincién del micelio.

1.

Se pesé 1 g de suelo y se le agregaron 20 mL de agua. Se agit6 vigorosamente

durante 10 segundos.

Se dejé decantar la mezcla durante 1 min, y se cogié desde el centro de la

suspension 1 mL, que fue transferido a un tubo plastico de 15 mL con tapa rosca.

Se adicion6 1 mL de solucién incubadora de la tincién vital SDH (succinato de
sodio 0.25 M; NBT 1 mg mL™; Tris 0.05 M; MgCl 0.5 mM; pH 7.0) y se dej6

incubando 12-16 horas con agitacion suave a 28°C.

Posteriormente, se vertié el contenido sobre un tamiz de 50 um de luz de malla,
se lavd con agua y se recogio con 3-5 mL de agua sobre un tubo plastico, donde

se le adicion6 5 mL de lejia (NaCIlO 3.5 % p/v) durante 10 min.

Inmediatamente después, se vertid nuevamente sobre un tamiz de 50 um de luz,
se lavo con abundante agua, y se recogio con 3-5 mL de agua sobre un tubo

plastico.

Se le adicion6 5 mL de solucién contrastante de fucsina acida 0.2 g L™ (4cido
lactico 875 mL; glicerina 63 mL; agua destilada 63 mL; fucsina acida 0.2 g) y se

dej6 tedir durante 2 horas con agitacion suave

Finalmente, se vertié el contenido sobre un tamiz de 50 um de luz, se lavé con
abundante agua, y se arrastrd el micelio tefiido con frasco lavador sobre un filtro
de nitrocelulosa con cuadricula, de 0.2 um de tamafio de poro, posicionado en

aparato para filtracion al vacio.
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Figura 18. Micelio de hongos micorricico arbusculares. (a, b) Micelio tefiido con azul de tripano
(100X). (c) Micelio tefido solo con tincién vital de SDH (100X). (d) Micelio tefiido con la tincién vital
de SDH y contrastado con fucsina acida.

Procedimiento parala observacién y cuantificacién del micelio.

1. Los filtros de nitrocelulosa se montaron sobre portaobjetos y fueron observados al
microscopio a 100-200 aumentos. Es necesario que uno de los oculares del

microscopio posea una reticula de 10 x 10 lineas.

2. Se posiciond la cuadricula para que la reticula quedara posicionada dentro de una
de las areas cuadrangulares definidas por las lineas del filtro y se contaron las
intersecciones entre hifas (vivas y no vivas) y la reticula del ocular, tanto en
sentido horizontal como vertical. Este procedimiento se repite el mayor nimero

posible de veces por cada muestra.

3. Se definié la longitud total de la reticula, y el area total analizada, y se obtuvo la
longitud de micelio presente en la superficie analizada del filtro usando la

ecuacion de Newman (1969), que se representa segun

7AN
R=|—— |xFdxF -
( oh jx x Fps (IV-3)
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en donde R es la longitud de hifas en el area de medicion (m), A es el area de
medicion en el filtro (m2), N es el nimero de intersecciones, H es la longitud total
de la reticula utilizada, Fd es el factor de dilucién de suelo (en este caso 20) y Fps

es el factor de humedad del suelo.

4.2.4 Raiz micorrizada.

Para obtener el indice de micorrizacién se utilizé el método de interseccion en
linea de McGonigle et al. (1990), luego de teiiir la raiz con azul-tripan (Phillips y Hayman
1970) con algunas modificaciones. El colorante azul-tripan interacciona con las
estructuras que presentan quitina, como es el caso de las paredes celulares de los

hongos formadores de micorrizas arbusculares (Bartnicki-Garcia 1968).
Procedimiento.

Las raices fueron separadas del sustrato utilizando tamices de la serie Tyler de 2
y 1 mm de luz. Posteriormente fueron lavadas en agua corriente, secadas y pesadas. Se
tomaron dos submuestras de aproximadamente 0,2 g de raiz, una para tincién y otra para
caracterizacion molecular de los hongos colonizadores. Los siguientes pasos fueron

realizados a las submuestras ocupadas para tincion:

1. Las raices fueron cortadas en segmentos de alrededor de 1 cm y se sumergieron

en una solucion de KOH al 10% p/v, donde permanecieron por tres dias.

2. Posteriormente se elimind la soluciéon de KOH y las raices se lavaron con

abundante agua.

3. Las raices fueron sumergidas en una solucion de HCI al 1% p/v, donde

permanecieron por un dia.

4. Posteriormente fue eliminada la solucion de HCIl y se afadié solucion de azul-

tripan al 0.05% p/v en &cido lactico, dejandolas por 24 h en esas condiciones.

5. Finalmente, se elimind la solucion de azul-tripdn, se lavaron con agua y se

conservaron en acido lactico hasta su observacion.

6. Para la cuantificacion de la colonizacion, las raices tefiidas fueron extendidas
sobre placas de metacrilato, con una cuadricula de 1 x 1 cm, contandose las
intersecciones entre las raices y la cuadricula. La proporcién de raiz micorrizada
se obtiene de la relacion entre las intersecciones donde la raiz presenta

colonizacién respecto del total de intersecciones cuadricula-raiz.
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4.2.5 Iindices de biodiversidad.

Se han utilizado diferentes métodos para estimar la diversidad de especies alfa,
asi como su estructura. Estos indices se determinaron a partir de la cuantificacion de los
distintos morfotipos de esporas y de la presencia/ausencia de hongos colonizando las

raices de las plantas de los distintos tratamientos.

Rigueza de especies (S): o indice de Riqueza Especifica, se define como el nimero total

de especies encontradas por censo de una comunidad. Se determind, en las distintas
muestras, al momento de realizar la cuantificacion bajo lupa de las muestras de esporas.
En las raices se determind segln la presencia, ausencia de bandas caracteristicas en
TTGE.

Densidad especifica (Di): se define como la proporcion de individuos de la especie i en la

muestra en relacion al nimero total de individuos. Se representa segun la siguiente

igualdad

Di = % (IV-4)

en donde ni es el nimero de esporas de la especie o morfotipo i, y N es el nUmero total

de esporas en la muestra.

Equidad de Shannon-Wienner (HY): este indice de abundancia proporcional relaciona la

cantidad de especies presentes con el nimero de individuos de cada una. Expresa, por
tanto, el grado promedio de incertidumbre en la prediccién de la especie de un individuo

escogido al azar desde una comunidad (Magurran 1988). Su expresion es

s .
H= —[Z%xln%j (IV-5)

i=1

Dominancia de Simpson (A): este indice de abundancia proporcional es inverso al de

uniformidad o equidad, y toma en cuenta la representatividad de las especies con mayor
importancia en la comunidad. Manifiesta por ende, la probabilidad de que dos individuos
tomados al azar de una muestra sean de la misma especie (Magurran 1988). Se

representa por la relacion

A=y pi2 (IV-6)

donde pi es la abundancia proporcional de la especie i (su densidad especifica).
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4.3 Métodos para la determinacién de crecimiento vegetal.

4.3.1 Longitud de raiz.

La longitud de la muestra de raiz teflida con azul-tripan fue obtenida utilizando el
sistema DIAS DT de andlisis digital de im&genes de acuerdo a las indicaciones del
fabricante (Delta-T Devices, 1991).

Para obtener la longitud total de la raiz colectada conjuntamente a la muestra
experimental se realiz6 una ponderacién con el peso de la raiz total obtenida de acuerdo

a la ecuacion

L:(prRT]X(looijps (IV-7)
Rp PM

en donde L es la longitud total de raiz en cm por 100 g de sustrato, Lp es la longitud
parcial de la raiz tefiida, obtenida por el sistema DIAS DT en cm, RT es el peso fresco en
gramos de la raiz total, Rp es el peso fresco en gramos de la submuestra usada para la
tincion, PM es el peso en gramos de la muestra de sustrato extraido y fps es el factor de

humedad de la muestra colectada.

4.3.2 Cobertura vegetal.

Para determinar la superficie cubierta por las plantas se utilizé software de andlisis
de imagenes. Para esto se tomaron fotografias digitales aéreas de cada unidad
experimental, seguido de lo cual, utilizando el programa Abobe Photoshop v. 6.0 (Adobe
Systems Inc.) se afiadieron capas hasta completar la superficie bidimensional que
ocupaba cada planta (ver Figura 19). Seguidamente se obtuvo la cantidad de pixeles
ocupados por las capas seleccionadas y se realizd la conversion a superficie con la
ayuda de un patron de superficie conocida, al cual también se le calcul6 su nimero de

pixeles.
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Figura 19. Andlisis de la cobertura de las plantas correspondientes al tratamiento Lavanda-
Romero. (a) Imagen de las plantas normales. (b) Imagen de las plantas transformadas a capas
uniformes para determinacion de su superficie en pixeles.

4.4 Métodos usados en biologia molecular.

4.4.1 Extraccion de ADN genémico de material vegetal.

El ADN genomico de material vegetal (parte aérea o raices) se extrajo utilizando el
protocolo para aislamiento de ADN del kit DNeasy® Plant Mini kit (Qiagen 2000),
siguiendo las instrucciones de fabricante con menores maodificaciones en el caso de
extraccién de ADN gendmico desde raices. En este caso, las modificaciones realizadas

son las siguientes:
1. En el paso 2, se utilizd hasta un maximo de 200 ug de material fresco.

2. En el paso 11, posterior a la centrifugacién con el tampon AW, se realizd hasta
dos lavados de la columna con 500 uL de alcohol etilico puro y centrifugacion a

maxima velocidad.

3. En el paso 12, la primera elucion se realiz6 con 50 uL de buffer AE.
Posteriormente, la segunda elucion se realiz6 con 100 uL de buffer AE, sin
combinar los extractos. El primer extracto suele contener sustancias coloreadas,
de caracteristicas humicas, que podrian inhibir las subsecuentes reacciones

enzimaticas.
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4.4.2 Extraccion de ADN desde esporas de hongos micorricicos.

Segun se tratase de extraccion de ADN de esporas individuales o de gran numero

de esporas (1000 a 5000 esporas) se utilizaron dos sistemas diferentes:

Extraccion de ADN de esporas individuales: se utilizé6 una adaptacion del método de Lee

y Taylor (1990). Para esto, sobre un portaobjetos esterilizado-siliconizado, se depositd
una gota de 20 uL de ddH,O estéril. Posteriormente, con ayuda de un forceps, se
deposito en la gota una Unica espora de HMA limpiada en superficie dos a tres veces con
ddH,O estéril. Bajo lupa estereoscopica a 50 aumentos, utilizando un estilete estéril, se
destruyd la espora. El extracto crudo asi obtenido fue utilizado en su totalidad como

molde para PCR usando cebadores especificos de HMA.

Extraccion de ADN desde numerosas esporas: se cogieron unas 1000 esporas desde

cultivo monoespecifico bajo lupa estereoscdpica (5000 en el caso de G. intraradices y G.
viscosum), se depositaron en 1 mL de ddH,O en un vial de 1.5 mL, donde se lavaron con
ddH,O estéril tres veces, centrifugando en cada ocasion a 6000 g durante 5 min.
Finalmente, se afadieron 50 uL de ddH,O, se trituraron con ayuda de micropistilo de
punta conica y se utilizé el protocolo para aislamiento de ADN del kit DNeasy® Plant Mini

kit (Qiagen 2000), siguiendo las instrucciones de fabricante.

4.4.3 Cuantificacion de ADN genémico.

El ADN aislado se cuantific6 espectrofotométricamente o en gel de agarosa. En el
primer caso, se midié la absorbancia de una alicuota de 10 uL de muestra diluida 100
veces en ddH,O estéril a A de 230, 260 y 280 nm. Con este método, cada unidad de

absorbancia a 260 nm se considera equivalente a 50 ug mL™ de ADN de doble cadena.

Para estimar una posible contaminacién por carbohidratos, se calculo la relacién
entre los valores de absorbancia obtenidas a 260 y 230 nm. Para considerar que las
muestras no presentaban una contaminacion significativa por carbohidratos la relacion
debia ser mayor a 2. Por su parte, para considerar ausencia de contaminacion por
proteinas y/o fenol, la relacion entre los valores de absorbancia a 260 y 280 nm debia ser

superior a 1.8.

Para cuantificar la cantidad de ADN en gel de agarosa se utiliz6 comparacién
visual de la intensidad de la banda de ADN gendmico, luego de tefiirlo en una solucion de

bromuro de etidio, respecto de las distintas bandas del marcador de peso molecular 11l
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4.4.4 Condiciones de PCR.

Las diferentes PCR se optimizaron utilizando un termociclador automético
(Mastercycler, Eppendorf). Las amplificaciones fueron realizadas usando el producto
comercial pure-TagTM Ready-To-Go PCR beads (Amersham Pharmacia Biotech) en un
volumen final de 25 uL. Este producto contiene todos los componentes, con una
concentracion final en 25 pL de 2.5 unidades de puReTaq DNA polimerasa, 200 uM de
cada dNTP, 10 mM Tris-HCL pH 9.0, 50 mM KCly 1.5 mM MgCl,.

Los diferentes oligonucleétidos empleados fueron usados en una concentracion
final de 0.4 uM. Las condiciones de tiempo y temperatura para las etapas de
desnaturalizacion, hibridacion y extension se muestran en la Tabla 7. Para todas las
reacciones se utiliz6 un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, un paso
final de extension a 72°C durante 7 min y 35 ciclos del programa presentado en la Tabla

7, segun fuera el caso.

Tabla 7. Diferentes oligonucleétidos utilizados en las distintas PCR, secuencias nucleactidicas y
condiciones de PCR.

Denat

Oligonuc. Secuencia 5°-3° Hibr. Ext. Uso
NS31 ttggagggcaagtctggtgce 94°C 50°C 72°C . )

N . < ... Universal eucariotas 18s
NS41 cccgtgttgagtcaaatta 1 1 120
NS31 ttggagggcaagtctggtgcc 94°C 58°C 72°C -

- . . Especifico Glomerales 18s
AM1 gtttcccgtaaggcgecgaa 45 1 120
cgcecggggegegecccgggegg
NS31(GC) 09690999cacggygg+NS31 45°C  50°C  72°C  PCR nidada desde producto
45> 45> 1 NS31-AM1

Glol gcctgctttaaacactcta
M13F gtaaaacgacggccagtg 45°C 50°C 720°C o

. s <. Amplificacién inserto en vectores
M13R ggaaacagctatgaccatg 1 120 130

4.4.5 Electroforesis en geles de agarosa.

La separacion electroforética del ADN, tanto gendémico como amplicones, se
realizé en geles de agarosa al 1.6% en tampén 1X TAE (1 X TAE = 40 mM Tris, 20 mM
acido acético, 1 mM EDTA disédico, pH 8,3). La electroforesis se realizé en tampén 1 X
TAE con una diferencia de potencial eléctrico de 100 V durante 35-60 minutos,

dependiendo del tamafio de los productos.
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Para estimar el tamafio de los productos depositados en los geles, asi como su
cuantificacion, se deposité en una de las calles del gel un marcador de peso molecular.
En el caso de los segmentos de mas de 500 pb se utiliz6 el marcador Il (Lambda
DNA/EcoRI + Hind Ill, Promega) y para los productos de menor tamafio se utilizo el
marcador pGEM (pGEM® DNA, Promega).

Las muestras se prepararon en tampén de carga 1X (tampéon de carga
6X=sacarosa 50% p/v; 0.3% azul bromofenol). Posterior a la electroforesis, los geles
fueron teflidos por 20 minutos en bromuro de etidio (1 mg L™ en 1X TAE), lavados por 10
min en ddH,0O, visualizados y fotografiados bajo luz UV (260 nm; Gel Doc 2000, BioRad

Laboratories).

4.4.6 Purificacion de productos de PCR.

Las bandas de interés para secuenciacién, clonacién o carga en TTGE presentes
en los geles de agarosa fueron extraidas cortandolas con un escalpelo, y purificadas
utilizando el protocolo del kit comercial Qiaexll Gel Extraction kit (Qiagen) de acuerdo con

las instrucciones del fabricante.

4.4.7 Preparacion de geles de poliacrilamiday condiciones para TTGE.

Los geles de poliacrilamida se prepararon siguiendo las instrucciones del manual

del equipo DCode™ universal mutation detection system (Bio-Rad Laboratories).

Los geles tuvieron una dimension de 16 cm x 16 cm x 1 mm y se prepararon
utilizando soluciones comerciales de acrilamida y bis-acrilamida (Acrylamide and Bis-
Acrylamide Solutions, Bio-Rad Laboratories). En la siguiente Tabla se muestra la

composicion de los distintos geles utilizados.

Tabla 8. Geles de poliacrilamida 37.5:1 para uso en TTGE (1.5 X TAE, 7 M urea).

Reactivo 6% PAA" 8% PAA’
40 % Acrilamida (mL) 5.83 7.77

2 % Bis-acrilamida (mL) 3.22 4.29
50 X TAE (mL) 1.20 1.20
Urea (Q) 16.80 16.80
TEMED (uL) 40.00 40.00
10 % Persulfato amonio (uL) 400.00 400.00
Volumen total (mL) 40.00 40.00

! Utilizado para electroforesis de los productos NS31-GC/AML1.
Z Utilizado para electroforesis de los productos NS31-GC/Glo1.
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Para seleccionar la region de la subunidad 18S ADNr que era factible de separar
por TTGE se realiz6 un andisis predictivo de los perfiles de fusion de diferentes
secuencias de especies de hongos del género Glomus utilizando el programa WinMelt™
v. 2.0.13 (Bio-Rad Laboratories).

Las secuencias de la region 18S ADNr de 20 diferentes especies del género
Glomus utilizadas fueron las siguientes: G. caledonium BEG20: Y17635, G. claroideum:
AJ276075, G. clarum: AJ505619, G. coronatum: AJ699076, G. constrictum: AJ506090, G.
etunicatum: Y17639, G. fasciculatum: BEG53 Y17640, G. fragilistratum: AJ276085, G.
geosporum: AJ245637, G. intraradices BEG121: AJ536822, G. lamellosum: AJ276087, G.
luteum: AJ276079, G. manihotis: Y17648, G. mosseae BEG69: U96141, G. mosseae
BEG122: AJ505616, G. proliferum: AF213462, G. sinosum: AJ133706, G. versiforme:
X86687, G. verruculosum: AJ301858, G. viscosum BEG126: AJ505620.

Las muestras a separar en TTGE se prepararon en tampon de carga 1 X para
TTGE (tampo6n de carga 2X=glicerol 70% p/v; xileno cianol 0.05% p/v; azul bromofenol
0.05% pl/v). Para la separacion de los fragmentos NS31-GC/AM1 se utiliz6 una
temperatura inicial de 54°C y una temperatura final de 61°C, con una rampa de 1°C h™.
Para la separacion de los fragmentos NS31-GC/Glo1l se utiliz6 una temperatura inicial de
52°C y una temperatura final de 59°C, con una rampa de 1°C h™. Ambos tipos de geles
fueron sometidos a electroforesis con una diferencia de potencial eléctrico de 130 V, en
tampon TAE 1.5X.

4.4.8 Tincion de geles con plata.

Para realizar la tincion de geles de poliacrilamida con plata, se utiliz6 el kit
comercial Bio-Rad Silver Stain (Bio-Rad Laboratories) de acuerdo con las instrucciones

del fabricante.

4.49 Obtenciéon de productos de PCR desde geles tefiidos con plata.

Para recuperar los productos de PCR incluidos en geles de poliacrilamida tefiidos
con el kit de tincién de plata de BioRad (BioRad Laboratories) se utilizé el siguiente

procedimiento:

1. Con escalpelo, se cortd desde el gel la banda de interés y se depositd en vial de

microcentrifuga.

92



Material y métodos

2. Se destruy6 con ayuda de micropistilo de terminacion conica en 50 puL de ddH20

esteril.
3. Se centrifugd a 13000 g durante 10 min y se recogi6 el sobrenadante.

4. Se redujo el volumen en VacuumSpeed a aproximadamente 20 uL y se utilizd

completamente en PCR utilizando los primers NS31 (sin extremo GC) y Glo1.

5. Los productos de PCR se cargaron en su totalidad en gel de agarosa, se

purificaron y se secuenciaron.

4.4.10 Preparacion de células de E. coli competentes.

Para la preparacion de células competentes de E. coli se utilizd la metodologia

descrita por Hanahan (1983).
Procedimiento.

1. Partiendo de un cultivo madre de E. coli, conservado en glicerol a -80°C, se
realizd un precultivo, sembrando con un asa 5 ml de medio LB estéril (Triptona
0.1% plv; extracto de levadura 0.05% p/v; NaCl 0.1% p/v; pH 7.0). Se dejo

creciendo durante una noche a 37 °C en rotatubos.

2. El precultivo se utilizé para inocular 50 mL de LB suplementado con 10 mM de
MgSO,. Posteriormente, se incubd a 37°C en agitacion constante hasta que se

alcanzé una densidad optica de 0,5 a 550 nm (aproximadamente 1-2 h).

3. El cultivo se distribuy6 en tubos de centrifuga de 25 mL y se enfriaron en hielo

durante 15 min.

4. Las bacterias se sedimentaron, centrifugando a 750 g por 12 min a 4°C,
eliminandose posteriormente el sobrenadante de forma suave, intentando secar

las paredes de los tubos.

5. Las bacterias sedimentadas se resuspendieron en 16 mL de la solucion RFI (RbCI
100 mM; MnCl, 50 mM; acetato potasico 10 mM; CaCl, 10 mM; glicerol 11.9% p/v;
pH 5.8 ajustado con acido acético 0.2 M; esterilizar por filtracion) y se incubaron

durante 15 minutos en hielo.

6. Las bacterias se sedimentaron nuevamente, como en el paso 4, y se
resuspendieron en 2 mL de solucién RFIl (MOPS 10 mM; RbCI 1 mM; CacCl, 100
mM; Glicerol 11.9% p/v; pH 6.8 ajustado con NaOH 0.5 M; esterilizar por

filtracion) incubdndose durante 15 minutos en hielo.
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7. Se prepararon alicuotas de 100 pL, las que se enfriaron inmediatamente en N,

liquido y se conservaron a -80°C hasta su utilizacion.

4.4.11 Ligacion en vectores de clonacion.

Se utilizaron los vectores de clonacion pGEM-T Easy (Promega) y pCR®2.1 del
Kit de clonacion TA Cloning® (Invitrogen). Estos vectores de clonacién usan las colas de
adenina tipicas de productos PCR, resultantes de la actividad transferasa terminal de la

Tag polimerasa sin actividad correctora de prueba.

El sitio de clonacion se encuentra en el marco del gen LacZ, por lo que es posible
seleccion de los plasmidos portadores del inserto mediante la diferenciacion de colonias
blancas/azules de E. coli cultivadas en presencia de X-gal. La seleccion se realiza por la

tolerancia al antibiético ampicilina que confieren estos plasmidos.
Procedimiento para ligacion en pGEM-T Easy.

En un tubo de microcentrifuga se incubd durante toda una noche a 4°C la siguiente

mezcla de reaccion:
X uL Inserto
1 uL Ligasa
1 uL Vector (50 ng L)
X+2 uL Tampon (2X)
Nota: La proporcion inserto/vector debe ser 3/1. La cantidad de inserto necesaria depende pues,

del tamafio de éste y del vector donde va a ser ligado. Esto se puede determinar segun la
siguiente ecuacién

Gi [50ngVector xTi jx 3

= (IV-8)

en donde Ci es la cantidad de inserto en ng, Ti es el tamafio del inserto en pb, y Tv es el tamafio
del vector en pb.
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Procedimiento paraligacion en pCR®2.1.

En un tubo de microcentrifuga se incub6 entre 4 h y una noche a 14°C la siguiente

mezcla de reaccion:

1 pL Inserto

1 uL T4 DNA Ligasa
2 uL Vector (25 ng/ul)
1 uL Tampédn (10X)

5 uL ddH,0 estéril

Nota: generalmente 1 puL de productos de PCR es suficiente. No obstante, se debe
utilizar no menos de 10 ng de inserto, disminuyendo la cantidad de ddH,O cuando sea
necesario.

4.4.12 Transformacion de células competentes.

La transformacion tiene por objeto introducir pldsmidos con el inserto deseado en

cepas de E. coli competentes. Se utilizé la metodologia descrita por Rodriguez y Tait

(1983), segun el siguiente procedimiento.

Procedimiento.

1.

Se afiadié a un vial con células competentes la mitad del volumen de la reaccion

de ligacion, manteniéndose esta mezcla en hielo durante 30 minutos.

Inmediatamente después, se le aplicd un choque térmico durante 90 segundos a
42 °C, se enfrié durante 2 minutos en hielo y se afiadié 1 mL de medio LB liquido

esteril.

Este cultivo se incubd a 37 °C, durante 1,5 horas en agitaciébn constante. En el
intertanto, se preparan placas Petri con medio de cultivo LB sélido (LB liquido+1%

p/v de agar) suplementado con ampicilina 100 pg pL™.

Una vez solidificado el medio en las placas Petri, se extendieron en su superficie
100 pL de IPTG 100 mM y 30 uL de X-Gal 50 mg mL™. Se dejaron secar unos 30

minutos para asegurar que los reactivos se habian absorbido.

Se extendieron 100, 200 pL y una resuspension del cultivo remanente en dichas

placas, las que fueron incubadas toda la noche a 37°C.
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6. Las colonias seleccionadas (colonias blancas que supuestamente fueron
transformadas con el vector conteniendo el inserto) fueron replicadas en otras
placas para su estudio posterior.

Nota: Las soluciones de IPTG y X-Gal se conservan a —-20°C. El X-Gal se disuelve en

dimetilformamida. Dada la fotosensibilidad de este (ltimo se debe conservar en un recipiente
opaco.

4.4.13 Extraccion de ADN plasmidico.

Las colonias seleccionadas fueron exploradas, para lo cual se extrajo una porcién
de cada colonia con un palillo de madera estéril, se agité en un vial con 50 mL de ddH,O
estéril y se calenté a 95°C durante 10 min. La suspension fue utilizada como molde para
la PCR.

Aquellas colonias que demostraron tener el inserto adecuado fueron cultivadas en
5 mL de medio LB suplementado con ampiciina 1 mg mL™* durante una noche.
Posteriormente se extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit QIAprep® Spin Miniprep kit

(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4.14 Secuenciacion.

Las reacciones de secuenciacion se realizaron en el Servicio de Secuenciacion
del Instituto de Parasitologia Lopez Neyra (CSIC, Granada). Las secuencias se
determinaron mediante secuenciacion de cadena Unica, usando un secuenciador

automatico Perkin-Elmer ABI Prism 373.

En el caso de secuencias de productos de PCR, cada reaccién consistié de 10-40
ng de ADN molde. Para la secuenciacion de los plasmidos, cada reaccion consistié de
400-1000 ng de ADN molde. En ambos casos se utilizé 6.4 pmol de oligonucle6tido, para

un volumen final de 12 uL cada reaccion.

4.4.15 Busqueda de secuencias de interés en base de datos.

Se realizO una busqueda de numerosas secuencias correspondientes a la
subunidad pequefia del gen ribosomico (18S rDNA, SSU rDNA) de diversos hongos
formadores de micorrizas arbusculares. La busqueda se realizd por Internet a través de la

pagina del EBI (European Bioinformatics Institute; http://www.ebi.ac.uk).
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4.4.16 Analisis de las secuencias nucleotidicas.

Las secuencias de los productos de PCR y plasmidos obtenidos se contrastaron
con las presentes en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para de esta forma poder conocer el organismo

con el cual la secuencia presenta el mayor grado de homologia (Altschul et al. 1990).

Por otra parte, para realizar el alineamiento multiple de las secuencias, tanto de
las presentes en la base de datos como de las obtenidas por secuenciacion, se utilizé la
herramienta ClustalWW presente en la pagina del EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw)
(Thompson et al. 1994). Esto permitid conocer las zonas conservadas de la subunidad
pequefia del gen ribosémico, que resulté de gran ayuda para el disefio del oligonucledtido
Glo1l.

5. ANALISIS ESTADISTICOS

Se usaron diferentes técnicas estadisticas para analizar los resultados de este
estudio. En todos los analisis, cuando los datos no cumplieron los supuestos estadisticos
de homogeneidad de varianza, normalidad y distribucion independiente de residuales, los
datos fueron transformados; no obstante, los datos son presentados en su escala original.
Cuando p<0.05, se consider6 que existian diferencias significativas entre los distintos
niveles de la(s) variable(s) influyente(s) analizada(s). Para todos los analisis se utilizé el

programa estadistico SPSS v. 10.0.

5.1 Analisis de Varianza unifactorial.

Los datos obtenidos en los distintos tratamientos sobre cada una de las variables
escalares analizadas, y para cada una de los muestreos realizados, fueron estudiados
mediante Analisis de Varianza de una via, con el objetivo de analizar el efecto de los
distintos tratamientos sobre el comportamiento de la variable de respuesta en un
momento puntual del estudio (cada etapa de muestreo). Cuando se presentd p<0.05 se

realizé la prueba post-hoc de Tukey para la formacién de grupos de varianza homogénea.
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5.2  Andlisis de medidas repetidas.

Dado el disefio del experimento, donde se tomé la misma medida en distintas
ocasiones a cada sujeto (maceta), se realiz6 un andlisis de varianza de las Medidas
Repetidas para analizar el efecto de las distintas variables influyentes sobre las
respuestas de los parametros escalares determinados, asi como la interaccion con
respecto al factor temporal introducido. Cuando se present6 p<0.05 se realiz6 la prueba

post-hoc de Tukey para la formacion de grupos de varianza homogénea.

53 Analisis de correlacion.

Los valores de las medias repetitivas de las variables escalares de respuesta
obtenidas fueron sometidos a andlisis de correlacién bivariada para observar la relacion
lineal existente entre estas. Cuando la probabilidad asociada al coeficiente de correlacién

obtenido fue p<0.05 se considerd que las variables se encontraban relacionadas entre si.

5.4 Analisis multivariante.

Para obtener el efecto del factor influyente sobre las medias de las agrupaciones
de una distribucion conjunta da variables dependientes se realiz6 analisis de varianza
multivariante sobre las variables dependientes de caracter escalar. Se analizaron asi

mismo las interacciones entre las variables analizadas.

5.4.1 Analisis de regresion.

Se utilizé regresion lineal multiple para analizar la dependencia lineal de las
distintas variables de respuesta analizadas por conjuntos (parametros edaficos,
parametros de crecimiento vegetal, parametros de crecimiento de HMA y parametros de
biodiversidad). Para realizar la seleccion de un subconjunto 6ptimo de variables se utilizo
el método de pasos sucesivos (stepwise). Las variables incluidas en el modelo fueron

utilizadas posteriormente en el analisis factorial.
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5.4.2 Analisis factorial.

Para reducir y simplificar la dimensién de las variables influyentes en los modelos
utilizados, se realizé andlisis factorial con el método de reduccion de componentes
principales, que permitié resumir las variables que mayor injerencia presentaran y que
explicaran una proporcion alta de la varianza global. Para obtener el nUmero de variables

a retener se utilizé el criterio de la media, autovalores y los gréficos de sedimentacion.

5.4.3 Andlisis de conglomerados.

Para realizar la clasificacién de grupos que englobaran individuos relacionados se
realizé andlisis de conglomerados no jerarquico. Este andlisis permitié clasificar los
distintos grupos de la variable influyente segun el efecto que determinaron en las distintas
variables de respuesta. Como método aglomerativo se utilizé el vecino mas lejano
(encadenamiento completo). Los conglomerados formados permitieron el analisis
descriptivo de los factores obtenidos del analisis factorial mediante diagramas de

dispersion.
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Resultados

Dado que el estudio en mesocosmos se efectud a lo largo de tres ciclos anuales
completos de crecimiento, se presentan los resultados obtenidos, en términos generales,
de la evolucion estacional de los diferentes parametros analizados durante las
determinaciones trimestrales (desde verano de 2002 hasta primavera de 2005) por una
parte; y por otra, se presentan los efectos medios que las diversas asociaciones
vegetales, utilizadas como tratamientos en este estudio, tuvieron sobre las distintas
variables. Estas, ademas, fueron agrupadas en cuatro bloques de variables,
englobandose en cada uno de ellos aquellas variables que definieran y/o mostraran i) la
mejora en las caracteristicas fisico-quimicas del sustrato, ii) el crecimiento de las plantas
en los distintos tratamientos y el efecto de la planta acompafiante sobre el desarrollo de
cada una de ellas, iii) el crecimiento del HMA vy el desarrollo de la simbiosis micorricica,
tanto in planta como en el suelo, y iv) la presencia de las diversas especies de HMA en la
zona extra e intraradical, asi como su diversidad y la estructura de la comunidad
micorricica resultante. Se presenta, ademas de esto, los resultados de la optimizacion de
las técnicas para la determinacién de la densidad de hifas y para la caracterizacién de las
especies de HMA colonizando raices. Finalmente, se presentan las relaciones

establecidas entre los distintos parametros, asi como su analisis multivariante.
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1. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL SUSTRATO

En este apartado se describe el comportamiento que presentan algunas
caracteristicas del sustrato de crecimiento por efecto del establecimiento de las diferentes
asociaciones vegetales. Los pardmetros analizados que se presentan son pH,, contenido
de P disponible en el sustrato, contenido de glomalina facilmente extractable (FE) y
proporcion de agregados hidroestables. La evolucion a través de las distintas estaciones
climaticas en que se analizaron estas variables se presenta en la Figura 20. Por otra
parte, los efectos globales de las diferentes asociaciones vegetales empleadas sobre las

variables ya mencionadas se muestran en la Figura 21.

1.1  Valoracion de pH,.

Como se observa en la Figura V-1A, los valores iniciales (verano 2002) de pH se
presentaron en torno a 8.7-9.0, mostrandose escasa diferencia estadistica ente los
distintos tratamientos. Posteriormente, se produjo un descenso generalizado en todos los
tratamientos, alcanzandose los menores valores en Primavera de 2003, ocasion en que
se registraron importantes diferencias, siendo los tratamientos Mejorana y Lavanda solas
donde se presentaron los valores mas bajos (7.97 y 8.02 respectivamente), y los
tratamientos Retama+Romero y la asociacion mdltiple en suelo natural los mas altos
(8.13). Seguido de esto, los valores de pH ascendieron hasta el otoiio de 2003, siendo el
tratamiento Retama sola el que alcanzé el valor mas alto (8.54) y la asociacion

Mejorana+Lavanda la que mostro los niveles méas bajos (8.29).

Este comportamiento ciclico en los valores de pH se volvié a observar durante las
sucesivas etapas de analisis, descendiendo hacia la temporada primavera-verano de
2004 (registrandose los valores mas extremos en Retama sola, con un valor de 8.07, y
Retama+Romero, con un valor de 7.81), volviendo a ascender nuevamente hacia la
temporada otofio 2004-invierno 2005 (8.41 en Romero solo y 8.59 en la asociacién en
suelo natural) y descendiendo finalmente en primavera de 2005 (7.92 en Lavanda sola y

8.21 en la asociacién multiple en suelo natural).
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Figura 20. Evolucion de diversos parametros edaficos determinados en el sustrato de crecimiento
en funcion de la asociacién de especies vegetales durante tres afios de estudio. (A) Evolucion de
los valores de pHw. (B) Evolucién del contenido de P disponible (Olsen). (C) Evolucion del
contenido de glomalina facilmente extractable. (D) Evolucion de la proporcion de agregados

hidroestables.
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Figura 21. Valores medios de diversos parametros edaficos determinados en el sustrato de
crecimiento en funcién de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. (A)
Medias repetitivas para valores de pHw. (B) Medias repetitivas para contenido de P disponible
(Olsen). (C) Medias repetitivas para contenido de glomalina facilmente extractable. (D) Medias
repetitivas para proporcién de agregados hidroestables. Las barras representan el error standard.
Letras distintas en las graficas son significativamente distintas segun el test de rango mdltiple de
Tukey (p < 0.05; n=5).
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En la Figura 21A se muestran los valores de las medias repetitivas para pH de
acuerdo a las diferentes asociaciones vegetales formadas en el estudio en mesocosmos.
Se puede observar que los tratamientos donde el descenso de pH fue mas acusado
correspondieron a los tratamientos en los que se incluyé Lavanda (Lavanda sola 8.29;
Lavanda+Mejorana 8.31; Lavanda+Retama 8.32) y Mejorana sola (8.32). Por su parte, los
tratamientos en los que se presentaron los mayores valores de pH fueron Retama sola
(8.41) y todas las plantas en suelo natural (8.39). Como se verd mas adelante, este
comportamiento tiene una alta relacién negativa con el crecimiento de los componentes

fungicos y vegetal.

1.2 Contenido de P asimilable en el suelo.

Los contenidos de P disponible en el sustrato de crecimiento presentaron un
descenso sostenido en el tiempo para todos los tratamientos analizados (Figura 20B).
Los descensos mas acusados de P disponible se produjeron durante las primeras etapas
de muestreo, especialmente hasta primavera 2005, cuando se estabilizaron las tasas de
descenso. Cabe sefialar que estos cambios observados en el descenso de P disponible
en el sustrato se asocian con un incremento de la superficie de cobertura vegetal,
produciéndose una estabilizacion de ese incremento en el mismo momento en que se
produce la estabilizacion de los valores de P disponible, lo que puede estar

representando su agotamiento e inmovilizacion en los tejidos vegetales.

Por otra parte, los contenidos medios repetitivos de P disponible se encuentran en
valores de entre 6.70 y 8.90 ug g, en Romero solo y la asociacién Lavanda+Retama

. . _l
respectivamente (aunque los valores finales alcanzaron valores de entre 2y 7 ug g™), no
registrandose diferencias importantes entre las distintas asociaciones vegetales
estudiadas; de hecho este parametro, como se verd mas adelante, no presento
relaciones que pudieran ser explicadas por las demas variables estudiadas ni por efecto

de las asociaciones vegetales utilizadas.
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1.3 Estabilidad estructural del sustrato.

1.3.1 Agregados hidroestables en el sustrato.

En la Figura 20D se muestra la evolucibn de la proporciébn de agregados
hidroestrables en el sustrato de crecimiento a lo largo de los tres afios de duracion del
estudio. Se puede observar una tendencia generalizada al aumento de la proporcién de

agregados hidroestables desde el primer momento en que se analiz6 este parametro.

Es interesante destacar que la proporcion de agregados inicial del suelo se
corresponde con la del suelo en condiciones naturales en verano 2002 (alrededor de
25%), registrandose en todos los tratamientos inoculados valores significativamente
mayores (entre 37% en el tratamiento todas las plantas y 49% en el tratamiento
Lavanda+Retama). El ascenso de los valores se registré hasta la temporada de
primavera-verano de 2004, ocasion en que la proporcion de los agregados hidroestables
super6 el 80% en algunos tratamientos (Lavanda sola y Lavanda+Retama). Por su parte,
la asociacién multiple en suelo natural presenté de forma general a lo largo de todo el
estudio los valores mas reducidos. Para la etapa de muestreo de otofio de 2004 se
registré un descenso de la agregacion de suelo, hasta valores de 50% en los tratamientos
con menos proporcion de agregados hidoestables (suelo natural), y no superiores a 66%
(en la asociacion Retama-Romero), valores que tendieron al aumento con posterioridad,
aunque no lograron alcanzar el nivel presentado justo antes de otoiflo 2004. Este

comportamiento es similar al que presento la densidad de hifas totales.

En la Figura 21D se muestran las medias repetitivas para la proporcion de
agregados hidroestables de acuerdo a las diferentes asociaciones vegetales formadas en
el estudio en mesocosmos. Como se observa, los tratamientos en los que se utilizé la
asociacion vegetal multiple presentaron los menores valores conjuntos de agregacion de
suelo, siendo de 51,3% para el tratamiento en suelo natural y de 56,7% en el caso del
sustrato inoculado. Los tratamientos en los que se registré la mayor agregacion de suelo,
por su parte, fueron las asociaciones Lavanda+Retama (65,1%) y Lavanda+Romero
(65,7%).

108



Resultados

1.3.2 Influencia de la fraccién labil de Glomalina sobre la estabilidad

estructural.

De acuerdo a Wright y Upadhyaya (1998), la fraccion facilmente extractable de la
glomalina resulta ser un buen indicador de la estabilidad estructural del suelo. En este
estudio la asociacion de la estabilidad estructural (determinada como la formacion de
agregados hidroestables) relaciondé significativamente con el contenido global de
glomalina FE (ver Tabla 11). No obstante, la evolucion de este parametro no presentd un
comportamiento que pudiese asociarse a la evolucion de alguna otra variable,
presentandose variaciones temporales leves, dentro de un rango restringido, que estuvo
comprendido entre unos 4 y 9 mg glomalina FE g™. Importante de sefalar resulta si que
la cantidad media de glomalina se asocia significativamente a la densidad de micelio, raiz
total y colonizada, y superficie de cobertura vegetal, debido a que esta glicoproteina es
producida en grandes cantidades por hifas y el componente fungico de la raiz micorrizada
(Wright et al. 1996).

2. COBERTURA VEGETAL

La cobertura vegetal, que fue obtenida por tratamiento informatico de imagenes de
las plantas, fue uno de los principales parametros determinados de crecimiento vegetal.
La superficie de cobertura asi obtenida se presenta de forma total por las distintas
asociaciones vegetales, asi como también la superficie de cobertura presentada por
plantas individuales de cada especie. Esta determinacion ha permitido visualizar el efecto
que tienen sobre el crecimiento de una planta de determinada especie su asociacion con
plantas de otra especie, asi como la contribucion especifica de cada planta al total de la
cobertura del suelo. Por otra parte, se presentan ademas resultados para diferentes
componentes de crecimiento, tales como la longitud de las plantas, el niumero de

flores/inflorescencia, y de ramificaciones.
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2.1 Cobertura total.

2.1.1 Evolucion de la cobertura vegetal.

En la Figura 22 se presenta la evolucion de la superficie de cobertura vegetal total
para cada tratamiento. Se puede observar un aumento sostenido de la superficie
cubierta, situacidén que tendio a la estabilizacion hacia la mitad del estudio y, finalmente,
una disminucion de la superficie cubierta. Cabe sefialar por ejemplo, que los tratamientos
Lavanda y Lavanda+Mejorana, entre primavera de 2004 y otofio de ese mismo afio,
alcanzaron a cubrir una superficie superior en todos los casos a 345 cm? (hasta 440 cm?
en Lavanda+Mejorana en otofio de 2004) para posteriormente descender los valores de
superficie cubierta, la que no alcanzé a superar los 230-280 cm? en la temporada

invierno-primavera del afio 2005.

Por otra parte, se observa un comportamiento estacional en algunos tratamientos,
que presentaron mayores superficies de cobertura en temporadas especificas, como
ocurrié en primavera con tratamientos que incluyeron Mejorana o Lavanda. Se observan
ademas importantes diferencias entre las distintas asociaciones vegetales establecidas,
siendo los tratamientos Retama sola y la asociacion multiple en suelo natural los que
presentaron menores valores de cobertura. Por su parte, los tratamientos en que se

incluy6 Lavanda fueron los que presentaron las mayores coberturas.
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Figura 22. Evolucion de la superficie de cobertura total por tratamiento en funcion de la asociacion
de especies vegetales durante tres afios de estudio.
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2.1.2 Efecto de las asociaciones vegetales sobre la cobertura.

En la Figura 23 se exhiben las medias repetitivas para la superficie de cobertura
total en las diferentes asociaciones vegetales formadas en el estudio en mesocosmos. Se

pueden apreciar fuertes y significativas diferencias entre los distintos tratamientos

estudiados.
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Figura 23. Valores medios para superficie de cobertura vegetal total por tratamiento en funcion de
la asociacion vegetal. Las barras representan el error standard. Letras distintas en las graficas son
significativamente distintas segun el test de rango multiple de Tukey (p < 0.05; n=5).

De forma global, se observa que el tratamiento que menor cobertura ofrecié al
sustrato es Retama sola (100 cm?), seguido por la asociacién mdltiple en suelo natural
(133 cm?). Por su parte, los tratamientos donde se presentd la mayor superficie de
cobertura fueron las asociaciones Lavanda+Mejorana (292 cm?), Lavanda+Retama (272
cm?), y los tratamientos de Lavanda (284 cm? y Romero (275 cm?) solos. Se debe
considerar, no obstante, que estos valores corresponden a la superficie de cobertura que
se produce por la adicion de la cobertura de cada una de las plantas en la unidad
experimental, por lo que el efecto que se produce en una especie en particular por la
presencia de otra especie en los tratamientos asociados no se aprecia. Este desglose de

la cobertura producida por cada especie se analiza en el siguiente punto.
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2.2 Contribucion especifica a la cobertura.

En la Figura 24 se presenta la contribucion especifica media a la superficie de
cobertura vegetal total, y en la Figura 25 se presentan los valores medios de cobertura
especifica para cada especie. Como se observa, y considerando que cada asociacion
consisti6 de cuatro plantas, existen especies vegetales que en algunos casos
presentaron una mayor capacidad de cubrir el sustrato cuando estaban asociadas,
aunqgue también se registra el caso contrario. Por ejemplo, nétese que la contribucién a la
cobertura del Romero en sus asociaciones fue consistentemente mayor que la de las
especies acomparfantes, representando un 80,5 % de la cobertura total en el caso de la
asociacion Mejorana-Romero, 71 % en Lavanda-Romero, 91 % en Retama-Romero, 51,3
% en el tratamiento con todas las especies y 44,2 % en el tratamiento con todas las

plantas en suelo natural.
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Figura 24. Contribucion especifica media a la cobertura total por tratamiento en funcién de la
asociacion vegetal. Cada barra representa cuatro plantas, por lo que en tratamientos asociados
cada color representa a dos plantas de cada especie en el caso de las asociaciones dobles, y a
una planta en las asociaciones multiples.
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Figura 25. Valores medios de superficie de cobertura individual por tratamiento en funcién de la
asociacion vegetal. (A) Cobertura individual de plantas de Lavanda. (B) Cobertura individual de
plantas de Mejorana. (C) Cobertura individual de plantas de Retama. (D) Cobertura individual de
plantas de Romero. Las barras representan el error standard. Letras distintas en las graficas son
significativamente distintas segun el test de rango multiple de Tukey (p < 0.05; n=5).

2.2.1 Contribucion ala cobertura por Lavanda.

Los efectos de las asociaciones sobre la superficie de cobertura individual
producida por Lavanda se presentan en la Figura 25A. En esta especie vegetal se
observé una influencia de la asociacion con otras especies vegetales sobre su
contribucién individual a la cobertura, viéndose claramente favorecida por la presencia de
Retama y Mejorana, y desfavorecida con la presencia de Romero o la falta de
inoculacién. Globalmente, una planta de Lavanda cubrié una superficie de 71 cm?, que se
vio aumentada un 37% cuando se asocia con Mejorana, y 61% cuando la asociacion fue
con Retama. Por el contrario, cuando la asociacion fue con Romero se alcanzé una
superficie de cobertura de 32 cm?, similar a los 31 cm? que se alcanz6 en el tratamiento
en suelo natural no inoculado, y que represent6 soOlo un 44-46% de la superficie
alcanzada por la planta no asociada. La asociacion mdltiple tampoco favorecié la
cobertura de Lavanda, alcanzandose en este caso 58 cm? de superficie cubierta, que
aunque no representé diferencia estadistica, signific6 un descenso de un 24% de

cobertura respecto del tratamiento no asociado.
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2.2.2 Contribuciéon ala cobertura por Mejorana.

Los efectos de la asociacion vegetal sobre la superficie de cobertura individual
producida por Mejorana se presentan en la Figura V25B. En esta especie vegetal se
observd un comportamiento muy similar al descrito para Lavanda, presentandose
mayores superficies de cobertura en los tratamientos asociados con Lavanda y Retama, y
las menores coberturas en la asociacion con Romero. En los casos en los que Mejorana
no se encontrd asociada presentd una cobertura media de 49 cm?, de 59 cm? (20.4% de
incremento, sin diferencia significativa) cuando se asoci6 con Lavanda y de 94 cm? (93%
de incremento) en asociacion con Retama. Por otra parte, la asociacion con Romero
produjo un descenso de la superficie de cobertura de Mejorana de un 57.4%,
alcanzandose sélo 21 cm? de cobertura. En las asociaciones multiples, aunque se
registro igualmente en ambas un importante descenso en la superficie de cobertura, esta
no alcanzé a ser estadisticamente significativa, presentandose valores de 31 cm? en el

sustrato inoculado y 33 cm? en el suelo natural.

2.2.3 Contribucion ala cobertura por Retama.

Los efectos de la asociacion vegetal sobre la superficie de cobertura individual
producida por Retama se presentan en la Figura 25C. A diferencia de lo visto en las dos
especies anteriores, en Retama no se registraron efectos sinérgicos por efecto de la
asociacion con otras plantas, presentandose en todas las asociaciones superficies de
cobertura menores que en el tratamiento Retama sola. Cuando la Retama se asoci6é con
Lavanda o Mejorana no se presentaron diferencias estadisticas para la superficie de
cobertura, alcanzandose 22 cm? y 20 cm? respectivamente, comparado con los 25 cm?
gue se registraron en Retama sola. En la asociacibn con Romero se registraron las
menores coberturas, alcanzandose 8.22 cm? (un 32.7% de la cobertura de Retama sola),
dado por el efecto deletéreo que se observo en Retama desde verano de 2003, llegando
a desaparecer las plantas de Retama en invierno-otofio de 2005. Las asociaciones
mdltiples, por su parte, presentaron también coberturas significativamente menores que
en Retama sola o las asociaciones de ésta con Lavanda y Mejorana, presentandose
valores de 13.2 cm? en el caso de la asociacién multiple en sustrato inoculado y de 10.3

cm? en el suelo natural.
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2.2.4 Contribucion ala cobertura por Romero.

Los efectos de la asociacion vegetal sobre la superficie de cobertura individual
producida por Romero se presentan en la Figura 25D. En el caso de la superficie de
cobertura por Romero se presenté un comportamiento totalmente distinto al observado en
las otras especies vegetales. En el caso de las asociaciones de Romero se presentaron
mayores niveles de cobertura que los registrados en Romero solo. Cuando el Romero se
asocio con Lavanda, Mejorana y Retama se obtuvieron valores bastante homogéneos, de
86.5 cm? en el premier caso, de 78.9 cm? en el segundo, y de 82.6 cm? en el tercero,
representando un incremento de 26, 15 y 20% respectivamente comparado con la
superficie de cobertura producida por plantas de Romero solas (68.7 cm?). La asociacion
multiple en sustrato inoculado represent6 el mayor incremento de superficie de cobertura
por Romero, alcanzandose los 103 cm? por planta, un 50% mas que la cobertura en el
tratamiento de Romero no asociado. Solo la cobertura de las plantas de Romero en la
asociacion multiple en el suelo natural no inoculado (58.9%) fue menor que la presentada
por las plantas de Romero en el tratamiento no asociado, aunque no se presento

diferencia estadistica.

2.3 Componentes de crecimiento por especie vegetal.

Los efectos sinérgicos o deletéreos sobre el crecimiento vegetal también se
observaron en otros pardmetros, en los que igualmente se present6 una fuerte influencia
debida a la asociacidon de especies vegetales. Algunos de estos pardmetros pueden estar
a su vez relacionados con algunas tendencias mostradas por otras variables estudiadas,
como por ejemplo la floracién sobre el tamafio de la comunidad de hongos en suelo. Los
resultados de la evolucion temporal de los pardmetros de crecimiento estudiados se
muestran en las Figuras 26 a 29. Los valores de las medias repetitivas globales para las

variables de crecimiento estudiadas, por especie vegetal, se presentan en la Tabla 9.

115



Resultados

cm
N

8
64
4
2
0
10
94 —| av )
e av-Mej
8 | av-Ret
7 Lav-Rom
8 e Todas
2 61 Nat
8
§ 5B
2 44
£
T 3
2,
0+ T SR

8§ & § g & 8 § S 8 g §’ 8
5 2 £ & £ I3 2 3
£ 5 £ £ 2 56 £ £ & 5 £ g

Etapa muestreo

Figura 26. Evolucion de la longitud (A) y del nimero de escapos florales (B) de Lavanda por
tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio.
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Figura 27. Evolucion de la longitud (A) y del nidmero de inflorescencias (B) de Mejorana por
tratamiento en funcion de la asociaciéon de especies vegetales durante tres afios de estudio.
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Figura 28. Evolucion de la longitud (A) y del nimero de ramificaciones (B) de Retama por
tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio.

117



Resultados

40
357A
30 4
25 4
§ 20
15 4
10
5
0]
20
1sz
16 -
14
8
% 12
§ 104
S
£ 84
£
= 6,
4
24
[o ) M - ) ——V 0000 090\ |
10
9 e—ROM o= | av-Rom
e \ej-Rom Ret-Rom
8 ==Todas Nat
g '1C ——
f= 6 -
o
g 5 ’0/ —
] 1 ﬁ
g4 _/
r gl . 4
2,
1,
§ & & & &8 & 8 3 &8 3 & &
) 2 2 £ & pe] 2 £ & L2 2 £
G} £ S ) £ S g £ BS
S o £ S o N S o &
Etapa muestreo

Figura 29. Evolucion de la longitud (A), del ndmero de inflorescencias (B) y del numero de
ramificaciones de Romero (C) por tratamiento en funcién de la asociacién de especies vegetales
durante tres afios de estudio.
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Tabla 9. Medias repetitivas para diferentes componentes de crecimiento (altura (L), N° de
flores/inflorescencias(N°fl.) y ramificaciones (Ram)) por especie vegetales en funcion de la
asociacioén vegetal utilizada.

Mejorana Lavanda Retama Romero

Asoc. L NOfl. L NOfl. L Ram. L NOfl. Ram
M 217 b* 069 b - - - - - - -

L - - 146 ab 058 bc - - - - -

Re - - - - 3923 a 2162 a - - -

Ro - - - - - - 2707 a 155 ab 468 a
ML 221b 032b 176a 080 ab - - - . .

MRe 275a 135a - - 3498 a .924b - . .

MRo 159 ¢ 003b - - - - 2532 a 197 ab 5.06 a
LRe - - 16.0ab 132a 3348 a .918b - - -

LRo - - 107 cd 006 ¢ - - 25.24 191 ab  5.38
ReRo - 2144 b 527 b 2373 2.05 ab  5.10

(SR
[NV

Todas 18.0 bc 0.18 b 13.7 bc 0.45 bc 22.98 b 737 b 27.94 240 a 5.42
Nat 18.6 bc 0.13 b 9.7 d 0.13 ¢ 2459 b 583 b 15.07 b 1.03 b 547 a

*Letras distintas en las columnas representan diferencia estadistica de acuerdo al test de
rango multiple de Tukey (p < 0,05; n=5).

2.3.1 Altura.

La longitud de las plantas, en general, presentd el mismo comportamiento que se
registro en la evolucion de la superficie de cobertura general. En el caso de Lavanda no
se registraron las fluctuaciones estacionales que si se presentaron en la cobertura (datos
no mostrados) (ver Figura V26A). La longitud de las plantas de Lavanda aumentd de
forma uniforme, alcanzandose valores de entre 17.6 y 21.1 cm en los tratamientos que
mas crecioé (todos menos la asociacion con Romero y la asociacién multiple en suelo
natural no inoculado) en la primavera de 2005. En el caso de la asociacion con Romero la
longitud de la planta s6lo alcanzé 12.9 cm, y 11 cm en el suelo natural no inoculado en el
mismo momento. Las medias para la longitud de plantas de Lavanda han seguido
practicamente el mismo patron presentado por la superficie de cobertura en esta especie,
aunque el tratamiento en que se alcanz6 la mayor longitud fue en la asociacion con

Mejorana (ver Tabla 9).

La Mejorana, por su parte, presentd el mismo comportamiento que la evolucion de
su superficie de cobertura, mostrando un importante aumento de su longitud durante
primavera en todos los tratamientos, especialmente durante la primavera del afio 2003,
ocasion en la que aument6 su longitud entre 2 y 4 veces en comparacion al invierno
previo de ese mismo afio (ver Figura 27A). Las medias de longitud no presentaron
variaciones pronunciadas, rescatandose que al igual que ocurri6 con la superficie de
cobertura, el tratamiento que menores valores alcanzé fue la asociacion Mejorana-

Romero (18 cm) y que la asociacidén mas ventajosa resulté ser con Retama (27,5 cm).
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Una situacion completamente distinta se pudo observar en el caso de Retama
(Figura 28A). En este caso particular, las plantas en los distintos tratamientos fueron
capaces de alcanzar su maxima longitud durante el primer afio (hasta primavera de
2003), posterior a lo cual comenz6 una disminucion de la longitud de las plantas en todos
los tratamientos, excepto en el tratamiento no asociado. Hacia el final del estudio este
descenso se materializ6 en la desaparicion de todas las plantas de Retama en el
tratamiento asociado a Romero, y la casi total desaparicion en los tratamientos con
asociaciones multiples. Esto ha justificado que de forma global estos tres tratamientos
formen un grupo altamente homogéneo y significativamente distinto del resto (ver Tabla
9).

Finalmente, en las plantas de Romero se observa que todos los tratamientos,
exceptuando la asociacién multiple en suelo natural no inoculado, presentaron un
aumento significativo de su longitud durante el primer afio (hasta primavera de 2003) y
leves incrementos posteriormente, formando un grupo bastante homogéneo (ver Figura
29A). Por su parte, las plantas de Romero en la asociacién multiple en suelo natural
presentaron durante todo el estudio las menores longitudes, lo que se reflejé en que fue
el Unico tratamiento en que la longitud media de las plantas fue estadisticamente distinta
(ver Tabla 9).

2.3.2 Ramificaciones.

El nimero de ramificaciones fue determinado en las plantas tanto de Retama
como de Romero. Como se puede observar en la Figura 28B, se presenté una clara
diferencia en el numero de ramificaciones de Retama a partir de primavera de 2003,
siguiendo en aumento en el tratamiento no asociado. En el resto de tratamientos tendié a
la disminucion, situacion que como se comentd en el punto anterior, es particularmente
notable en los tratamientos asociados a Romero y en las asociaciones mdultiples, donde
las plantas de Retama practicamente desaparecieron. Esto también se puede observar
en las medias repetitivas para este parametro, donde se produjo una diferencia entre la
media de ramificaciones de las plantas de Retama en el tratamiento no asociado, siendo

entre 2.3y 4.1 veces superior que en el resto de tratamientos (ver Tabla 9).

No obstante, en el caso de Romero no se presenté diferencia entre los distintos
tratamientos, observandose leves incrementos en el nimero de ramificaciones desde el

comienzo del estudio hasta el final del mismo (ver Figura 29C). Finalmente se alcanzé
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entre 4.7 y 5.5 ramificaciones en todas las plantas, sin diferencias estadisticas entre los

distintos tratamientos (Tabla 9).

2.3.3 Floracion.

Las especies que produjeron flores/inflorescencias durante el estudio fueron
Lavanda, Mejorana y Romero. Se puede apreciar en todas ellas fuertes influencias
estacionales al momento de emitir las estructuras florales. Asi por ejemplo, la Lavanda
presentd flores predominantemente en verano, aunque su floracidbn se pudo apreciar
desde primavera (ver Figura 26B). Por otra parte, el efecto de las distintas asociaciones
vegetales sobre la cantidad de escapos florales emitidos fue altamente significativo,
registrandose un fuerte incremento respecto del tratamiento no asociado sobre todo en la
asociacion con Retama (128% mayor). Por el contrario, en la asociacion con Romero y en

la asociacion multiple en suelo natural apenas se produjeron escapos (ver Tabla 9).

En el caso de Mejorana, la produccion de inflorescencias presentd un caracter aun
mas estacional, observandose su emisién solamente durante la primavera de los afios
2004 y 2005 (ver Figura 27B). Ademas, se pudo observar el mismo efecto
sinérgico/detrimental producto de la asociacion con otras especies vegetales. En este
caso, la asociacion de Mejorana con Retama promovié la produccion de inflorescencias,
presentdndose como término medio un 96% mas de inflorescencias en este tratamiento
en comparacion con el de Mejorana sola, siendo significativamente distinto del resto. En
el extremo opuesto, aunque no se registraron diferencias estadisticas, la asociacion con

Romero redujo la emision de inflorescencias (reduccion del 96%, ver Tabla 9).

Romero, por su parte, también presenté una marcada estacionalidad en la
produccion de flores (ver Figura 29B). Esta se concentrd basicamente en los periodos
invernales de 2004 y de 2005 y, en mucho menor medida en otofio y en verano en
algunas asociaciones. La produccion de flores en Romero fue, en términos medios,
mucho mas homogénea que la presentada por las otras especies estudiadas,
presentandose diferencias significativas s6lo en dos casos (ver Tabla 9). De todas
formas, se puede observar la tendencia que los tratamientos asociados promovieron la
produccién de un mayor numero de flores en esta especie, alcanzandose los valores
maximos en la asociacién mdaltiple en sustrato inoculado (55% mayor nimero de flores
respecto del tratamiento no asociado). Por el contrario, la produccion de flores en Romero
en el suelo natural no inoculado, a pesar de contar con la asociacion multiple, fue un 34%

menor que en Romero solo.
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3. DESARROLLO DE LOS HONGOS MICORRICICOS EN EL SUSTRATO Y EN
LA RAIiZ

Es bien sabido que el desarrollo del hongo micorricico en el suelo puede influir
favorablemente sobre diversas propiedades del suelo, situacidn que se analizara en el
apartado 5 de este capitulo. Por otra parte, las distintas asociaciones vegetales y el
régimen de termicidad pudieron haber determinado diferencias en el desarrollo del hongo

y en su comportamiento temporal.

El desarrollo y la evolucion de los distintos componentes de los HMA, tanto intra,
como extraradical fue determinado por medio de los siguientes parametros: i) densidad
del micelio extraradical, tanto en su fraccion viva como en su totalidad, ii) la proporcion de
colonizacién micorricica de la raiz, asi como la densidad de raiz colonizada, vy iii) la
densidad de esporas de HMA en suelo, parametro este Ultimo que se analizara con
mayor detenimiento en el apartado 4 de este capitulo, haciendo referencia a la diversidad

del hongo en el suelo.

3.1 Micelio micorricico.

Para determinar la densidad de las hifas de hongos micorricicos en el sustrato fue
necesario optimizar diferentes pruebas citohistoquimicas para conseguir una tincion
diferencial sobre una misma muestra, tanto de la totalidad del micelio presente en el
sustrato asi como de su fraccion vital. El protocolo optimizado (que se describe en el
apartado 4.2 de Material y Métodos) ha resultado de la adaptacion de diferentes
metodologias descritas con anterioridad, tanto para la extraccion del componente fangico
desde el suelo, como para las diferentes tinciones de éste y su cuantificacion (Newman
1969; Abbot et al. 1984; Kough et al. 1987; Sylvia 1992).

Por otra parte, fue también necesario determinar el volumen de sustrato que se
necesitaba para la cuantificacion, puesto que al tratarse de una metodologia que se
realiza microscopicamente, resulta muy susceptible de brindar un significativo error,
debido a las interferencias que se pudieran presentar. Finalmente, la determinacién de
los componentes del micelio micorricico ha permitido establecer relaciones entre este
pardmetro con otras importantes variables que describen la calidad del suelo, como son

su estado de agregacion, y las légicas diferencias establecidas entre las distintas

122



Resultados

asociaciones vegetales estudiadas, como con su grado de micorrizacion y su desarrollo a

través del tiempo.

3.1.1 Determinacion del tamafio de la muestra de sustrato.

Para determinar el tamafio de muestra de sustrato a analizar se utilizd una serie
creciente de volumen de suelo, desde 0.5 a 2.0 g (ver Figura 30). Se observd un aumento
lineal de la cantidad de hifas del micelio cuantificado, tanto en su fraccién viva como en
su totalidad, al duplicar la cantidad de suelo utilizado de 0.5 a 1.0 g de suelo. No
obstante, al aumentar la cantidad de suelo utilizado no se aprecid linealidad en el
aumento de la cantidad de hifas cuantificadas, debido al aumento consecuente de la
interferencia en la deteccién producida por una mayor cantidad de particulas presentes
en el suelo acompanantes del extracto. Por consiguiente, se utilizé 1 g de sustrato para

determinar la densidad de hifas, tanto vivas como totales.
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Figura 30. Micelio extraradical de hongos micorricicos arbusculares (vivo y total) extraido de 0.5-
1.0-1.5 y 2.0 g de suelo Gorafe. Las barras verticales representan la desviacion standard. Letras
distintas en cada serie de barras son significativamente distintas segun el test de rango mdltiple de
Tukey (p < 0.05; n=4).

Por otra parte, se observé una alta correlacién entre la cantidad de hifas vivas en
relacion a la cantidad de hifas totales determinadas mediante la tincion doble de la
muestra (Figura 31), utilizando la reaccién de la enzima succinato deshidrogenada para la
deteccién de la fraccién vital de micelio micorricico (Kough et al. 1987) y el contraste

posterior con fucsina acida para la deteccion del total de hifas micorricicas en la muestra.
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Figura 31. Relacién establecida entre la densidad de hifas del micelio total y la densidad de hifas
vivas determinadas en suelo utilizando la tincion doble sobre el material obtenido para una
muestra simple. La relacién obtenida se representé por la ecuacion y = 1,4514x + 0,4902 (r=
0.948; p=0.000; n=16).

3.1.2 Densidad de micelio vivo vy total.

La evolucion de la densidad de micelio micorricico (vivo y total) se presenta en la
Figura 32. Como se puede observar, durante las primeras etapas se produjo un aumento
progresivo de la densidad de hifas fangicas, especialmente durante el primer afio, desde
unos 0.2-0.45 m g™ en verano de 2002 hasta unos 1.7-2.7 m g en verano de 2003 para
el componente de micelio total (Figura 32B). Posteriormente, la densidad de hifas se
mantuvo relativamente estable hasta el verano de 2004, ocasion en la que comenzé un
descenso generalizado hasta invierno-primavera de 2005, alcanzandose valores de entre
1.2-1.8 m g*. Se puede observar ademas tendencias en algunos tratamientos, como en
la asociaciéon multiple en suelo natural y Retama sola, que fueron los tratamientos que
menor densidad de hifas fungicas presentaron, o Lavanda y Mejorana solas, que
presentaron las mayores densidades. Cabe destacarse ademas que el comportamiento
global que se present6 en este parametro fue similar al que present6 la evolucién de los

agregados hidroestables y algunos de crecimiento de la planta.
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Etapa muestreo

Figura 32. Evolucion de la densidad de hifas del micelio de hongos micorricicos en suelo por
tratamiento en funcién de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. (A)
Evolucion de la densidad de hifas vivas. (B) Evolucion de la densidad de Hifas totales.

Por su parte, la evolucion de la densidad de la fraccion viva de hifas fangicas
(Figura 32A) presenté un comportamiento similar al observado en el conjunto del micelio
micorricico, aunque si es destacable que se aprecid una influencia de la estacion
climatica sobre las densidades de hifas micorricicas vivas, registrandose aumentos
puntuales para todas las asociaciones vegetales tanto en primavera como en otofio. En
este sentido, la cantidad de micelio vivo, muy baja en primavera de 2002 (entre 0.03 m g™
en el tratamiento multiple en sustrato inoculado y 0.24 en Mejorana sola) presenté un
fuerte aumento, hasta primavera de 2004, cuando alcanz6 densidades de entre 0.7 m g'l
en tratamientos como la asociacién miltiple en sustrato inoculado y 1.2 m g* en
Mejorana y Romero solas. Con posterioridad se registré un descenso de la densidad de
hifas vivas, alcanzandose los menores valores en invierno de 2005 (0.4 m g* en la
asociacién multiple en suelo natural y 0.7 m g* en Mejorana sola y asociacion
Lavanda+Romero, como valores minimo y maximo respectivamente). En este caso, el
comportamiento global presentado por determinados tratamientos se adecu6 a lo
observado en la densidad de hifas totales, siendo los tratamientos en que a lo largo del
estudio se presentaron los valores mas bajos la asociaciébn mdultiple en suelo natural y

Retama sola, y los tratamientos con mayores densidades Lavanda y Mejorana solas.
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En cuanto al comportamiento global de los distintos tratamientos, se registré la
misma tendencia tanto en la densidad de micelio total como vivo, como se puede
observar en la Figura 33. En el caso de la densidad de micelio vivo, se obtuvo una media
global de 0.37 m g™ en la asociacién miiltiple en suelo natural, que es el valor mas bajo y
significativamente distinto del resto. Una densidad un 20% superior presentaron los
tratamientos Retama sola, Lavandat+Retama y todas en sustrato inoculado. Por el
contrario, los tratamientos que presentaron una mayor densidad de micelio vivo fueron
Lavanda sola y Mejorana, con un aumento de 65 y 70% respectivamente respecto de la
asociacion mdltiple en suelo natural. Por su parte, la densidad media de micelio
micorricico total reflejo el mismo orden ascendente que la respectiva de micelio vivo,
presentandose un valor medio global de 1.29 m g* en la asociacién mdltiple en suelo
natural (el tratamiento con la densidad significativamente menor), una densidad un 51%
mayor en Mejorana sola y un 56% mayor en Lavanda sola. Cabe sefialarse ademas, que
los tratamientos Retama sola y la asociacion multiple en sustrato inoculado presentaron
las menores densidades de micelio de los tratamientos inoculados, con valores de 1.50 y

1.46 m g respectivamente.
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Figura 33. Valores medios para densidad de hifas del micelio micorricico en suelo por tratamiento
en funcion de la asociacion vegetal. (A) Densidad de hifas vivas. (B) Densidad de hifas totales.
Letras distintas en las graficas son significativamente distintas segun el test de rango mdltiple de
Tukey (p < 0.05; n=5).

126



Resultados

3.2 Colonizacién micorricica.

La colonizacion de la raiz por parte de los hongos micorricico arbusculares es un factor
clave y limitante para el desarrollo de las restantes estructuras, puesto que debido a su
micotrofia obligada, el hongo debe colonizar exitosamente una raiz susceptible para
posteriormente realizar su desarrollo extraradical, influyendo ademd&s sobre otros
parametros de interés en este estudio, como la biodiversidad y la estructura de la
comunidad de HMA formada. En este punto se presentan los resultados obtenidos para la
evolucibn de la colonizacién intraradical del hongo, tanto como la proporcién de
micorrizacion como el valor absoluto de la densidad de raiz micorrizada (Figura 34), y el
efecto que las distintas asociaciones vegetales tienen en el comportamiento global de

estas variables (Figura 35).

3.2.1 Proporcién de raiz micorrizada.

La evolucién de la proporcién de raiz micorrizada se presenta en la Figura 34B.
Como se observa, se produjo un aumento de la micorrizacion desde la primera etapa de
muestreo en que fue posible determinar este parametro, en otofio de 2002. En verano de
2002 no fue posible recuperar una cantidad suficiente de raiz, debido al reducido
crecimiento radical en las primeras etapas de crecimiento (ver Figura 34A).
Posteriormente, los niveles de micorrizacion aumentaron hasta niveles en los que, en
terminos generales, se mantuvieron a lo largo de la duraciéon de este estudio. Se puede
observar que el tratamiento Retama sola presentod la micorrizacion mas alta durante casi
todo el estudio, con valores de entre 55% (en otofio de 2003) y 80% (en invierno de
2003). Otros tratamientos que presentaron altos niveles de micorrizacion fueron la
asociacion multiple en suelo natural y la asociacion Lavanda+Retama, aunque en
términos globales, su nivel de micorrizacién alcanzé 55%, bastante inferior comparado
con el 69.3% presentado por Retama sola (ver Figura 35B). Los demas tratamientos no
presentaron un comportamiento regular, mostrando en términos globales, un nivel de
micorrizacion de entre 40% (en la asociacién multiple en sustrato inoculado, el valor mas

bajo) y 51% (en el tratamiento Mejorana sola).

Por otra parte, es posible observar una tendencia estacional en el comportamiento
de la proporcion de raiz micorrizada observandose aumentos de este parametro en la
mayoria de los tratamientos tanto en invierno como en verano durante los tres afios de

duracién del estudio (ver Figura 34B).
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Figura 34. Evolucién de los parametros de colonizacién por hongos micorricicos de la raiz por
tratamiento en funcién de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. (A)
Evolucion de la densidad de raices totales. (B) Evolucién de la proporcion de raiz micorrizada. (C)
Evolucion de la densidad de raices colonizadas.
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Figura 35. Valores medios para los parametros de colonizacion por hongos micorricicos de la raiz
por tratamiento en funcion de la asociacion vegetal. (A) Densidad de raices totales. (B) Proporcion
de raices colonizadas por hongos micorricicos. (C) Densidad de raices colonizadas por hongos
micorricicos. Las barras representan el error standard. Letras distintas en las graficas son
significativamente distintas segun el test de rango multiple de Tukey (p < 0.05; n=5).

3.2.2 Densidad de raiz micorrizada.

Es interesante aclarar por un parte que la proporcion de la raiz micorrizada no es
un parametro que directamente nos muestre la magnitud del componente micorricico
intraradical, puesto que las raices pueden tener distintas densidades en las diferentes
asociaciones vegetales establecidas. En este sentido, la densidad de raiz micorrizada es
un parametro que representa de mejor forma el tamafio de este componente, puesto que

pondera la densidad total del sistema radical por la proporcién de colonizacién de éste
por HMAS.
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Como se puede observar en la Figura 34A, la densidad radical presentd un
crecimiento reducido durante el primer afio y medio de estudio, posterior a lo cual (desde
otofio de 2003) se produjo un fuerte incremento en la densidad radical, que es
significativamente mayor en aquellos tratamientos que presentaron a su vez mayores
crecimientos en su parte aérea (expresado como superficie cubierta). Como se muestra
en la Figura 35A, este incremento de la densidad radical fue especialmente apreciable en
aquellos tratamientos en que se incluyé Lavanda, obteniéndose como media global 9,35
m de raiz en 100 g de sustrato en el tratamiento Lavanda sola, 7.4 m en la asociacion
Lavanda+Retama y 6.4 m en las asociaciones Lavanda+Mejorana y Lavanda+Romero;
por el contrario, en la asociacion multiple en suelo natural se alcanzé de forma global 3.7
m, y en Retama sola tan sélo 2 m en 100 g de sustrato, que representa un 21% de la

densidad alcanzada por Lavanda sola.

En cuanto a la densidad de raiz micorrizada (ver Figura 34C y Figura 35C), se
observa una alta correspondencia con los resultados obtenidos para la densidad de raiz
total, siendo destacable que los tratamientos en los que se alcanzd las menores
densidades de raiz total se obtuvieran las mayores proporciones de micorrizacion. Al
igual que se observd en la densidad de raiz total, la raiz colonizada present6 un
significativo aumento desde otofio de 2003, manteniéndose en niveles relativamente
estables en las sucesivas etapas hasta el final del estudio. Otro aspecto destacable es la
estacionalidad observada en la densidad de raiz micorrizada, siguiendo un
comportamiento similar al presentado por la evolucién de la proporcion de raiz
micorrizada, presentdndose mayores valores en las temporadas invierno y verano
respecto de las temporadas de otofio y primavera, en la gran mayoria de los tratamientos,
gue no solo resulta de la mayor prpoporcion de micorrizacion en estas etapas, sino que al

parecer por neo-colonizacién micorricica.

En términos globales, los tratamientos en los que se presenta una mayor densidad
de raiz colonizada (ver Figura 35C) son aquellos en que se presentd Lavanda, siendo
Lavanda sola donde se alcanz6 la mayor densidad con 3.5 m de raiz colonizada en 100 g
de sustrato, seguida de las asociaciones Lavanda+Retama (3.1 m 100 g%) vy
Lavanda+Mejorana (2.5 m 100 g*). Por contraparte, el tratamiento que presenté la menor
densidad de raiz micorrizada fue Retama sola, con s6lo 1.1 m 100 g*, que representé un
30% de lo observado en Lavanda sola. Seguidos de éste, se tienen la asociacién multiple
en suelo natural y la asociacion Mejorana+Retama, con 1.8 m 100 g*, densidades

superiores un 68% de lo presentado por Retama sola.
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3.3 Esporas de hongos micorricico arbusculares.

Las esporas de resistencia de los HMA son las estructuras naturales de dispersion
y multiplicacion del hongo, y hasta no hace mucho, eran las Unicas estructuras que
habian permitido su identificacién taxondmica, basandose en los caracteres morfoldgicos
de éstas. Por consiguiente, muchos de los estudios de biodiversidad de este grupo de
organismos se han basado en el estudio de estas estructuras. En este punto se
presentan los resultados obtenidos para el tamafio de la comunidad de esporas en el
suelo en su totalidad en las distintas asociaciones vegetales, en particular en los
tratamientos inoculados, puesto que en estos casos la comunidad de esporas inicial esta
bien caracterizada. Los resultados que describen el comportamiento de cada especie en
particular se analizara con mayor detalle en el apartado correspondiente a biodiversidad
de HMA.

3.3.1 Tamaifio de lacomunidad de esporas de hongos micorricicos.

En la Figura 36 se presenta la evolucion de la densidad total de esporas de HMA
en las asociaciones vegetales analizadas en este estudio. Como se puede observar en la
Tabla 10, el inéculo que se aplico (en primavera de 2002) fue homogéneo en los distintos
tratamientos, y consistié de un total de poco mas de 27 esporas (de todas las especies)
por 100 g de sustrato. Se observa un aumento generalizado de la densidad de esporas,
hasta hacerse maxima durante el primer afio en primavera de 2003. En esa ocasion fue
el tratamiento Mejorana sola el que alcanz6 las mayores densidades de esporas en el
sustrato, con 794 esporas 100 g'l, 29 veces mas que lo inoculado. Por el contrario, la
asociacion Mejorana+Retama presento los menores valores de este parametro, con 203
esporas 100 g™. Posterior a esta etapa, se produjo un descenso en las densidades de
esporas en verano de 2003, un leve aumento en casi todos los tratamientos en otofio de

2003 y un nuevo descenso general en invierno de 2004.
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Figura 36. Evolucion de la densidad total de esporas de hongos micorricico-arbusculares por
tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio.

No obstante, entre primavera y verano de 2004 se produjo un fuerte incremento
de la densidad de esporas en todos los tratamientos que no se present6 al mismo tiempo
en todos los tratamientos. Se puede observar que los tratamientos Lavanda+Retama,
Lavanda+Romero, Retama+Romero, y las asociaciones mdltiples tanto en sustrato
inoculado como en suelo natural registraron el aumento hacia el verano de 2004, en tanto
los demas tratamientos lo hicieron en la primavera anterior. Estas altas densidades de
esporas se mantienen hasta la finalizacion del estudio, presentdndose en algunos
tratamientos valores superiores a 1000 esporas en numerosas ocasiones, como se
observa en los tratamientos Mejorana sola (hasta 1268 esporas en invierno 2005),
Mejorana+Retama (hasta 1298 esporas 100 g™ en invierno de 2005), Mejorana+Romero
(hasta 1746 esporas 100 g™ en invierno de 2005), Lavanda+Retama (hasta 1173 esporas
100 g™ en otofio de 2004), Retama+Romero (hasta 1220 esporas 100 g* en invierno
2005) y las asociaciones multiples en sustrato inoculado y en suelo natural (hasta 1122 y
1242 esporas 100 g respectivamente en otofio de 2004). Como se vera mas adelante el
importante incremento registrado en la densidad de esporas se debe principalmente al

aumento de las poblaciones de G. constrictum.
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3.3.2 Composicion media de la comunidad de esporas de hongos

micorricicos.

En la Figura 37 se muestran las densidades globales de las poblaciones de
esporas de HMA en el sustrato, asi como la contribucién media global a la comunidad por
parte de cada una de las especies inoculadas (se excluye la asociacion multiple en suelo

natural).

Como se observa, se presentaron fuertes diferencias de densidad de esporas en
el sustrato entre las distintas asociaciones vegetales estudiadas, siendo el tratamiento en
que se presentaron los mayores valores Mejorana sola, con una media global de 633
esporas 100 g™*. La asociacién Mejorana+Romero presentd una densidad media un 11%
menor, siendo los tratamientos en que se alcanzo, por su parte, una menor densidad
global Retama sola (con 321 esporas 100 g™) y la asociacién mdltiple en suelo natural
(con 329 esporas 100 g*, dato no mostrado). Se puede observar asi mismo, que la
composicion media de las comunidades micorricicas formadas estuvo fuertemente
dominada por la presencia mayoritaria de esporas de G. constrictum, siendo la
representacion de las otras especies en la comunidad bastante minoritaria, llegando
algunas especies a desaparecer en el transcurso de este estudio, situacion que se

analiza en el siguiente apartado de este capitulo.
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Figura 37. Contribucion especifica media al tamafio de la comunidad de hongos micorricico-
arbusculares por tratamiento en funcion de la asociacion vegetal. En cada barra se representan las
seis especies de hongos inoculadas.
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4 DIVERSIDAD DE HONGOS MICORRICICOS

En este apartado se describe en una primera parte la optimizacion de la técnica
de TTGE para su utilizacion en la identificacion de las especies que se encontraban
colonizando las raices a lo largo del estudio. A continuacién se muestran los resultados
de diversidad y estructura de las comunidades de hongos establecidas en los
tratamientos inoculados. Se presenta, inicialmente, el tamafio y la densidad especifica de
las poblaciones de esporas de cada especie inoculada, posteriormente la diversidad de
hongos que se encuentra colonizando las raices de las plantas en las diferentes
asociaciones vegetales y su relacion con las poblaciones presentes en el suelo, y
finalmente diferentes indices de diversidad que describen la estructura de las

comunidades de HMA formadas, y su cambio temporal.

4.1 TTGE como herramienta para estudiar la diversidad de hongos micorricicos.

Para conseguir la identificacion de los HMA presentes en las raices de las plantas
de las asociaciones vegetales estudiadas, se optimizo la técnica de electroforesis en
geles con gradiente temporal de temperatura (TTGE) luego de realizacion de PCR-
nidada. Este procedimiento es una de las técnicas de biologia molecular orientadas al
estudio de la biodiversidad basadas en las diferencias de las temperaturas de fusion de la
doble cadena de ADN debidas a los cambios en la secuencia nucleotidica (Muyzer 1998;
1999). Se utiliz6 para la optimizacion los mismos hongos inoculados en el estudio en
mesocosmos, ademas de otros ecotipos de las mismas especies, con el fin de definir el
nivel de especificidad de la técnica. Se utiliz6 como modelo para definir las huellas los

perfiles obtenidos desde esporas de las especies de hongos utilizadas.

41.1 TTGE aplicada a especies del género Glomus.

La region NS31-AM1 del gen ADNr 18S, que permite la discriminacion de los HMA
a nivel de especie (Helgason et al. 1998; Schubler et al. 2001; Ferrol et al. 2004), fue
analizado para estudiar el potencial de la técnica de TTGE para caracterizar HMA. La
amplificacion por PCR de ADN de esporas de seis especies de Glomus usando el
cebador especifico AM1 y el universal NS31 produjo una Unica banda de

aproximadamente 550 pb en todas las especie probadas (Figura 38).
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R B < 550 pb

Figura 38. Productos de PCR de la region NS31/AM1 del gen 18S de G. clarum (linea 1), G.
constrictum (linea 2), G. coronatum (linea 3), G. intraradices BEG121 (linea 4), G. mosseae
BEG122 (linea 5) y G. viscosum BEG126 (linea 6). La linea M es el Marcador lll para peso
molecular.

El analisis por TTGE de los amplicones NS31-AM1 mostré diferencias leves en los
patrones obtenidos para ciertas especies; sin embargo, especies tales como G.
coronatum y G. mosseae, asi como G. contrictum y G. viscosum produjeron patrones en
TTGE indistinguibles (Figura 39). Por otra parte, cuando una mezcla de los amplicones
GC-NS31/AM1 de toda las especies fungicas estudiadas fue cargada en el gel
denaturante no fue posible la resolucion de las bandas de los distintos HMA (Figura 39,
carril 8). A pesar de un protocolo extenso de optimizacion de la técnica de TTGE, en la
que se utilizé variacion del gradiente de temperatura, del tiempo y rampa, y del voltaje, la

resolucion no pudo ser mejorada al analizar esta regién ribosomal.

Para incrementar la resolucién de la técnica de TTGE se estudié una region
diferente del gen ribosémico. Para seleccionar una region discriminatoria dentro de AM1-
NS31, se obtuvo el perfil de fusion de las secuencias de las diferentes especies
estudiadas (Figura 40A) y un nuevo cebador, Glol, fue disefiado (Figura 41), el que en
conjunto al cebador NS31 amplifica una region de unas 270 pb que presenta diferencias
en la temperatura de fusion del dominio mas bajo para las distintas especies de Glomus
(Figura 40B).
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Figura 39. Analisis de TTGE de la region NS31-AM1 del gen ADNr 18S de G. clarum (linea 1), G.
constrictum (linea 2), G. coronatum (linea 3), G. intraradices BEG121 (linea 4), G. mosseae
BEG122 (linea 5) y G. viscosum BEG126 (linea 6). La linea 7 es un control negativo de PCR y la
linea 8 representa una mezcla de los productos de PCR de cada especie de Glomus.
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—— Gelarum BEG 125 - - — G. Intraradices BEG 121 G.elaim BEG 125 -—— G intraredfees BEG 121
s G. consirichum EEZ 22 =isenus 5, mosseae BEG122 v (5, comstricturn EEZ 22 venene G, mosseae BEG122
-~ G. coronatum — - G.viscosum BEG 126 - —- (5. comnaturn — .- G.viscosum BEG 128

Figura 40. Perfiles de fusion de: (A) secuencias NS31-AM1 de G. clarum (N° accesion AJ505619),
G. constrictum (AJ506090), G. coronatum (AJ699076), G. intraradices BEG121 (AJ536822), G.
mosseae BEG122 (AJ505616) y G. viscosum BEG126 (AJ505620) con una extensién GC en el
extremo 5'; y (B) secuencias de NS31-Glol de las mismas especies de Glomus.

G. mosseae BEG69 GTTACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAAT 241
G. mosseae Alic GTTACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAAT 241
G. mosseae DAOM212595 GTTACGGGGAATTAGGACGTTTACCTTGAAAAAAT 241
G. mosseae AJ505616 GTTACGGGGAATTAGGACCGTTACCTTGAAAAAAT 774
G. coronatum AJ699076 GTCACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAAT 241
G. coronatumbasedata GTCACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAAT 711
G. viscosum AJ505620 GTTGTGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAAT 240
G. viscosumTarr GTTGTGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAAT 240
G. intraradices AJ536822 GTTGCGGGGAATTTGGACTGTTACTTTGAAAAAAT) 240
G. intraradicesbasedata GTTGCGGGGAATTTGGACTGTTACTTTGAAAAAAT 740
G. clarum AJ505619 GTTGCGGGGAATCTGGACTGTTACTTTGAAAAAAT 240
G. clarumbasedate GTTGCGGGGAATCTGGACTGTTACTTTGAAAAAAT, 770
G. viscosum Y17652 GCCACGAGGAACCAGGACCTTTACTTTGAAAAAAT 245
G.

viscosumbasedata GCCACGAGGAACCAGGACCTTTACTTTGAAAAAAT 777

* * kkkk * Kk kk kkkk khkkkhkkhkkkkhkkhkkkhkkhhkkhkkhhkkkdkhkkkx*x **x * *

Figura 41. Alineamiento mltiple de algunas de las secuencias obtenidas para el fragmento NS31-
AM1 de diferentes especies de Hongos Micorricico Arbusculares del género Glomus para el
disefio del cebador para la realizacion de PCR nidada Glo1.

136



Resultados

Puesto que el cebador Glol no es especifico de HMA, una PCR nidada que usaba
la banda purificada de AM1-NS31 como molde fue realizado para evitar la amplificacion
de ADN de otros organismos. Los fragmentos GC-NS31/Glol de las seis especies

analizadas migraron a diversas posiciones en el gel de TTGE (Figura 42).

. camnstriciign

]~ G. viscastn

G. clariore
G mosseae

G. coromafion

G. viscoszon
G. intraradices
. viscoszon

Figura 42. Andlisis de TTGE de la region GC-NS31/Glol del gen ADNr 18S de G. clarum (linea 1),
G. constrictum (linea 2), G. coronatum (linea 3), G. intraradices BEG121 (linea 4), G. mosseae
BEG122 (linea 5) y G. viscosum BEG126 (linea 6). La linea 7 es un control negativo de PCR y la
linea 8 representa una mezcla de los productos de PCR de cada especie de Glomus. La posicion
de las bandas para las diferentes especies se indica a la derecha.

Mientras que una banda especifica fue obtenida para G. clarum, G. constrictum,
G. coronatum, G. intraradices y G. mosseae, cuatro fueron detectadas para G. viscosum.
El analisis de las secuencias de las distintas bandas producidas por G. viscosum revel6
gque todas mostraron una alta homologia con la secuencia del ADNr 18S de G. viscosum
presente en la base de datos (no mostrado). Aunque esta variabilidad genética puede
complicar la interpretacion de los resultados de TTGE, cada especie es caracterizada por

una huella especifica de TTGE.

Para determinar si el TTGE permite la discriminacion de diversos hongos en una
mezcla compleja, 2 ul de los amplicones GC-NS31/Glol obtenidos para las diferentes
especies fue mezclado y cargado en el gel. Las bandas de las diferentes especie de
Glomus eran claramente distinguibles (Figura 42, linea 8), lo que indica el potencial de la

técnica combinada de PCR nidada-TTGE para analizar comunidades complejas de HMA.
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4.1.2 Sensibilidad de |a técnicade TTGE.

La sensibilidad para la deteccion de las poblaciones fangicas minoritarias por
extraccion de ADN, la amplificacion por PCR nidada y el andlisis de TTGE fueron

probados para diferente niUmero de esporas de G. clarum y de G. coronatum (Figura 43).

El ADN se extrajo de mezclas que contenian 1 espora de G. clarum mas 1 de G.
coronatum, 1 de G. clarum més 10 de G. coronatum, y 10 esporas de G. clarum mas 1 de
G. coronatum. En los tres casos ambas especies fueron identificadas en el gel de TTGE,
aunqgue el ADN de G. clarum fue amplificado preferentemente cuando fue extraido a partir
de una espora de cada especie (Figura 43A). Puesto que el éxito en la obtencion de
productos de PCR de esporas individuales es variable e imprevisible, la sensibilidad de
TTGE también fue probada combinando ADNs extraido de G. clarum y de G. coronatum
en diversas proporciones. Un limite de la deteccién fue observado cuando la especie
minoritaria se encontrd en relaciéon 1:1000 o menor respecto de la concentracion total de
ADN (Figura 43B).

—— Glonzes elarem

—— Glonwes coronaron

Figura 43. Andlisis de sensibilidad de TTGE. Los fragmentos 18S del gen ADNr fueron obtenidos
por PCR nidada de: (A) ADN genémico de mezclas que contienen diferente nimero de esporas
de G. clarum y G. coronatum. Linea 1, 1 espora de G. clarum mas 1 espora de G. coronatum;
Linea 2, 1 espora de G. clarum mas 10 esporas de G. coronatum; Linea 3, 10 esporas de G.
clarum mas 1 espora de G. coronatum; o (B) una mezcla que contiene diferentes cantidades de
ADN genomico de cada especie. Linea 1, 100 ng ADN de G. clarum méas 100 ng ADN de G.
coronatum; Linea 2, 100 ng ADN de G. clarum méas 10 ng ADN de G. coronatum; Linea 3, 100 ng
ADN de G. clarum mas 1 ng ADN de G. coronatum; Linea 4, 100 ng ADN de G. clarum mas 0,1 ng
ADN de G. coronatum; Linea 5, 100 ng ADN de G. clarum mas 0,01 ng ADN de G. coronatum;
Linea 6, 100 ng ADN de G. clarum mas 0,001 ng ADN de G. coronatum. Las posiciones de las
bandas para las dos especies se indican a la derecha.

4.1.3 Aplicacion de TTGE al estudio de aislados de una misma especie de

Glomus.

Los perfiles de TTGE de dos ecotipos de G. intraradices, tres de G. mosseae y
dos de G. viscosum fueron comparados para observar si los aislados de la misma

especie se podian distinguir en el gel denaturante. Los diferentes aislados de G.
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intraradices y de G. mosseae migraron siempre a la misma posicion en el gel de TTGE, y
no podian por lo tanto ser distinguidos (Figura 44). Sin embargo, los dos aislados de G.
viscosum produjeron dos bandas que migraron a la misma posicion en el gel de TTGE,
pero bandas adicionales fueron observadas en uno de los aislados, permitiendo asi la
distincion entre ellos. La comigracion de los diferentes aislados de G. mosseae y de G.
intraradices es consecuente con la alta identidad de la secuencia del ADNr 18S analizada
entre los aislados de la misma especie.

Figura 44. Andlisis de TTGE de la region NS31-Glol del gen ADNr 18S de ecotipos de G.
intraradices (lineas 1y 2), G. mosseae (lineas 3, 4y 5) y G. viscosum (lineas 6 y 7).

4.1.4 TTGE como herramienta para determinar especies de HMA

colonizadoras de raices.

Para probar el potencial de la técnica para detectar la especie de HMA
colonizando una raiz, ADN fue extraido de las raices de diferentes plantas de arbustos
inoculadas con tres especies de HMA caracterizados en este trabajo, y se realiz6 una
PCR nidada usando los sistemas de cebadores descritos anteriormente. En todas las
muestras de raiz analizadas, las especies de hongos que colonizaban las raices fueron

identificadas claramente por analisis de TTGE (Figura 45).

La comparacion de las bandas de TTGE obtenidas de las raices con la huella de
TTGE de cada una de las especies de hongos permitio la identificacion de G. constrictum,

de G. intraradices y de G. mosseae en las raices de Lavandula latifolia, de Thymus
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mastichina y de Retama sphaerocarpa. Estos datos revelan claramente la viabilidad del
enfoque de PCR anidada-TTGE descrito para identificar la(s) especie(s) de HMA que

coloniza(n) una raiz.

Figura 45. Deteccion de HMA colonizando las raices de diversas plantas por andlisis de TTGE de
sus regiones NS31-Glol del gen ADNr 18S. Las lineas 1 a 3 son fragmentos de PCR anidada de
esporas de G. constrictum (linea 1), G. intraradices (linea 2) y G. mosseae (linea 3). Las lineas 4
a 6 son fragmentos de PCR anidada de raices de Lavandula latifolia (linea 4), de Thymus
mastichina (linea 5) y Retama sphaerocarpa (linea 6) inoculadas con una mezcla de los hongos
indicados.

4.2  Tamafo y densidad de las poblaciones de hongos micorricicos.

La comunidad de HMA formada en el suelo ha sido descrita mediante la densidad
de esporas remanentes en el suelo en cada etapa del muestreo, para cada una de las
especies utilizadas en este estudio, en los tratamientos en los que se ha realizado la

inoculacion con el consorcio de hongos descrito en el capitulo de Material y Métodos.

Por una parte, la densidad especifica, que corresponde en este caso a la

proporcion de esporas de una especie en el total de esporas de la comunidad, demuestra
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la importancia relativa que cada especie representa en la comunidad en un momento
determinado, y su interpretacion puede ser de utilidad para describir su estructura, asi
como la evolucion temporal puede ser de gran valor para describir la pauta y/o estrategia
gue tiene una especie particular para realizar la colonizacion de su medio. Por otra parte,
las diferencias en el tamarfio de las poblaciones de esporas de cada especie pudo ser
resultado de la colonizacion preferencial de alguna de las especies de hongo micorricico
presentes, resultando ser mas numerosas las poblaciones de aquellas especies que
realicen una colonizacién preferencial en las raices de las comunidades vegetales
establecidas. Esto se podra analizar conjuntamente al presentar los resultados de las
especies detectadas en raiz, por medio de la técnica de TTGE antes descrita, en conjunto

con la densidad de esporas de cada especie en el sustrato.

En la Figura 46 se presenta la evolucion de los valores de densidad especifica (Di)
de las especies de hongos micorricicos utilizados en este estudio. Los valores medios
globales por especie, para la densidad de esporas y Di se presentan en la Tabla 10. Por
su parte, la evolucién del tamafio de las poblaciones de esporas en suelo para cada
especie se presenta desde la Figura 47 a 52, en conjunto con la indicacién de la

deteccion realizada de las especies en la raiz mediante TTGE.

Como se desprende de la Figura 46, existen diferentes pautas en la evolucién
temporal de Di por las distintas especies de HMA. Por una parte, se observo que algunas
especies se ajustaban a una pauta de colonizacion que las llevo a desaparecer de la
comunidad, otras especies se establecieron en la comunidad en una proporcién baja
respecto del total, pero constante en el tiempo, y otras especies presentaron una
colonizacion preferencial, llegando a formar parte importante de la comunidad y estando
presentes a altos niveles a lo largo de todo el estudio. En el primer caso se encuentran
especies como G. clarum y G. coronatum, en el segundo caso encontramos a especies
como G. mosseae y G. viscosum, y en el tercer caso encontramos a especies como G.

constrictum y G. intraradices.
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Figura 46. Evolucion de la densidad
especifica (Di) de seis especies de hongos
micorricico-arbusculares por tratamiento en
funciébn de la asociacion de especies
vegetales durante tres afios de estudio. (A)
Evolucion de Di para G. clarum BEG 125. (B)
Evolucién de Di para G. constrictum EEZ 22.
(C) Evolucion de Di para G. coronatum?. (D)
Evolucién de Di para G. intraradices BEG
121. (E) Evolucién de Di para G. mosseae
BEG 122. (F) Evolucion de Di para G.
viscosum BEG 126.
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Tabla 10. Medias repetitivas para densidad especifica (Di) y para el tamafio de la poblacion de
esporas (n° esp 100 g') de cada una de las especies de HMA inoculadas de acuerdo a la
asociacion vegetal.

G.clarum G.constrictum G.coronatum G.intraradices G.mosseae G.viscosum
Asoc. Di n°esp* Di n°esp Di n°esp Di n°esp Di n°esp Di n°esp

0,03 ab 10,2 a 0,63 b 436 ab 0,02 b 8,9 ab 0,19 abc 1150 a 0,06 bc 30,0 ab 0,07 a 41,3 a
L 0,02 bc 4,0 cde 0,70 a 315 ¢ 0,02 b 7,9 ab 0,15 bc 60,7 b 0,06 bc 17,8 ab 0,05 bc 16,1 bc
Re 0,02 bc 2,4 def 0,60 b 205 d 0,03 ab 51b 0,23 a 75,7 b 0,08 a 21,4 a 0,04 bcd 10,6 c
Ro 0,01 c 1,7 f 0,72 a 334 ¢ 0,03 ab 13,0 a 0,17 bc 743 b 0,04 c 14,3 bc 0,03 cd 110 c
ML 0,01 bc 2,0 f 0,72 a 352 bc 0,03 ab 11,8 ab 0,15 bc 68,0 b 0,04 c 16,1 ab 0,05 b 230 b
MRe 0,02 bc 2,1 ef 0,70 a 339 ¢ 0,05 a 7,9 ab 0,16 bc 619 b 0,05 bc 14,3 bc 0,03 bcd 94 c
MRo 0,02 abc 2,4 def 0,71 a 457 a 0,04 ab 55 b 0,16 bc 76,8 b 0,04 c 9,0 cd 0,03 becd 125 ¢
LRe 0,02 bc 2,6 def 0,73 a 366 abc 0,03 ab 13,2 a 0,14 c 60,1 b 0,05 bc 21,1 ab 0,03 cd 92 c
LRo 0,03 ab 4,3 cd 0,72 a 292 ¢ 0,03 ab 8,8 ab 0,15 bc 59,6 b 0,04 c 8,9 cd 0,03 bcd 110 c
ReRo 0,04 a 6,3 b 0,64 b 335 ¢ 0,02 b 10,9 ab 0,20 ab 107,5 a 0,07 ab 20,7 ab 0,03 cd 132 ¢
odas 0,03 ab 5,2 bc 0,72 a 370 abc 0,03 ab 115 ab 0,14 c 76,4 b 0,05 bc 6,8 d 0,03 d 11,6 ¢

*Letras distintas en las columnas representan diferencia estadistica de acuerdo al test de rango
multiple de Tukey (p < 0,05; n=5).
'n° esp= niimero de esporas de hongos micorricicos en 100 gramos de sustrato.

4.2.1 Glomus clarum.

La evolucion de la densidad especifica de las poblaciones de G. clarum en las
comunidades formadas se presenta en la Figura 46A. Como se puede observar, en esta
especie se presentd una disminucién constante de su Di, aunque esta poblacion en el
consorcio de hongos utilizado como inoculante, representaba aproximadamente un 30%
de la comunidad de esporas totales. Ya en la primera etapa de muestreo solamente
representaba una parte significativa de la comunidad en el tratamiento Retama+Romero
(27%), y para el afio siguiente, en verano de 2003, habia desaparecido de todos los
tratamientos, excepto de Retama y la asociacion Mejorana+Retama (en las cuales
representaba alrededor del 1%), produciéndose la desaparicion total de esta especie de
la comunidad luego del otofio de 2003. No obstante esto, el tamafio de sus poblaciones
registr6 un aumento entre las temporadas de invierno y primavera de 2003, llegando a
encontrarse hasta unas 54 esporas 100 g* de G. clarum en el tratamiento
Retama+Romero en invierno de 2003, y hasta 80 en Mejorana sola en la siguiente etapa

(ver Figura 47).

De forma global, los tratamientos en los que se presenté un mayor valor de Di
para G. clarum fueron Retama+Romero y Mejorana, en el primer caso debido
especialmente a la significativa importancia de esta poblacion durante la primera etapa de
muestreo, y en la segunda por su importante esporulacion detectada en primavera de
2003, situacion esta ultima que determind que este tratamiento fuera el que presentara
los valores globales més altos de espora en esta especie, con unas 10.2 esporas en 100

gt (ver Tabla 10). Por el contrario, los tratamientos Romero y la Asociacion
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Mejorana+Lavanda fueron los que presentaron los valores mas bajos en los dos
parametros, siendo su Di de alrededor de 1%, y el tamafio medio de sus poblaciones de

menos de 2 esporas 100 g™ (ver Tabla 10).

4.2.2 Glomus constrictum.

La evolucién de la densidad especifica de las poblaciones de G. constrictum en
las comunidades formadas se presenta en la Figura 46B. En esta especie se presenta
una situacion bastante distinta a la descrita con anterioridad para G. clarum. Se puede
observar, por ejemplo, un fuerte incremento de Di para todos los tratamientos en la
primera etapa de estudio, y también un fuerte descenso en invierno de 2003, coincidiendo
con el aumento de Di en otras especies de HMA (ver Figura 46C, D y E). No obstante lo
anterior, se produjo con posterioridad un aumento sostenido de las proporciones de G.
constrictum en la comunidad, hasta llegar a representar entre el 70 y el 90% al final del
estudio. Por otra parte, es destacable que este aumento que se registré en la Di de G.
constrictum se acompafié con un aumento significativo del tamafio de sus poblaciones
(ver Figura 48), llegandose a alcanzar hasta 1403 esporas 100 g™ en el tratamiento
Mejorana+Romero en invierno de 2005 y valores de alrededor de 1000 esporas 100 g*
en los tratamientos Mejorana+Retama y Mejorana sola en la misma ocasién. El proceso
de aumento de la poblacibn de G. constrictum se observa especialmente con
posterioridad a invierno de 2004, luego que han desaparecido otras poblaciones de

hongo, tales como las de G. clarum y G. coronatum (ver Figuras 47 y 49).

Considerando las distintas asociaciones vegetales de forma global, podemos
sefialar que, en general, la poblacion de G. constrictum representé una mayor proporcion
en las distintas comunidades en su conjunto, representando en casi todos los casos un
70-73% del total de las comunidades de esporas de HMA en el sustrato (ver Tabla 10).
Sélo en los tratamientos Mejorana y Retama solas, y en la asociacion Retama+Romero
representd una proporcidbn menor (entre 60 y 64% del total). Por su parte, dados los
diferentes tamafios de las comunidades establecidas (ver Figura 37), si se han
presentado importantes diferencias en el tamafio de las diferentes poblaciones de G.
constrictum, y dada su presencia relativamente homogénea, se presenta una tendencia
bastante similar a la presentada por el tamafio de las distintas comunidades establecidas,
siendo los tratamientos Mejorana sola y Mejorana+Romero donde se presentaron los
mayores tamafios poblacionales con valores medios superiores a 400 esporas 100 g™.
Por el contrario, los tratamientos con los menores tamafios poblacionales medios de G.

constrictum han sido Retama sola y Lavanda+Romero (ver Tabla 10).
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4.2.3 Glomus coronatum.

La evolucion de la densidad especifica de las poblaciones de G. coronatum en las
comunidades formadas se presenta en la Figura 46C. Se observa un aumento de la Di
hasta alcanzar a representar, en la gran mayoria de los tratamientos, entre un 10-20% del
total de la comunidad entre invierno 2003 y primavera 2004, posterior a lo cual disminuye
drasticamente hasta llegar practicamente a desaparecer de la comunidad en otofio 2003-
invierno 2004, al igual que ocurria con G. clarum. Esto concuerda con lo observado con el
tamafio de las poblaciones de esporas (ver Figura 49), las cuales aumentaron en las
temporadas de invierno y primavera de 2003, con valores entre unas 36-93 esporas 100
gt en esta Ultima etapa. Posterior a esto, se presenté un brusco descenso de las
densidades de esporas en el sustrato, llegando a desaparecer en varios tratamientos en
verano de 2003, y no sobrepasando una densidad de méas de 4 esporas 100 g* en

ninguna etapa posterior.

Los tratamientos en que se presentd valores medios globales més altos para las
Di de G. coronatum han sido varias asociaciones vegetales, entre las que destaca
Mejorana+Retama y Mejorana+Romero, siendo los tratamientos con Di mas bajas
Mejorana y Lavanda solas (Ver Tabla 10). Esto no se relacioné directamente con los
tamafios de las poblaciones de G. coronatum en estos tratamientos, puesto que
Mejorana+Retama y Mejorana+Romero presentaron de las poblaciones méas reducidas
(la menor poblacion global se presenté en Retama sola con alrededor de 5 esporas 100
g™h). Por su parte, los mayores valores poblacionales de G. coronatum se obtuvieron en

los tratamientos Romero solo y Lavanda+Romero (ver Tabla 10).

4.2.4 Glomus intraradices.

La evolucién de la densidad especifica de las poblaciones de G. intraradices en
las comunidades formadas se presenta en la Figura 46D. En el caso de G. intraradices,
se observé un aumento marcado de su Di en invierno de 2003, coincidiendo con la
aparicion de una significativa cantidad de esporas extraradicales en esa etapa de estudio
(ver Figura 50), llegando a representar en aquella ocasion entre el 20 y el 45% del total
de la comunidad de las esporas en el sustrato de los distintos tratamientos. Con
posterioridad a este hecho se observd una estabilizacion global de la Di en los distintos
tratamientos, con valores entre 10-36% del total de las comunidades, situacion que se
mantuvo hasta primavera de 2004, donde se registré una leve disminucién de los valores,

a niveles entre 10-25%, coincidiendo con aumentos de la proporcién de G. constrictum en
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el total de la comunidad en todas las asociaciones. Cabe sefialar que se registré este
comportamiento aun cuando los tamafios de las poblaciones de G. intraradices
presentaron un aumento desde primavera 2004 en la mayoria de los tratamientos,
aunque no al nivel de lo registrado en el caso de G. constrictum, alcanzandose como
maximo unas 255 esporas 100 g™ en el tratamiento Retama+Romero en invierno de 2005

(ver Figuras 48 y 49).

En términos globales, los tratamientos en los que se presenté una mayor Di fueron
Mejorana y Retama solas, y la asociacion Retama+Romero, representando entre un 19-
23% del total de la comunidad de esporas. Por el contrario, los tratamientos donde los
valores de Di han sido menores son la asociacion Lavanda+Retama y la asociacion
multiple (14% de la comunidad en ambos casos) (ver Tabla 10). Por su parte, los
tratamientos en que mayor fue el tamafo global de la poblacion de G. intraradices fueron
Mejorana sola (115 esporas 100 g) y la asociacién Retama+Romero (107 esporas 100
g™h). Los demas tratamientos presentaron poblaciones globales bastantes homogéneas

para esta especie de hongo, de entre 60 y 77 esporas 100 g™ (ver Tabla 10).

4.2.5 Glomus mosseae.

La evolucion de la densidad especifica de las poblaciones de G. mosseae en las
comunidades formadas se presenta en la Figura 46E. Como se observa, se produjo una
disminucion de la proporcion de las poblaciones, aunque durante las primeras etapas del
estudio (hasta verano de 2003) éstas llegaron a representar hasta un 15-20% de la
comunidad en tratamientos como Mejorana y Mejorana+Retama. Con posterioridad a
esto se registré un fuerte descenso de Di, que fue asociado a un significativo descenso
del tamafio de las poblaciones de esporas de esta especie desde verano de 2003 (ver
Figura 51), manteniéndose con posterioridad el tamafio de estas poblaciones a niveles
bastante bajos (hasta 20 esporas 100 g*) y constantes hasta el final del estudio, lo que

concuerda con la evolucion registrada en la Di, que presenté valores de alrededor de 5%.

Los tratamientos en los que se presenté de forma global los mayores valores de
Di para G. mosseae fueron Retama sola y la asociacion Retama+Romero, llegando a
representar 7-8% del total de las comunidades formadas. Por el contrario, los
tratamientos Romero solo, y las asociaciones Mejorana+Lavanda, Mejorana+Romero y
Lavanda+Romero han presentado los valores mas reducidos, tan sélo un 4% de la
comunidad de esporas en suelo (ver Tabla 10). No obstante, dadas las diferencias en el

tamafo de la comunidad total en los distintos tratamientos, este resultado no esta
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asociado a los tamarios de las diferentes poblaciones, siendo en los tratamientos Retama
y Mejorana solas, y las asociaciones Lavandat+Retama y Retama+Romero donde se
presentaron las poblaciones globales méas grandes de G. mosseae (entre 20 y 22 esporas
100 g™). Las poblaciones méas pequefias a su vez, se presentaron en las asociaciones
Mejorana+Romero, Lavanda+Romero y la asociacion mudltiple (entre 7 y 9 esporas
100 g, ver Tabla 10).

4.2.6 Glomus viscosum.

La evolucion de la densidad especifica de las poblaciones de G. viscosum en las
comunidades formadas se presenta en la Figura 46F. En este caso se presentd un
comportamiento similar en muchos aspectos al observado en G. mosseae. En primera
instancia, se produjo un descenso generalizado de las Di en verano de 2002, debido a la
ausencia de esporas de G. viscosum en todos los tratamientos a excepcion del
tratamiento Mejorana sola, en donde represent6 un 10% de la comunidad. Con
posterioridad se produjo un aumento de las proporciones relativas en todos los
tratamientos, aunque se mantuvo en niveles bajos a lo largo de todo el estudio, no
llegando a representar en ningun caso méas del 10% en alguna comunidad y en algun
momento particular del estudio, a excepcion de Mejorana sola, que representd un 23% en
invierno de 2003, un 12% en primavera de 2003 y un 11% en otofio de 2003. Un
comportamiento similar se puede observar en el tamafio de las poblaciones de esporas
de G. viscosum (ver Figura 52) ya que éstas se presentaron estables a lo largo de todo el
estudio en niveles en general no superiores a 40 esporas 100 g*, a excepcion de
Mejorana sola, en que se han llegado a alcanzar las 110 esporas 100 g™ en invierno de

2003, las 94 en primavera de 2003 y las 88 en primavera de 2005.

Por lo anteriormente descrito, de forma global se obtiene que el tratamiento
Mejorana sola present6 los mayores valores tanto de Di como de tamafio poblacional,
llegando a representar en término medio un 7% del total de la comunidad, con alrededor
de 41 esporas 100 g* (ver Tabla 10). Todos los demas tratamientos representaron entre
el 3y el 5% de las comunidades formadas, aportando entre 9 y 23 esporas 100 g* de

forma global.
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4.3 Presencia de hongos micorricicos en raices y su relacion con las

poblaciones en suelo.

La optimizacion de la técnica de deteccion de hongos colonizadores de las raices
de las plantas mediante TTGE ha permitido observar la existencia o ausencia de relacion
entre la presencia in planta de HMA y las poblaciones predominantes de hongos en el
suelo. Se ha podido observar que, en términos generales, hay una alta concordancia
entre las especies que es posible detectar como colonizadoras del sistema radical, en
especial en aquellos tratamientos donde las poblaciones de esporas de una determinada
especie fueron significativamente distintas del resto. Ademas, la ausencia de deteccion
de los hongos en la raiz coincidié con una posterior desaparicién de las esporas en el

suelo.

Como se puede observar en la Figura 47, para G. clarum existe concordancia
temporal en la deteccion de las poblaciones tanto al interior de la raiz como en el suelo.
En el primer caso, se pudo detectar la presencia en raices de G. clarum en los
tratamientos Mejorana sola y la asociacion mdltiple tanto en otofio de 2002 (la primera
ocasion en que fue posible colectar raiz suficiente para la realizacion de pruebas
moleculares y colonizacién de raiz) e invierno de 2003, en la asociacion Retama+Romero
en otofio de 2002, y en Romero solo y la asociacién Mejorana+Lavanda en invierno de
2003. Con posterioridad no fue posible la deteccion de G. clarum en ningun tratamiento ni
en ninguna época. Algo similar ocurrié con las poblaciones de esporas en suelo que,
como se describio con anterioridad, desaparecen casi en su totalidad de las comunidades
de esporas de HMA en el suelo en verano de 2003, luego de haber alcanzado los
mayores tamafos poblacionales en invierno y primavera de 2003. Por otra parte, coincide
gue en los tratamientos en que mayores poblaciones se registraron, tales como Mejorana
sola, Retama+Romero y la asociacion multiple, es donde se realiza preferentemente la

deteccidn in planta.
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Presencia de Glomus clarum en raices detectados por TTGE
Prim "02 |Ver 02 [Oto "02 |[Inv 03 [Prim "03 [Ver ‘03 [Oto 03 [Inv 04 |Prim "04 |Ver '04 |Oto 04 |Iinv 05 |Prim "05
M Establec.|No raiz
L Establec.|No raiz
Re Establec.|No raiz
Ro Establec.|No raiz
M-L Establec.|No raiz
M-Re Establec.|No raiz
M-Ro Establec.|No raiz
L-Re Establec.|No raiz
L-Ro Establec.|No raiz
Re-Ro Establec.|No raiz
Todas Establec.|No raiz

/
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e

Figura 47. Evolucién de la densidad de esporas del hongo micorricico-arbuscular G. clarum BEG
125, y su presencia detectada colonizando las raices de las distintas asociaciones vegetales por
tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. El
color naranja en la zona superior de esta figura representa deteccion positiva.

En el caso de G. constrictum (Figura 48) se observa una situacién diferente, ya
que fue posible realizar la deteccion de su presencia in planta en la gran mayoria de los
tratamientos, y a lo largo de todas las etapas del estudio, concordando perfectamente con

el gran tamafo de las poblaciones de sus esporas en suelo.

Presencia de Glomus constrictum en raices detectados por TTGE
Prim "02 |Ver 02 |Oto 02 [Inv "03 |Prim "03 |[Ver '03 |Oto '03 |Inv '04 |Prim "04 [Ver ‘04 |Oto 04 [Inv 05 |Prim "05
M Establec.[No raiz
L Establec.[No raiz
Re Establec.[No raiz
Ro Establec.[No raiz
M-L Establec.[No raiz
M-Re Establec.[No raiz
M-Ro Establec.|No rafz
L-Re Establec.[No raiz
L-Ro Establec.[No raiz
Re-Ro Establec.[No raiz
Todas Establec.[No raiz
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Figura 48. Evolucion de la densidad de esporas del hongo micorricico-arbuscular G. constrictum
EEZ 22, y su presencia detectada colonizando las raices de las distintas asociaciones vegetales
por tratamiento en funcién de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. El
color naranja en la zona superior de esta figura representa deteccion positiva.
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G. coronatum, por su parte, presentd una pauta de colonizacion intra- extraradical
muy similar a la que se describié anteriormente para G. clarum. Como se puede observar
en la Figura 49, fue posible la deteccion de G. coronatum en algunos tratamientos
durante las primeras etapas del estudio, especificamente en Mejorana en primavera de
2003, en Romero solo y en la asociacion Lavanda+Retama en invierno de 2003, la
asociacion Retama+Romero en otofio de 2002 y las asociaciones Mejorana+Lavanda y
multiple en otofio de 2002 e invierno de 2003. Con posterioridad a estas etapas de
muestreo no fue posible la deteccion de esta especie de hongo en ninguno de los
tratamientos analizados, mostrandose en este punto una alta concordancia con las
distintas poblaciones de esporas en suelo, puesto que para verano de 2003, en todos los
tratamientos se produce la casi total desaparicion de éstas. También se observa esa
correspondencia, en términos generales, entre los tratamientos en que pudo ser
detectada la colonizacion y aquellos que mayores poblaciones de G. coronatum

mostraron (ver Tabla 10).

Presencia de Glomus coronatum en raices detectados por TTGE
Prim "02 |Ver '02 |Oto 02 |Inv '03 [Prim ‘03 |Ver ‘03 [Oto "03 [inv 04 |Prim ‘04 |Ver '04 |Oto 04 |inv 05 |Prim "05
M Establec.|No raiz
L Establec.|No raiz
Re Establec.|No raiz
Ro Establec.|No raiz
M-L Establec.|No raiz
M-Re Establec.|No raiz
M-Ro Establec.|No raiz
L-Re Establec.|No raiz
L-Ro Establec.|No raiz
Re-Ro Establec.|No raiz
Todas Establec.|No raiz
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Figura 49. Evolucién de la densidad de esporas del hongo micorricico-arbuscular G. coronatum?,
y su presencia detectada colonizando las raices de las distintas asociaciones vegetales por
tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. El
color naranja en la zona superior de esta figura representa deteccién positiva.

El caso de G. intraradices es distinto, ya que fue factible detectar su presencia
intraradical en todo momento en la gran mayoria de las distintas asociaciones vegetales
(ver Figura 50). Incluso se detecté su presencia en otofio de 2002, ocasion en que las
poblaciones de este hongo en el sustrato eran exiguas, lo cual pudo deberse a una

importante esporulacion intraradical. Este hecho también puede ser el motivo de la
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permanente deteccion. Por otra parte, esto Ultimo se relaciona bastante bien con los
tamafos de las poblaciones de G. intraradices, las que se encuentran en niveles
significativos de poblacion desde que son detectados en las comunidades de esporas en

los distintos tratamientos (ver Tabla 10).

En G. mosseae y G. viscosum se observa otra situacion, pero similar para las dos
especies. Como se puede observar en las Figuras 50 y 51, es posible observar la
presencia de colonizacion intraradical en algunos tratamientos, no siempre los mismos, a
lo largo de todo el estudio. Por otra parte, esto puede estar relacionado con los bajos
niveles permanentes (a excepcion de G. mosseae en primavera de 2003) de las

poblaciones de estas dos especies.

Presencia de Glomus intraradices en raices detectados por TTGE
Prim "02 |Ver 02 |Oto 02 |Inv 03 Prim "03 |Ver ‘03 |Oto "03 |Inv "04 Prim "04 |Ver ‘04 |Oto "04 |Inv "05 Prim "05
M Establec.|No raiz
L Establec.|No raiz
Re Establec.|No raiz
Ro Establec.|No raiz
M-L Establec.|No raiz
M-Re Establec.|No raiz
M-Ro Establec.|No raiz
L-Re Establec.|No raiz
L-Ro Establec.|No raiz
Re-Ro Establec.|No raiz
Todas Establec.|No raiz
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Figura 50. Evolucion de la densidad de esporas del hongo micorricico-arbuscular G. intraradices
BEG 121, y su presencia detectada colonizando las raices de las distintas asociaciones vegetales
por tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. El
color naranja en la zona superior de esta figura representa deteccién positiva.
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Presencia de Glomus mosseae en raices detectados por TTGE
Prim "02 |Ver '02 |Oto '02 |Inv "03 |Prim "03 |Ver '03 |Oto '03 |Inv '04 |Prim "04 |Ver ‘04 |Oto 04 |Inv 05 |Prim 05
M Establec.|No raiz
L Establec.|No raiz
Re Establec.|No raiz
Ro Establec.|No raiz
M-L Establec.|No raiz
M-Re Establec.|No raiz
M-Ro Establec.|No raiz
L-Re Establec.|No raiz
L-Ro Establec.|No raiz
Re-Ro Establec.|No raiz
Todas Establec.|No raiz
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Figura 51. Evolucion de la densidad de esporas del hongo micorricico-arbuscular G. mosseae
BEG 122, y su presencia detectada colonizando las raices de las distintas asociaciones vegetales
por tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. El
color naranja en la zona superior de esta figura representa deteccion positiva.

Presencia de Glomus viscosum en raices detectados por TTGE
Prim "02 |Ver 02 |Oto 02 |Inv "03 |Prim "03 |Ver '03 |Oto 03 |Inv "04 |Prim "04 |Ver ‘04 |Oto 04 |Inv 05 |Prim 05
M Establec.|No raiz
L Establec.|No raiz
Re Establec.|No raiz
Ro Establec.|No raiz
M-L Establec.|No raiz
M-Re Establec.|No raiz
M-Ro Establec.|No raiz
L-Re Establec.|No raiz
L-Ro Establec.|No raiz
Re-Ro Establec.|No raiz
Todas Establec.|No raiz
120 T
——M
—-—L
Re
100 - Ro
—x— M-L
—e— M-Re
80 ——M-Ro
T ——L-Re
2 L-Ro
8 —o—Re-Ro
o —=— Todas
q 60
=
L% ;
40
20 1 N - o X A=
¥ —1 '\ <A
o =
ey ’ S5 e
- - N a— . ———
0 L

Figura 52. Evolucion de la densidad de esporas del hongo micorricico-arbuscular G. viscosum
BEG 126, y su presencia detectada colonizando las raices de las distintas asociaciones vegetales
por tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante tres afios de estudio. El
color naranja en la zona superior de esta figura representa deteccién positiva.
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4.4 indices de biodiversidad de las comunidades de HMA.

Se han utilizado tres indices con el fin de caracterizar y comparar la diversidad y la
estructura de las comunidades de HMA en funcién de las distintas asociaciones vegetales
establecidas. Estos han sido la riqueza de especies (S°), el indice de equidad de
especies, conocido como indice de Shannon-Wienner (H°), y el indice de dominancia
proporcional, o de Simpson (A). Estas determinaciones se realizaron tomando en
consideracion el nimero de individuos (esporas) de cada especie de HMA en la
comunidad formada en las distintas asociaciones vegetales, asi como su abundancia
proporcional. La evolucion estacional de estos parametros se puede observar en la
Figura 53. Por otra parte, el efecto global de las distintas asociaciones vegetales sobre

los indices de biodiversidad estudiados se muestra en la Figura 54.

4.4.1 Riqueza de especies.

La evolucion del indice de riqueza (S°) se muestra en la Figura 53A. Como se
puede apreciar, en las primeras etapas del estudio no fue posible la determinacién de
todas las especies inoculadas. Con posterioridad fue posible detectar un mayor nimero
de especies, a la vez que también se observo un importante aumento de las poblaciones
de todas las especies (ver Figuras 47 a 52), hasta hacerse maximos en las temporadas
de invierno y primavera de 2003, alcanzandose en algunos tratamientos el maximo valor
de 6, en los tratamientos inoculados. Seguido de esto, las especies de HMA encontradas
disminuyeron en numero, también en el momento en que se observd los descensos
poblacionales de algunas especies, como G. clarum y G. coronatum, como se describio
anteriormente. Finalmente se produce la estabilizacién de S° en todos los tratamientos
entre 3 y 4, a la vez que los tamafios poblacionales de las distintas especies presentan

una tendencia a la estabilizacion.

El efecto global de las distintas asociaciones vegetales analizadas sobre el valor
de S se presenta en la Figura 54A. Se observan algunas diferencias, en todo caso
moderadas, entre las distintas asociaciones vegetales, presentando los mayores valores
globales los tratamientos Mejorana, Lavanda y Retama solas, con indices levemente
superiores a 4 en todos los casos. Todas las demas asociaciones vegetales en sustrato
inoculado presentaron valores de S° entre 3.5 y 3.8, siendo la asociacion multiple en
suelo natural el tratamiento que present6 el menor valor (3.0), significativamente distinto

del resto.
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Figura 53. Evolucion de los indices de biodiversidad de las comunidades de hongos micorricico-
arbusculares formadas por tratamiento en funcion de la asociacion de especies vegetales durante
tres afios de estudio. (A) Evolucién de la riqguezas de especies (S°). (B) Evolucion del indice de
equidad de Shannon-Wiener (H"). (C) Evolucion del indice de dominancia de Simpson (7).
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Figura 54. Valores medios para indices de biodiversidad de las comunidades de hongos
micorricico-arbusculares formadas por tratamiento en funcion de la asociacion vegetal. (A)
Riqueza de especies (S°). (B) Equidad de especies de Shannon-Wiener (H*). (C) Dominancia de
Simpson (A). Las barras representan el error standard. Letras distintas en las gréaficas son
significativamente distintas segun el test de rango multiple de Tukey (p < 0.05; n=5).
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4.4.2 Equidad.

La evolucion del indice de equidad (H) se muestra en la Figura 53B. Este
parametro, como se ha descrito anteriormente, relaciona el numero de individuos de una
especie en particular respecto del total de individuos en una comunidad. En tal caso, se
puede observar que los bajos valores iniciales estarian relacionados, ademas de con la
reducida deteccion de especies de HMA presentes como se describid en el punto previo,
con la desigualdad en el tamafio de las poblaciones de las distintas especies
encontradas. Con posterioridad, se produjo un significativo aumento de los valores de H
en todos los tratamientos en invierno de 2003, debido a la mayor abundancia
proporcional de otras especies previamente no encontradas, en especial la aparicién en
el suelo de una apreciable poblacién de esporas de G. intraradices (ver Figura 50).
Posteriormente se produjo un brusco descenso de H', alcanzandose valores de entre 1y

1.7 en primavera de 2003, e inferiores a 1 durante el resto del estudio.

El efecto global de las distintas asociaciones vegetales analizadas sobre el valor
de H' se presenta en la Figura V-35B. Se observan diferencias significativas, aunque no
de gran magnitud, entre las distintas asociaciones vegetales, siendo Mejorana y Retama
solas, y la asociacion Retama+Romero los tratamientos con mayor valor de H™ (1.06-
1.08). Por el contrario, las asociaciones Mejorana+Retama, Lavanda+Retama y la
asociacion multiple en suelo natural, fueron los tratamientos con menores valores de H’
(0.87, 0.86 y 0.80 respectivamente).

4.4.3 Dominancia.

La evolucion del indice de dominancia proporcional (A) se muestra en la Figura
53C. Este parametro de abundancia proporcional representa la mayor probabilidad de
gue los individuos que componen una comunidad pertenezcan a una misma especie, por
lo que resulta de funcionalidad inversa al indice H. Como se puede observar, Los
mayores valores de A se presentaron al comienzo del estudio (valores entre 0.5 y 0.8),
bajando posteriormente hacia invierno-primavera de 2003 hasta valores cercanos a 0.2,
posterior a lo cual comenzé un aumento sostenido, haciéndose maximo en las dltimas
etapas de este estudio. Como la especie dominante en la comunidad fue G. constrictum,
el esquema que sigue este parametro es bastante similar al que presento la densidad

especifica de esta especie.

El efecto global de las distintas asociaciones vegetales analizadas sobre el valor

de S° se presenta en la Figura 54C. Como se puede observar, tampoco se presentaron

156



Resultados

diferencias importantes entre las distintas asociaciones vegetales, y dado el caracter
inverso de este pardmetro respecto de H°, resulta que los tratamientos con mayores
valores de A son aquellos que presentaban los menores valores de H'. En este caso,
Mejorana y Retama solas, y la asociacion Retama+Romero son los tratamientos que
presentan los menores valores, de entre 0.51 y 0.52, estadisticamente diferentes. Todos
los demas tratamientos forman un grupo bastante homogéneo, con valores de A de entre
0.57 y 0.63.
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5 RELACIONES ENTRE MEJORA DEL SUELO, COBERTURA VEGETAL,
DESARROLLO Y DIVERSIDAD DE HONGOS MICORRICICOS

Para complementar el estudio realizado, comprender de mejor forma el
comportamiento de los distintos parametros y grupos de variables, y analizar el
comportamiento conjunto de las distintas asociaciones vegetales sobre el conjunto de las
variables analizadas, se realiz6 analisis de correlacion lineal multiple (bivariada), y
analisis multivariante sobre las medias globales de cada individuo (Pérez 2001). En el
segundo caso, las variables se agruparon de acuerdo a si caracterizaban la mejora de las
caracteristicas fisico-quimicas del sustrato, el desarrollo del hongo, el crecimiento y

desarrollo de la planta o la biodiversidad de las comunidades de HMA en el sustrato.

51 Relaciones bivariadas entre los distintos parametros estudiados.

En la Tabla 11 se presentan los resultados del andlisis de correlacion lineal

multiple mediante los coeficientes de Pearson, asi como su significancia estadistica.

Tabla 11. Relaciones bivariadas (correlacion lineal de Pearson) establecidas entre las distintas
variables de respuesta analizadas.

»m @ 6 @»w 6 6 O B @O (10 diy a2 13 @14

(1) 1,000 -079 -489% - 469* - 628** - 582%* - 703** 246 -,679**-242 -216 ,016 -,065 -,713*
2) 1,000 -158 112 -180 -136 ,202 011 ,314* -040 -113 -109 ,011 -016

(3) 1,000 ,374* 417 354* 539% -263 511* 145 014 -,286* A412% 692*
(4) 1,000 ,500%* 489* 356* -096 ,343* 275 ,420% 121 118  455*
(5) 1,000 ,934* 549%* - 253 525% A58% 640* 133 -044 550%
(6) 1,000 ,443* -274 A411% 518 622% 182 -070 ,A54*
(7) 1,000 -,466* 914* 285 198 -220 247 ,810*
(8) 1,000 -,170 -444* 137 086 -,188 -A467*
(9) 1,000 ,190 209 -,300% 273 ,718*
(10) 1,000 ,364* 208 -,019 ,280

(11) 1,000 ,431* -404* 137

(12) 1,000 -,621** - 351*
(13) 1,000 ,445%
(14) 1,000

*La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

**|_a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

4(1)=pHw; (2)=P disponible Olsen (ug g'l); (3)=Glomalina facilmente extractable (mg g'l);
(4)=Agregados hidroestables (%); (5)=Micelio total (m g'l); (6)=Micelio vivo (m g'l); (7)=Densidad
de raiz total (m 100 g™); (8)=Colonizacién micorricica (%); (9)=Densidad de raiz colonizada (m 100
g"); (10)=Densidad esporas totales (esporas 100 g™); (11)=indice de riqueza de especies (S°);
(12)=indice de equidad de Shannon-Wiener (H’); (13)=indice de dominancia de Simpson (A);
(14)=Superficie de cobertura total (cm?).
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Se puede observar un gran numero de variables que guardaron una relacion
estadistica lineal. Entre los mas interesantes, se observé una relacién altamente
significativa e inversa entre los valores globales de pHw y otras variables del suelo, como
la cantidad de glomalina FE en éste y la formacion de agregados hidroestables, ademas
de con algunas variables representativas del desarrollo del hongo en el suelo, como las
distintas fracciones de micelio, y también con variables de crecimiento vegetal, como
fueron la densidad radical (tanto total como micorrizada) y la superficie de cobertura. Por
su parte, el contenido de P disponible en el sustrato no presentd relacién directa con
ningun otro parametro. El contenido de glomalina FE relaciond, como era de esperar, con
la densidad de distintos componentes del HMA, como el micelio y la raiz colonizada,
ademas de con variables del crecimiento vegetal, tales como su superficie de cobertura y
densidad radical. También result6 interesante su asociacion significativa con la formacion
de agregados hidroestables en suelo y con un parametro de diversidad, como es el indice
de dominancia. La formacién de agregados estables, como cabia esperar, presentd a su
vez correlacién con pardmetros de desarrollo del hongo en el suelo como la densidad de
micelio (tanto vivo como total), ademas de con la riqueza de especies de HMA en suelo y

con el crecimiento vegetal, expresado como superficie de cobertura total.

El componente micorricico también presentd relaciones significativas entre las
distintas variables que lo conformaron, ademas de con el crecimiento vegetal. En este
caso, las relaciones positivas que destacaron, entre otras, son la légica relacion entre
densidad de micelio total y vivo, la relacién entre micelio vivo con la densidad radical,
tanto total como de raiz colonizada, ademas de con la densidad de esporas en el
sustrato. Por otra parte, la densidad de micelio también correlaciono significativamente
con la riqgueza de especies, ademas de con el crecimiento aéreo de las plantas,
expresado como superficie de cobertura. La proporcion de raiz micorrizada presento una
relacién negativa, patente sobre todo al relacionarla con la densidad de raiz total, y con la
esporulacién, aungque también con la superficie de cobertura, dado la relacién entre este

parametro respecto de la densidad radical, tanto total como de raiz colonizada.

Los indices utilizados para caracterizar la diversidad de HMA en el suelo, por su
parte, se relacionaron entre ellos de la siguiente manera: la riqueza de especies (S)
relaciond positivamente con la equidad de las comunidades (H’), y éstas dos se
relacionaron negativamente con el indice de dominancia (A). Finalmente, sélo A relaciona

con la cobertura aérea total de manera directa.
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5.2  Andlisis multivariante de los grupos formados sobre las variables de

respuesta.

Para realizar el andlisis multivariante, luego de definir los diferentes grupos de
variables, se procedié a la realizacion de un analisis de regresion lineal multiple, con
método de seleccion de subconjuntos de variables independientes mediante pasos
sucesivos (Pérez 2001). Para este procedimiento se utiliz6 como variable dependiente
cada una de las variables y se estudio las variables que se incluian en cada caso. Con
las variables incorporadas para cada grupo, se procedié a la realizacion del andlisis
factorial, para obtener nuevos factores que explicasen el comportamiento global de las
variables incluidas (Pérez 2001). Se utilizé el método de extraccidén de las componentes
principales para este fin, obteniéndose de manera ventajosa una Unica componente por
cada grupo de variables. Los resultados para las variables estudiadas mediante regresion
lineal multiple, asi como los autovalores de las componentes principales obtenidas y la

varianza total explicada en cada caso se presentan en la Tabla 12.

Tabla 12. Grupos formados de acuerdo al tipo de variable, variables incluidas en el analisis
factorial y estadisticos del analisis.

Tipo grupo Variables Variables KMO, Chi cuad. Autovalor y var.
estudiadas selecionadas y sig. de Chi explicada
Mejora del suelo pHw pHw 0.66 1.89
P disponible Agregados 25.16 62.98%
Agregados Glomalina FE 0.00
Glomalina FE
Crecimiento del  Mic. Total Mic. Total 0.61 2.59
hongo Mic. Vivo Mic. Vivo 123.86 64.70%
Raiz colonizada  Raiz colonizada 0.00
Colonizacion Esporulacion
Esporulacion
Crecimiento Raiz total Raiz total 0.67 2.63
vegetal Raiz colonizada  Raiz colonizada 130.37 87.71%
Cobertura Cobertura 0.00
Diversidad Esporulacion Riqueza 0.65 1.98
Riqueza Equidad 32.97 65.92%
Equidad Dominancia 0.00
Dominancia
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Finalmente, los sujetos estudiados (las unidades experimentales, de acuerdo a
sus valores factoriales) fueron agrupados mediante la utilizacion de conglomerados o
andlisis cluster. Los andlisis realizados fueron de tipo no jerarquico, y el método de
agrupacion utilizado fue el del vecino més lejano. Esto permitio la representacion grafica
mediante dispersion de los sujetos y agrupacién de sujetos similares en graficos que
utilizaron como ejes los valores factoriales de las componentes obtenidas (ver Figuras 55
a 60).

5.2.1 Relacién entre caracteristicas edéaficas y de crecimiento veqgetal.

Los resultados del andlisis multivariante para la relacion entre mejora del suelo y
crecimiento vegetal se presentan en la Figura 55. Se puede observar por una parte una
clara tendencia lineal entre las componentes obtenidas para mejora de caracteristicas del
suelo y crecimiento vegetal, siendo el coeficiente de relacion entre estos factores de 0.75
(p<0.001).

En el primer grupo, se encuentra las unidades experimentales que han presentado
los menores efectos sobre la mejora de las caracteristicas del suelo, a la vez que han
presentado el menor crecimiento vegetal, y que incluye todos los individuos estudiados
de los tratamientos Retama sola y asociacion mdaltiple en suelo natural. A continuacion se
presentd un grupo con bajo efecto en la mejora de las condiciones del suelo y bajo
crecimiento vegetal, aunque superiores al grupo anterior, y que incluyé algunos sujetos
de asociaciones tales como Mejorana+Retama, Retama+Romero y Mejorana+Romero. El
grupo inmediatamente superior incluyé el resto de individuos de las anteriores
asociaciones y casi por completo tratamientos tales como Mejorana y Romero solos.
Finalmente, el grupo que mejores efectos ejercié sobre la mejora de las caracteristicas
del suelo y mayor crecimiento vegetal presentd incluye tratamientos con presencia de
Lavanda, tales como Lavanda sola, y las asociaciones Mejorana+Lavanda vy

Lavanda+Retama.
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Figura 55. Diagrama de dispersion de los sujetos segun las componentes principales obtenidas
por andlisis factorial para las variables de crecimiento vegetal (88% de la varianza total explicada)
y las variables de caracteristicas edéficas (63% de la varianza total explicada). Los poligonos
engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto grado de similitud de acuerdo
con el andlisis de conglomerados, y debe ser entendido como una ayuda visual para la
discriminacion de grupos.

5.2.2 Relacidén entre caracteristicas edaficas y de desarrollo del hongo.

Los resultados del analisis multivariante para la relacion entre mejora del suelo y
crecimiento del hongo micorricico se presentan en la Figura 56. También se present6 una
relacién lineal ente las componentes que agrupan variables de mejora del suelo y
desarrollo de los HMA (r=0.68, p<0.001).

Nuevamente, el grupo de menor efecto en los pardmetros estudiados fue el que
incluyé los tratamientos Retama sola y la asociaciéon mdltiple en suelo natural. Los
siguientes dos grupos mostraron un efecto medio sobre el conjunto de las variables
analizadas, e incluyo tratamientos como Mejorana sola y asociaciones de Romero como
Retama+Romero, Mejorana+Romero y Lavanda+Romero. Otro grupo que presentd un
alto efecto sobre la mejora de las caracteristicas edéficas, e igualmente un alto desarrollo
del hongo se conformd por tratamientos tales como Romero solo, Mejorana+Lavanda y
Lavanda+Retama. El grupo que presenté un mayor efecto sobre los factores estudiados

incluyé sélo un individuo de Mejorana sola y dos de Lavanda sola.
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Figura 56. Diagrama de dispersion de los sujetos segun las componentes principales obtenidas
por analisis factorial para las variables de crecimiento del hongo micorricico en suelo (65% de la
varianza total explicada) y las variables de caracteristicas edéficas (63% de la varianza total
explicada). Los poligonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto
grado de similitud de acuerdo con el andlisis de conglomerados, y debe ser entendido como una
ayuda visual para la discriminacién de grupos.

5.2.3 Relacién entre caracteristicas edaficas y diversidad.

Los resultados del andlisis multivariante para la relacion entre mejora del suelo y
diversidad de hongos micorricicos se presentan en la Figura 57. Como se observa, no se

presentd una relacién lineal entre las componentes obtenidas (r=-0.039, P=0.795).

El grupo en que menores efectos se observaron sobre la mejora del suelo en
conjunto a una menor diversidad fangica incluy6 a la asociacion multiple en suelo natural
y sujetos de otros tratamientos como la asociacion multiple en sustrato inoculado. Aun sin
presentar una mejora del suelo, el tratamiento Retama sola (y algunos sujetos de otros 4
tratamientos) fue el que present6 los mayores efectos en el aumento de la diversidad.
Otro grupo formado incluyé buena parte de los restantes tratamientos, caracterizandose
por un importante efecto sobre la mejora de las caracteristicas del suelo y un nivel medio-
alto de diversidad. Entre otros, incluyo los tratamientos Lavanda y Romero solos, y las
asociaciones Mejorana+Lavanda, Lavanda+Retama y Retama+Romero. El tratamiento
Mejorana sola, por su parte, representd por si solo un grupo aparte, pues presentd

mayores niveles de biodiversidad de HMA de forma global.
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Figura 57. Diagrama de dispersion de los sujetos segun las componentes principales obtenidas
por andlisis factorial para los indices de biodiversidad de hongos micorricicos (66 % de la varianza
total explicada) y las variables de caracteristicas edaficas (63 % de la varianza total explicada).
Los poligonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto grado de
similitud de acuerdo con el analisis de conglomerados, y debe ser entendido como una ayuda
visual para la discriminacion de grupos.

5.2.4 Relacion entre crecimiento vegetal y desarrollo del hongo.

Los resultados del andlisis multivariante para la relacién entre crecimiento vegetal
y crecimiento del hongo micorricico se presentan en la Figura 58. También entre los
factores que reunen las variables de éstos grupos se observdé una dependencia lineal
(r=0.68, p<0.001).

El grupo que presenté los menores niveles en ambas componentes estudiadas
incluyé nuevamente de forma integra los tratamientos Retama sola y la asociacion
multiple en suelo Natural. Con un efecto mayor para ambas componentes, se formé un
grupo bastante grande, englobando un gran nimero de los tratamientos, tales como
Romero solo, las asociaciones Mejorana+tRomero, Retama+Romero, Mejorana+Retama,
Lavanda+Retama, Mejorana+Lavanda y la asociacion multiple en sustrato inoculado. El
tratamiento Mejorana sola formo por si solo un grupo aparte, que presentd los mayores
valores de desarrollo del hongo, aungque no los mayores valores en crecimiento vegetal,

gue si presento el tratamiento Lavanda sola, en otro grupo.
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Figura 58. Diagrama de dispersion de los sujetos segun las componentes principales obtenidas
por andlisis factorial para las variables de crecimiento vegetal (88% de la varianza total explicada)
y las variables de crecimiento del hongo micorricico en suelo (65% de la varianza total explicada).
Los poligonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto grado de
similitud de acuerdo con el analisis de conglomerados, y debe ser entendido como una ayuda
visual para la discriminacion de grupos.

5.2.5 Relacidn entre crecimiento vegetal y diversidad.

Los resultados del andlisis multivariante para la relacién entre crecimiento vegetal
y diversidad de hongos MA se presentan en la Figura 59. Entre estas componentes

tampoco se observé relacion lineal (r=-0.207, p=0.16).

El grupo que presentd bajos niveles en ambas componentes se conformod
basicamente de los tratamientos que utilizaron las asociaciones vegetales multiples,
ademas de algunos individuos de la asociacion Mejorana+Retama. Otro grupo, que
presentdé un valor de diversidad de hongos bastante mayor, aunque no tan diferente
respecto del crecimiento vegetal incluy6 tratamientos tales como Mejorana y Romero
solos, y asociaciones como Retama+Romero y los individuos restantes de la asociacion
Mejorana+Retama. Lavanda sola y sus asociaciones (con Retama y con Mejorana)
formaron un grupo que presentd un apreciable mayor efecto sobre el crecimiento vegetal,
aunque un término medio en cuanto a su nivel de biodiversidad. Finalmente, el
tratamiento Retama sola formé por si solo un grupo caracterizado por una elevada

diversidad, a la vez de los menores efectos sobre el crecimiento vegetal
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Figura 59. Diagrama de dispersion de los sujetos segun las componentes principales obtenidas
por andlisis factorial para las variables de crecimiento vegetal (88% de la varianza total explicada)
y los indices de biodiversidad de hongos micorricicos (66% de la varianza total explicada). Los
poligonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto grado de similitud
de acuerdo con el analisis de conglomerados, y debe ser entendido como una ayuda visual para la
discriminacion de grupos.

5.2.6 Relacién entre desarrollo del hongo v diversidad.

Los resultados del andlisis multivariante para la relacion entre crecimiento del
hongo micorricico y su diversidad se presentan en la Figura 60. Las componentes
obtenidas del analisis factorial tampoco presentaron relacion para los grupos estudiados
(r=0.253, p=0.083).

El grupo que menos influyd sobre ambas componentes incluyé ambas
asociaciones multiples y algunos sujetos de la asociacion Mejorana+Retama. Un grupo
de niveles medios en ambas componentes englobé los tratamientos Romero solo y las
asociaciones Lavanda+Romero, Mejoranat+Lavanda y MejoranatRomero. Los
tratamientos Retama sola y Retama+Romero formaron un grupo con un alto nivel de
diversidad, aun cuando el desarrollo de los HMA fuera de los més reducidos. Finalmente,
los tratamientos donde mas se desarrollé el hongo, y con igualmente altos niveles de

diversidad incluy6 integramente a los tratamientos Mejorana y Lavanda solas.
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Figura 60. Diagrama de dispersion de los sujetos segun las componentes principales obtenidas
por andlisis factorial para los indices de biodiversidad de hongos micorricicos (66% de la varianza
total explicada) y las variables de crecimiento del hongo micorricico en suelo (65% de la varianza
total explicada). Los poligonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto
grado de similitud de acuerdo con el andlisis de conglomerados, y debe ser entendido como una
ayuda visual para la discriminacién de grupos.
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Discusion

La degradacion de la cubierta vegetal y la consecuente perdida de diversidad y
estructura de las comunidades, particularmente en ambientes Mediterraneos éaridos y
semiaridos, se producen en una espiral en la que confluyen la fragilidad del ecosistema
por razones climaticas, edaficas y la accidbn humana. Debido a esto, la perdida de la
estructura y equilibrio de la cubierta vegetal es sélo una de las componentes del deterioro
global del ecosistema, haciéndose necesario frenar este bucle de degradacion de los
ecosistemas en areas fragiles. Las actuaciones tendientes a revertir esta espiral deben
comprender no sélo la reposicion de las especies vegetales idéneas, sino también los
componentes microbianos propios y adecuados al mejor desarrollo de la cubierta vegetal,
puesto que es bien conocido que la degradacién de la cubierta vegetal va asociada a la
degradacion de los componentes biologicos y fisico-quimicos del suelo subyacente
(Barea et al. 1996; Requena et al. 1996; Requena 1997; Pérez-Solis 2001; Wu et al.
2002).

Es por esto que, en este estudio se plante6 como principal objetivo el analisis de
la influencia de la cobertura vegetal, considerando su diversidad y estructura, sobre las
poblaciones de HMA presentes tanto en el suelo como en el sistema radical, y cdmo
estas se asociaban entre si, influenciando la formacion de distintas comunidades de

HMA. La variacién en la diversidad y en la estructura de estas comunidades de hongos,
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por efecto de las distintas caracteristicas de la cubierta vegetal, puede llegar a ser de
primordial importancia, puesto que los efectos de los distintos hongos sobre las plantas
pueden llegar a de gran magnitud dependiendo de la especificidad de la simbiosis
establecida, asi como en el efecto de seleccion que cada planta pueda tener sobre las
distintas especies de HMA en la comunidad, (Bever 2002a; b), y el tamafo final y
potencial micorricico que presente el ecosistema, repercutiendo en la capacidad infectiva-
colonizadora que puedan presentar las comunidades resultantes, sobre todo en

ecosistemas degradados (Wu et al. 2002).

Por lo anterior se decidio utilizar, como se justificé en el capitulo 11l de esta Tesis
Doctoral, especies vegetales que fuese posible encontrar de forma natural en las
comunidades vegetales propias de ecosistemas mediterraneos desarrollados bajo
condiciones aridas/semiaridas, y que pudiesen ser objeto de utilizacion biotecnoldgica en
procesos de recuperacion de la cubierta vegetal en ambientes degradados y/o
desertificados de la Cuenca Mediterranea. Ya se mencioné en el capitulo introductorio de
esta tesis, las ventajas que presenta el hecho de utilizar este tipo de especies vegetales
con fines de recuperacion de ecosistemas mediterrdneos degradados. Entre estas
razones se cuenta el que la cobertura y consecuente proteccién del suelo que presentan
especies arbustivas y matorrales, respecto de especies arboreas es similar (Carreras
1992; Herrera et al. 1993; Barea et al. 1996; Requena 1997); ademas, al tratarse de
especies nativas, su adaptacion al clima y a las condiciones edaficas particulares es

mayor respecto a especies aléctonas (Herrera et al. 1993; Requena 1997).

Considerando ademas las posibles utilidades y aplicaciones practicas de los
estudios aqui realizado, se ha evaluado en mesocosmos (debido a las limitaciones
mencionadas en el capitulo Il de esta tesis) la evolucion de parametros edaficos sobre
un sustrato (suelo) representativo de la hoya Guadiciano-Baztetana, que presentaba una
casi nula cobertura vegetal, bajo nivel de agregacion del suelo, reducido contenido de
materia organica, escaso potencial micorricico inicial, fuerte erosidon en carcavas, y una
muy baja tolerancia a la erosién (de unas 4 ton ha™® afio™, segin Pujalte y Prieto 1980).
La simulacion realizada ha intentado representar los procesos que podrian haberse visto
afectados en un hipotético proceso de recuperacién del ecosistema degradado y, en
buena medida, los resultados aqui obtenidos podrian ser extrapolables al
comportamiento que se presentaria en un sistema en condiciones naturales. Por esto, se
decidié comprender en este estudio un numero considerable de variables que podrian
verse influenciadas por las diferentes asociaciones vegetales, tanto a nivel de desarrollo

del hongo, de mejora de las caracteristicas del suelo, de la evolucion de la diversidad y
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estructura de las comunidades de hongos micorricicos, asi como también del propio
efecto de las distintas asociaciones vegetales sobre el crecimiento de las plantas
utilizadas en conujunto, y como a causa de esto se estructuran las comunidades
vegetales. Ademas, y considerando que estos parametros varian a través del tiempo, se
considero el estudio a mediano-largo plazo, a fin de que se reflejasen las variaciones por
efecto de las condiciones del tiempo ambiente, y se reflejasen los posibles efectos
producto de los diferentes estados fenoldgicos que presentan las especies utilizadas a lo

largo del afio.

Por su parte, las especies de HMA que se utilizaron para formar el consorcio
inicial, comunidad de HMA que de forma dirigida se formul6 y aplico homogéneamente en
todas las asociaciones vegetales analizadas, se eligieron basados en la presencia comudn
de estas especies en ambientes/ecosistemas mediterrdneos. Otro aspecto de suma
relevancia por las implicancias bésicas que puede presentar este trabajo es que eran
facilmente distinguibles por la morfologia de sus estructuras de resistencia (esporas). De
esta forma, los datos obtenidos para las comunidades de HMA, principalmente en suelo,
resultaron de mayor fiabilidad que si se hubiesen utilizado especies que compartieran
caracteres morfolégicos, al menos durante alguna de las etapas de su desarrollo
ontogénico. Respecto de esto, cabe sefialar ademas la necesidad de que las distintas
especies de HMA utilizadas presentasen perfiles genéticos que los pudieran diferenciar
en una comunidad compleja (como puede ser una raiz colonizada) por medios
moleculares, puesto que es posible la superposicion tanto morfolégica como en las

secuencias de los genes factibles de utilizar para su identificacién.

Como ejemplo de lo anterior, Rodriguez y colaboradores (2005) realizaron
estudios morfologicos y moleculares de diferentes aislados de Glomus claroideum y G.
etunicatum basados en el dominio D2 de la subunidad 25S del gen DNAr, utilizando PCR-
SSCP-secuenciacion, encontrando que se producia una aparente superposicién de las
caracteristicas morfoldgicas entre el universo de esporas de las dos especies, hecho que
también fue observado a nivel de las secuencias obtenidas, siendo 4 de un total de 11
secuencias comunes a las dos especies (que representaba el 32% de 564 clones
analizados). Algo similar encontraron Vandenkoornhuyse y Leyval (1998) analizando la
subunidad 18S del gen ADNr de diversos aislados de G. mosseae de coleccién. Este
hecho también podria explicar la divergencia filogenética que se ha encontrado para el
aislado de G. clarum utilizado en este estudio, puesto que las divergencias morfologicas
en esta especie, descritas en estudios previos (Schibler et al. 2001; Calvente 2003),

podrian poseer una base en la superposicion de sus secuencias, que hacen que distintos
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aislados de esta especie aparezcan en numerosas ocasiones en ramas filogenéticas
diferentes, mas emparentadas con otras especies de Glomus que ente ellas. No obstante
lo anterior, Stukenbrock y Rosendahl (2005a; b), estudiando mediante PCR multiplex
nidada y SSCP la diversidad clonal y la estructura de las comunidades de HMA del
género Glomus en parcelas cultivadas mediante cultivo convencional y organico,
encontraron genotipos Unicos, sugiriendo que no habia recombinacion. La misma
metodologia fue usada para estudiar esporas individuales de tres especies de HMA,
Glomus mosseae, G. caledonium y G. geosporum, usando cebadores especificos para el
dominio D2 de LSU rDNA, encontrando una copia de cada gen estudiado, por lo que se

supone un estado homocariético.

Entrando de lleno en la temética de esta investigacion, debe ser considerado, no
obstante, que el estudio de la diversidad biologica resulta complejo debido a muchas
razones, entre las que destacan el tratarse de un concepto relativamente reciente.
Ademas, debido a la ingente cantidad de parametros que se han intentado utilizar para su
expresion, no existe aun paridad de criterios ni homogeneidad en su expresion y posterior
interpretacion (Magurran 1988). En el caso particular de los HMA, estas complicaciones
se ven incrementadas por las dificultades que todavia se presentan para su
conceptualizacion adecuada como especie, asi como la delimitacion de la unidad

fundamental utilizada en el estudio de la diversidad taxondmica, el individuo.

Tradicionalmente, ha sido la espora la unidad fundamental de estudio en este
grupo de hongos, tanto para su caracterizacion morfolégica, su identificacion taxonémica
y el estudio de densidades poblacionales y estructura de comunidades en suelo. Sin
embargo, esta unidad morfolégica puede poseer, como se ha mencionado en la
Introduccién de esta Tesis, varios cientos o algunos miles de ndcleos, los que pueden
poseer incluso diferentes origenes, hecho que se ha podido relacionar a la existencia de
anastomosis vegetativas (Gianinazzi-Pearson et al. 2001). Como se mencionaba con
anterioridad, esta “promiscuidad” nuclear podria ser la causa de que se encuentre una
alta variabilidad entre las copias de ADNr, incluso las presentes en una sola espora
(Sanders et al. 1995; Hijri et al. 1999; Sanders et al 1999; Clapp et al. 2001), asi como la
superposicion de secuencias entre especies consideradas diferentes (Rodriguez et al.
2005). No obstante, esta alta variabilidad genética y fenotipica representa una
variabilidad global baja, que puede deberse al hecho de que los HMA, al ser
multigendmicos, buena parte de esa redundancia puede tener un efecto tampén (Koch et
al. 2004).
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Por lo anterior, resulta necesaria la aplicacion de técnicas moleculares que
complementen el estudio de la diversidad en este grupo de hongos, y que de alguna
manera confieran la seguridad de realizar una correcta diferenciacion taxonémica de los
distintos niveles de HMA que pudieran incluirse en una comunidad. A pesar de que la
caracterizacion molecular de HMA ha sido hasta no hace mucho una labor bastante
complicada, por las limitaciones descritas anteriormente, en la actualidad es una tarea
realizada de forma casi rutinaria, habiéndose llevado a cabo muchos trabajos destinados
a caracterizar diferentes especies de HMA, tanto en suelo como en raiz (Simon et al.
1992; 1993; Clapp et al. 1995; Vandenkoornhuyse y Leyval 1998; van Tuinen et al. 1998;
Chelius y Triplett 1999; van Elsas et al. 2000; Turnau et al. 2001; Vandenkoornhuyse et
al. Saito et al. 2004), asi como también en un amplio rango de situaciones, que va desde
la deteccion monoespecifica en raices colonizadas (Fillion et al. 2002; Isayenkov et al.
2003) a la caracterizacion de las especies componentes de una comunidad compleja,
tanto en comunidades de HMA controladas, como en este estudio, asi como también en
condiciones naturales (Clapp et al. 1995; Jacquot et al. 2000; Daniell et al. 2001; Jacquot-
Plumey et al. 2001).

En todo caso, se ha utilizado con los fines antes descritos, distintas zonas del gen
ribosomal, dadas las caracteristicas de conservacién que posee (ver Introduccién). De
todas las regiones, las que mas se han utilizado son las codificantes, en especial la
subunidad 18S, puesto que muestra el menor grado de variacion. No obstante, en otros
estudios se ha utilizado justamente la mayor variabilidad de las regiones espaciadoras
(en especial ITS) para diferenciar ente distintos taxa de HMA (Redecker et al. 1997; 1999;
Redecker 2000; Renker et al. 2005). En el presente estudio se optd por la utilizacion de la
subunidad 18S ADNr, puesto que permitia un mayor grado de especificidad, sobre todo
considerando que todos los hongos utilizados en el consorcio inicial pertenecian al mismo
género, previniendo asi que se incluyese otro tipo de organismos eucariotas,
particularmente las plantas hospederas, puesto que en el caso de las raices colonizadas
la separacion fisica de los distintos componentes de la simbiosis es impracticable. Y por
otra parte, la existencia de un cebador “especifico”, AM1 (Helgason et al. 1998), que era
capaz de amplificar por PCR todos los HMA presentes en el estudio. Por otra parte, se
optdé por el sistema de TTGE para la confirmacién de la presencia/ausencia de un
determinado HMA en la raiz, puesto que los sistemas de geles desnaturalizantes han
resultado de un incalculable valor en el estudio de las comunidades microbianas (Muyzer
y Smalla 1998; Muyzer 1999; Heuer et al. 2001), permitiendo la diferenciacion de distintas

especies basados en pequerfias diferencias en las secuencias de sus genes ribosémicos.
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Ademas, ha sido utilizado exitosamente en la caracterizacion de otros gupos microbianos

procariotas complejos (Vazquez et al. 2001; Ogier et al. 2002).

La optimizacion realizada para la deteccién de los HMA utilizados en este estudio
por TTGE se baso inicialmente en el estudio realizado por Kowalchuk y colaboradores
(2002), utilizando un cebador universal (NS31) con un extremo GC y el primer “especifico
de glomerales” AM1. El primer enfoque adoptado para la caracterizacion de los HMA
consisitd en la aplicacion directa en TTGE de los productos de PCR obtenidos para las 6
especies utilizadas con los cebadores antes mencionados. Como se puede observar en
la Figura V-20, la separacién de los productos de PCR de los distintos hongos utilizados
no resultd posible en todos los casos, aln menos cuando se trataba de una mezcla, que
podria teéricamente representar una comunidad natural. Dado que la separacion de las
distintas bandas por el sistema de TTGE se basa en la variacion en la secuencia, la alta
homologia presente entre las regiones NS31/AM1 de G. coronatum y de G. mosseae, y
de G. constrictum y G. viscosum podria explicar porqué estas especies no se distinguieon
en el gel desnaturalizante. Por otra parte, la separacion parcial de la doble cadena de
ADN se inicia desde el dominio donde la temperatura de fusion es la mas baja,
determinando de esta manera la detencion parcial o total de la migracion en el gel
(Muyzer y Smalla 1998; Muyzer 1999). Como se puede apreciar en la Figura V-21A, la
zona con la temperatura de fusion de la doble cadena mas baja comprende un segmento
prolongado de la secuencia, que comienza aproximadamente a los 240 pb y que se
mantiene homogéneo hasta los 590 pb (en sentido 5’-3’), lo que podria explicar el hecho
de que la detencion de la migracion se produzca para todas las especies analizadas en

una region proxima en el gel desnaturalizante.

En el estudio realizado por Kowalchuk y colaboradores (2002), la misma regién de
G. mosseae, G. clarum y Glomus sp. por DGGE, una técnica que trabaja con el mismo
principio que TTGE, demostraba que estas especies presentaban un perfil distinguible de
DGGE, aunque las diferencias observadas en la migracion de las bandas eran muy
pequefas, observandose estas diferencias en mayor medida ente géneros y levemente
entre las diferentes especies estudiadas del género Glomus. En un estudio posterior,
Opic y colaboradores (2003) también observaron que el andlisis por DGGE de la region
ribosomal NS31/AM1 permitié la discriminacion de géneros de HMA, pero no siempre de

especies.
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Esto hizo necesaria la blusqueda de un dominio que presentara mayor variacion
en la secuencia y que produjera, por tanto, mayores diferencias en las temperaturas
minimas de fusion. Posterior al alineamiento de un elevado nimero de secuencias de la
zona NS31/AM1, tanto propias de este estudio como de la base de datos, se encontro
una zona conservada que permitié el disefio de un nuevo cebador, Glol (Figura V-22),
gue amplificaba una region de aproximadamente 270 pb cuando era usado con el
cebador NS31-GC, y que si presentaba mayores diferencias en las temperaturas de
fusién en el dominio final de la secuencia para los distintos HMA (Figura V-21B), ya la vez
que permitia una clara diferenciacién ente los perfiles de los HMA utilizados (Figura V-
23). Para esto, se hizo necesaria la optimizacion de PCR-nidada, que tal como se ha
utilizado aqui, combina la especificidad (relativa) para HMA del cebador AM1 (Helgason
et al. 1998) con el poder de resoluciéon en los geles desnaturalizantes del sistema GC-
NS31/Glol. Sin embargo, debe ser tenido en cuenta que aunque el cebador AM1
permitiria la discriminacion de HMA respecto de otros tipos de hongos, las secuencias de
varios HMA o emparentados a éstos, tales como Acaulospora gerdemannii, Geosiphon y
Paraglomus no se amplifican con este cebador (Schufler et al. 2001). Por lo tanto, el
enfoque presentado puede no ser util para la identificacion de estos particulares y

ancestrales HMA.

Por otra parte, algunos estudios recientes demuestran que el cebador AM1 no
amplifica estrictamente sélo la subunidad 18S ADNr de HMA. Como ejemplo de esto,
Douhan y colaboradores (2005), realizando un estudio con los cebadores NS31-AM1 vy
posterior secuenciacién para la identificacion de HMA in planta en tres comunidades
vegetales, encontraron que en raices de Quercus douglasii la mayoria de los clones
obtenidos eran de hongos no micorricicos. En un estudio BLAST de la secuencia del
cebador AM1 con otras especies de distintos ordenes de hongos, encontraron solo leves
diferencias respecto a HMA en la zona de union del oligonucleoético a la subunidad 18S
DNAr. Heinemeyer y colaboradores (2003), por su parte, utilizando el mismo par de
cebadores, obtuvieron 10 secuencias correspondientes a Glomaceae y Gigasporaceae,
ademas de otras tres secuencias correspondientes a la subunidad 18S del gen DNAr de
hongos ascomicetos. En el presente estudio, en determinadas ocasiones se pudo
encontrar dos bandas al realizar el andlisis de TTGE para G. intraradices, encontrandose
alta homologia de una de ellas con Capnobotryella sp., un hongo ascomiceto (dato no

mostrado).

EL perfil obtenido para G. viscosum (Figura V-23, linea 6), por otra parte,

presenta 4 bandas, lo que podria representar algun tipo de contaminacién por otro hongo
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(micorricico o no). No obstante, la secuenciacion de cada una de las bandas obtenidas
mostraba una alta homologia con la secuencia presente para este aislado en particular en
la base de datos, con valores superiores al 98% en todos los casos (datos no mostrados).
Esto sugiere que las diversas bandas presentadas por G. viscosum representan la
variabilidad genética entre las copias del gen de DNAr descritas en ciertos HMA (Sanders
et al. 1995).

El umbral de deteccion de esta técnica, aplicadaa la diferenciacion de diversos
HMA, fue determinado en una primera aproximacion partiendo de un namero variable de
esporas de HMA de G. clarum y G. coronatum, y posteriormente a partir de cantidades
variables de ADN gendémico de los hongos mencionados (Figura V-24). Por las
dificultades que tiene encontrar una relativa homogeneidad entre los contenidos de
material genético ente esporas, por la propia viabilidad de cada espora, por su numero
variable de nucleos (Bécard y Pfeffer 1993; Giovanetti y Gianinazzi-Pearson 1994; Hosny
et al. 1998a), y finalmente por su contenido variable de ADN (Hosny et al. 1998a), la
aproximacion realizada utilizando diferentes cantidades de ADN gendmico resulta mas
acertada. Ademas, puede presentar una mayor uniformidad al comparar la cantidad
relativa de HMA en una comunidad, como puede ser el interior de una raiz, en la que
generalmente no se encuentran las estructuras de resistencia. En este sentido, se mostrd
gque cuando una especie representaba el 1% o menos del ADN gendmico total, se

registraba la ausencia de deteccién por TTGE.

Aplicado a este estudio, como se puede apreciar en las Figuras V-28 y V-30, solo
fue posible la deteccion mediante TTGE de G. clarum y G. coronatum en las raices
durante las primeras etapas. En general, coincidi6 que aquellas asociaciones vegetales
en que fue posible la deteccion de estas especies era donde se presentaba una mayor
densidad de esporas de éstas especies en el suelo. Ademas, la no deteccion posterior a
primavera de 2003 se asocié con un descenso brusco y generalizado de las densidades

de esporas de estas especies.

Respecto de las densidades especificas que presentaban las antes mencionadas
especies de HMA (Figura V-27), es posible observar que en todo momento fue muy baja,
por debajo de 10% en el caso de G. clarum en la temporada desde otofio de 2002 a
primavera de 2003, y menos de 20% en G. coronatum en igual periodo. Posteriormente,
sus densidades se redujeron, hasta desaparecer de las comunidades de HMA en el
suelo. Es posible por tanto que aun representando un nivel mayor al 1% de la comunidad
de esporas, su contribucion al conjunto génico de HMA en la raiz no alcanzase ese nivel.

Algo parecido se podria haber presentado en el caso de G. mosseae y G. viscosum,
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especies que fueron detectadas a lo largo de todo el estudio, pero de forma desigual y en
pocas asociaciones cada vez. En el caso de G. constrictum es posible realizar su
deteccion en todo momento y casi en la totalidad de tratamientos, hecho que concuerda
con sus altas densidades de esporas en el suelo, asi como sus crecientes densidades
especificas (Di). Algo similar ocurre con G. intraradices, aunque en este caso los niveles
poblacionales en suelo (densidad de esporas) son varias veces menores a los
presentados por G. constrictum. Su recurrente deteccién podria verse justificada por el
habito de crecimiento que presenta esta especie en particular, capaz de formar
estructuras de resistencia al interior de la raiz en un alto nimero. Estas estructuras
habrian servido de reservorio de material genético, lo que podria haber ocasionado que al
realizarse la extraccion de ADN gendmico desde la raiz, la proporcion relativa de las
demas especies en el extracto crudo (a excepcion de G. constrictum) se encontrase por

debajo del umbral de deteccion por TTGE.

La cuantificacion de cada hongo, y su contribucion proporcional a la comunidad de
HMA al interior de la raiz, podria en teoria realizarse mediante la aplicacion de PCR
cuantitativa, aunque pocos estudios referidos a este tipo de hongos y su diversidad han
sido realizados hasta el momento. Por otra parte, los estudios que se han realizado no
comprenden el estudio de comunidades complejas de HMA. Como ejemplo de esto,
Fillion y colaboradores (2003), utilizando cebadores especificos de los hongos del suelo
Fusarium solani y G. intraradices, fueron capaces de detectar y cuantificar su presencia
utilizando un fragmento de SSU rDNA. Los cebadores utilizados para G. intraradices
fueron Glfor y Glrev, que producen un fragmento de 362 pb cercano al extremo 3’ de
SSU rRNA. En el intento de encontrar cebadores especificos de las especies utilizadas
en este estudio para su cuantificacion en raiz, los cebadores antes mencionados fueron
alineados conjuntamente con numerosas secuencias de diferentes especies de HMA,
encontrandose que eran complementarios no sélo a las secuencias de G. intraradices,

sino de muchas otras especies del género Glomus (datos no mostrados).

Otra aproximacién en el intento de disefiar cebadores especificos para los HMA
utilizados en este estudio comprendid el analisis de secuencias completas de la SSU
rDNA, encontrandose solo leves diferencias en las secuencias nucleotidicas que dificultd
su disefio. Isayenkov y colaboradores (2004) también utlizaron RT-PCR para la
cuantificacién de G. intraradices colonizando raices de Medicago truncatula. Encontraron
gque existia una alta relacién entre los niveles de colonizacion micorricica y las cantidades
relativas de rRNA/rDNA. Utilizaron para la amplificacién del hongo los cebadores GLOM-

RNSF/GLOM-RNSR, que amplifican una zona diferente del gen ribosémico, que incluye
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regiones de la subunidad 5.8S y de ITS. En este sentido, el disefio de cebadores
especificos puede requerir el analisis de regiones més variables de rDNA, como en la
subunidad 25S rDNA o ITS. No obstante, la secuenciacion de la zona LR1/LSU0805 de la
subunodad 25S del gen DNAr de los hongos utilizados en este estudio demostré la
presencia que polimorfismos que dificultaron el disefio de cebadores especificos, aunque
actualmente se contindia por esa linea. Este enfoque si podria ser Gtil para la resolucion
de diversos aislados de una misma especie de HMA (Kowalchuk et al. 2002; van Tuinen
et al. 1998; Kjoller y Rosendahl 2000), puesto que como se observa en la Figura V-25,
diferentes aislados de una misma especie de HMA analizados mediante la utilizacion de

la zona NS31/Glol por TTGE, no presentaron perfiles que permitieran su diferenciacion.

Por otra parte, el nivel de diversidad reproducido en este estudio, podria ser
considerado bajo si lo comparamos con la diversidad descrita en algunos estudios, en
general en agroecosistemas como praderas o bosques tropicales. Como ejemplo de esto
Eom y colaboradores (2000), trabajando con cinco especies herbaceas, encontraron
hasta un total de 16 morfotipos de esporas de HMA, y Mangan y colaboradores (2004),
estudiando sistemas de bosques tropicales, tanto en islas como en suelos continentales
en Panamd, encontraron hasta un total de 27 morfotipos de esporas de HMA. No
obstante, en otro tipo de ecosistemas, los niveles de diversidad (medido como riqueza de
especies o morfotipos) puede llegar a ser considerablemente menor. En suelos
contaminados con productos quimicos provenientes de una planta de fertilizantes, por
ejemplo, Renker y colaboradores (2005) encontraron un total de 6 especies, todas
pertenecientes al género Glomus. Carvalho y colaboradores (ANO), estudiando suelos
pantanosos del estuario del Tajo, encontraron una riqueza de 4 especies. En ambientes
mediterrdneos, como el aqui simulado, la diversidad natural encontrada puede ser
todavia menor, encontrandose comunidades que normalmente se componen de unas 5-6
especies (Atkinson et al. 2002; Calvente 2003; Ferrol et al 2003), o incluso menos en
suelos afectados con procesos de desertificacion, como el caso del trabajo realizado por
Palenzuela y colaboradores (2002), quienes encontraron so6lo3 espeies de HMA en un

ecosistema semiarido del sureste de Espafia (Murcia).

En tal contexto, el nivel de diversidad de la comunidad inicial de MA utilizada aqui
concuerda con los niveles descritos en ecosistemas similares. Ademas, el hecho de que
las comunidades estén compuestas en este tipo de ambientes basicamente por especies
del género Glomus se explicaria por la menor capacidad de adaptacion que presentan

otros géneros de HMA, tales como Gigaspora o Scutellospora (Morton et al. 1995; Clapp
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et al. 2002). A pesar de esta aparente baja diversidad taxon6mica, Munkvold y
colaboradores (2004), estudiando la diversidad functional inter e intraespecifica de cuatro
especies de HMA del género Glomus (G. mosseae, G.claroideum, G. caledonium y G.
geosporum), encontraron que la gran diversidad intraespecifica en el crecimiento del
micelio en las distintas especies, y la mejora en la captaciéon de P observada puede
significar que, aun cuando exista una comunidad de HMA con una baja diversidad de

especies, esta puede representar una importante heterogeneidad funcional.

A pesar de encontrarse diferencias estadisticas significativas entre los distintos
tratamientos, tanto a nivel puntual durante una etapa en particular del estudio, asi como
de forma global, los estudios realizados respecto de la influencia de la utilizacién de
distintas especies de plantas naturales de la region Mediterrdnea, asi como las distintas
asociaciones posibles de éstas, no produjeron cambios de gran magnitud, primero en la
composicion, y luego en la estructura de las comunidades de HMA (ver Figura XXXX),
tanto en las raices como en el suelo. Esto es considerando que en todas las asociaciones
la especie dominante resulté ser G. constrictum, que se encontraban poblaciones de G.
intraradices en cantidades significativas, que tanto G. mosseae como G. viscosum
representaban una pequefia proporcion de la comunidad de HMA formada, y que en
todos los casos, y aproximadamente al mismo tiempo, desaparecian las poblaciones

tanto de G. clarum como de G. coronatum (Figura V-18).

Respecto de este comportamiento observado, numerosos trabajos previos han
evaluado el efecto de las comunidades vegetales sobre las comunidades de HMA, tanto
en suelo como en planta, bajo distintas ubicaciones espaciales y usos del suelo,
demostrando que al parecer estas variables poseen una mayor injerencia en la diversidad
de HMA, los tamafios de sus poblaciones, y la forma en que se estructuran sus
comunidades (Carvalho et al. 2001; 2003; Husband et al. 2002; Jansa et al. 2002;
Cousins et al. 2003; Mangan et al. 2004; Oehl et al. 2004; 2005; Céazares et al. 2005).
Dado que en este estudio las condiciones del suelo eran homogéneas en todos los
casos, Yy que las propias caracteristicas intrinsecas de los distintos HMA pueden
determinar su mayor o0 menor adecuacion a éste, antes que una mayor especificidad
respecto de las diferentes plantas estudiadas, se podria explicar el hecho de que en

todos los tratamientos analizados se encontrasen comunidades relativamente similares.

No obstante, a pesar de lo anterior, numerosos estudios han demostrado una

fuerte influencia de las distintas especies de plantas, asi como de distintos niveles de
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diversidad vegetal sobre la composicién y la estructuracién de las comunidades de HMA
(Eom et al. 2000; Burrows y Pfleger 2002; Liu y Wang 2003; Gollote et al. 2004;
Scheublin et al. 2004; Mummey et al. 2005), para lo cual se sugieren como mecanismos
de cambio los diferenciales grados de especificidad entre las distintas especies de
plantas y HMA en el ecosistema, asi como la modificacion de las comunidades de HMA

presentes en una planta por la presencia de una planta ajena.

Es de considerar que este Ultimo mecanismo puede ser una estrategia de
colonizacién de un nuevo ambiente por una planta aléctona (Mummey et al. 2005). De
cualquier forma, en este estudio, la comprobacion de las comunidades particulares de
HMA formadas al interior de las raices de las distintas plantas en asociacion, por los
objetivos propuestos y la metodologia definida para conseguirlos, no ha sido posible,
puesto que la identificacion especifica de la raiz obtenida s6lo era posible en los
tratamientos no asociados, siendo en tales casos, bastante similares las diferentes
comunidades formadas, tanto en la raiz como en el suelo. Por otra parte, tampoco se
encontrd una relacion directa (ni positiva ni negativa) entre el nivel de diversidad de HMA,
ni en raiz ni en suelo, al aumentar la diversidad de la cubierta vegetal. Es de resaltar, sin
embargo, que el maximo nivel de riqueza de especies en la cubierta vegetal en este
estudio es 4, y que los demas niveles son 2 y 1, muy reducido comparado, por ejemplo,
con los niveles de diversidad vegetal que analizaron Burrows y Pfleger (2002), quienes
alcanzaron niveles de riqueza de especies en la cubierta vegetal de hasta 16, lo que les
permitié encontrar una dependencia lineal de la diversidad de HMA por efecto de una

mayor diversidad en la cubierta vegetal.

En esta temadtica, interesantes estudios se han llevado a cabo para analizar el
efecto de la diversidad de las comunidades de HMA sobre la diversidad y estructura de la
cubierta vegetal, entre los que destacan los estudios de van der Heijden et al. (1998a; b).
En estos estudios, se puso de manifiesto que la diversidad de HMA en suelo y la
composicién de sus comunidades era un factor que podia influir significativamente sobre
la diversidad y estructura de las comunidades vegetales. Esto se apreciaba a nivel de
plantas individuales, registrandose importantes especificidades entre hongo y hospedero.
Ademds, Se observé que el aumento de la diversidad de HMA en el suelo influia
positivamente sobre la diversidad de plantas, la captacién de nutrientes y la productividad
del ecosistema. En tal caso, se podria considerar que el objetivo general propuesto en el
presente estudio, es en el sentido contrario al propuesto en los estudios anteriores,
puesto que lo que se analizé fue justamente el efecto de una comunidad vegetal de

composicion fija y estable en el tiempo, sobre las comunidades de HMA que
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previsiblemente variarian por efecto del tiempo transcurrido, como por efecto de las

distintas composiciones de la cubierta vegetal.

A pesar de no encontrarse una especificidad cerrada, entre una(s) determinada(s)
especie(s) de planta y otra (s) de HMA, si se ha encontrado una especificidad entre las
plantas y sus asociaciones, con una comunidad de HMA en particular, la que se encontrd
de forma general en todos los tratamientos (quizd con la excepcion de Retama no
asociada). En otros estudios similares se ha hecho referencia a la especificad existente
entre distintas especies de plantas y determinados HMA, observandose que las distintas
asociaciones planta-HMA establecidas podian cambiar la composicion fungica y, de esta
manera, producir distintos efectos (feed back) sobre el crecimiento de las distintas
especies vegetales (Bever 2002a; b). Se demostr6 que cada especie de planta
modificaba la composicion inicial de la comunidad fangica, efecto que era resaltado en
una segunda generacion utilizando como indculo la misma comunidad establecida al final
del primer ciclo, demostrando que la composicion de las comunidades de esporas
remanentes refleja la especificidad respecto a las plantas utilizadas. Tal cual se ha
observado en este estudio, la composicion de la comunidad de HMA inicial era cambiada,
lo que sugiere que las especies de HMA de las cuales se compuso al final de cada ciclo,
son las que presentan una mayor especificidad con el o los hospederos utilizados. Por
otra parte, las comunidades de HMA formadas en los tratamientos inoculados en este
estudio parecieron acrecentar ese efecto de retroalimentacion positiva sobre el
crecimiento, si se lo compara con el alcanzado por las plantas en el suelo natural no

inoculado.

Por otra parte, en el caso de Retama sola se observaron diferencias en la
estructura de la comunidad de HMA obtenida, que se presentaron por las diferenciales
densidades poblacionales de las distintas especies de hongos, sobre todo en suelo
(Figura V-18 y Tabla V-2). Estas diferencias se debieron basicamente al menor tamafio
poblacional de G. constrictum asociada a esta especie vegetal, probablemente
relacionado a los menores crecimientos presentados por esta especie. No obstante, los
tamafios de las demas especies de HMA se mantuvieron constantes, o incluso fueron
significativamente mayores que en le resto de asociaciones vegetales, como el caso de
G. intraradices y G. mosseae, que repercutieron en que las comunidades de HMA
formados en este tratamiento en particular tuviesen mayores niveles de estructura,
presentando mayores indices de estructura, al igual que altos indices de riqueza de
especies, y bajos niveles de dominancia (Figura V-35). No obstante, en las asociaciones

que incluian Retama las comunidades presentaban estructuras similares a las que
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presentaban las plantas acompanantes (a la Retama) cuando se presentaban solas, lo
gue demostraria la mayor influencia de éstas sobre la selecciéon de los HMA que
componen la comunidad, probablemente dado por las mayores densidades radicales en
suelo, comparado a la presentada por Retama. Por lo anterior, es probable que en el
caso particular de este estudio, la especificidad hongo-hospedero se hubiese presentado
a nivel de familia botédnica Probablemente, las propias adaptaciones de las distintas
especies de HMA al sistema simulado, la seleccion por especificidad discutida con
anterioridad, o la homogeneidad botanica de las plantas estudiadas condicionaron un
estatus homogéneo en la composicion de las comunidades micorricicas, aln a niveles
crecientes de diversidad vegetal. En este sentido, Landis y colaboradores (2005a; b),
encontraron que la principal componente que determina la estructura de las comunidades
vegetales esta mas relacionada con la propia competencia que puedan presentar las
especies vegetales al estar combinadas, que por la composicién de la comunidad de
HMA. Rosendahl y Stukenbrock (2004), estudiando por secuenciacion los productos
obtenidos por PCR-nidada de la region LSU rDNA desde raices de un pastizal no
modificado, encontraron hasta un total de 11 conglomerados conteniendo individuos
relacionados al género Glomus, de los que cuatro contenian especies conocidas. El
estudio se realizo periédicamente desde mayo a noviembre, no registrandose diferencias
en las comunidades atribuibles al cambio temporal, encontrdndose ademas en una raiz
individual buena parte de la diversidad total de una zona de estudio. Este comportamiento
también se observa una composicion homogénea de las comunidades independientes del
tiempo desde el segundo ciclo anual, momento en el que desaparecen G. clarum y G.
coronatum. Este efecto de exclusion por competencia puede haber sido determinante de
la homogeneidad de las comunidades, la que no se presentd durante el primer ciclo
anual, cuando las proporciones relativas de estas especies de hongos llegé a ser
significativamente alta en determinados momentos, especialmente invierno y primavera
de 2003.

Como se puede desprender de los resultados obtenidos, parece haber tenido
mayor injerencia en la conformacion de las comunidades de HMA definitivas la propia
capacidad adaptativa del hongo, o su capacidad competitiva interespecifica. Sobre todo
este Ultimo aspecto parece ser el principal responsable de la estructuracion de las
comunidades de HMA, ya que, como se puede observar en la Figura V-27 y en las
Figuras V-28 a V-33, el aumento poblacional que presenta G. constrictum se asocia

temporalmente con la variacion de las poblaciones de G. clarum y G. coronatum,
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presentando un crecimiento sostenido a tasas reducidas hasta otofio de 2003, etapa en la
que desaparecen de la comunidad de HMA en el suelo tanto G. clarum como G.
coronatum. Con posterioridad a esto, las poblaciones de G. constrictum aumentan
significativamente, alcanzando niveles 2-3 veces superiores a los presentados durante la
primera mitad de este estudio. Los niveles de las demas especies estudiadas no se
vieron afectados significativamente por los cambios en las poblaciones de las tres
especies antes mencionadas. En otros dos estudios, realizados en condiciones naturales
en ecosistemas degradados de la Cuenca Mediterrdnea similares al sistema de
mesocosmos aqui simulado, también se encontrd que la principal especie constituyente
de las comunidades de HMA era G. constrictum (Palenzuela et al. 2002; Azcén-Aguilar et
al. 2003). Esto podria deberse a dos motivos distintos y bastante contrapuestos. El priero
seria una logica mejor adaptacion a este tipo particular de ambientes por parte de esta
especie de hongo, asi como una mayor especificidad con las especies de plantas
estudiadas, representantes comunes de este tipo de ecosistemas. Otras especies de
HMA adaptados a ambientes estresados, como suelos salinos (Landwerh et al. 2002) y
suelos contaminados con metales pesados (del Val 1999) han sido reportados. El otro
motivo podria justificarse por la falta de especificidad de este HMA por un hospedero en
particular. Similares resultados obtubieron Stukenbrock y Rosendahl (2005c), quienes
utilizando PCR-nidada en la subunidad 25S del gen rDNA, estudiaron la ocurrencia de
HMA pertenecientes al género Glomus en raices de 5 especies vegetales, encontrando
que las secuencias obtenidas para un conglomerado mayoritario eran detectadas
colonizando mayoritariamente todas las especies vegetales, demostrando que esta

especie demuestra una clara ausencia de especificidad.

Probablemente la habilidad adaptativa y competitiva de G. constrictum, o su falta
de especificidad, contribuyeron a que no se presentara un cambio estacional significativo
en la estructura de las comunidades de HMA (Figura V-34). Sélo se presenta una
variacion apreciable en la temporada invierno-primavera de 2003, ocasion en que
aumento significativamente la densidad poblacional de casi todas las especies de HMA
en suelo, que repercutid en que se pudiese encontrar consistentemente el maximo de
riqueza de especies de HMA (6), al igual que altos valores de equidad y bajos niveles de
dominancia, debido a la proporcion equilibrada de las diferentes poblaciones. Con
posterioridad a esto, los valores de los indices se estabilizaron, a excepcion de la
dominancia, que siguié aumentando sus valores a consecuencia de los incrementos en

la densidad de esporas en suelo de G. constrictum.
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Estos resultados, referidos solamente al comportamiento de los distintos hongos
en la comunidad (suelo), permitieron definir al menos tres tipos de pautas y/o estrategias
en la colonizacién del medio por las distintas especies de HMA; i) especies que presentan
una colonizacién mayoritaria, tanto en el medio intra- como extrarradical, ii) especies que
presentan una colonizacién minoritaria, pero que son constituyentes permanentes de las
comunidades, y iii) especies efimeras, colonizadoras temporalmente restringidas, que
pueden presentar una importancia relativa en la comunidad en un momento determinado,
pero que finalmente son desplazadas. En la primera pauta se encontrarian aquellas
especies con mayores ventajas adaptativas al medio fisico, que segun algunos estudios
previos, podria ser el principal factor determinante de la composicion de las comunidades
(Mangan et al. 2004). En este caso particular, ademas de la adaptacion propia de G.
constrictum observada en este estudio y en estudios anteriores en ecosistemas similares
al aqui simulado (Palenzuela et al. 2002; Azcon-Aguilar et al. 2003), G. intraradices
contaria con la ventaja adaptativa de la formacién de estructuras de resistencia
intrarradicales, protegidas en gran medida de las fluctuaciones ambientales, ademas de
convertirse en una importante fuente de indculo espacialmente cercana a las raices sobre
las cuales realizar una nueva colonizacion. En la segunda pauta se encontrarian aquellas
especies de HMA menos adaptadas al medio, pero que poseen un grado significativo de
especificidad con el hospedero, por lo que pueden realizar la colonizacion intrarradical de
forma permanente, acoplados a los distintos estados fenologicos de éste. En este estudio
este comportamiento fue observado en G. mosseae y G. viscosum. Y en la tercera pauta,
se podrian encontrar especies con una menor adaptabilidad al medio y/o con un menor

grado de especificidad con el hospedero.

Esto ultimo podria tener bastante I6gica si se observa que en esta tercera pauta
encontrariamos a los hongos G. clarum y G. coronatum, el primero de los cuales fue
aislado de la rizosfera de plantas de Olea europea, y que el segundo fue aislado de un
ecosistema desertificado del sudeste de Espafia dominado por la presencia de plantas
terdfitas. En este caso, la anualidad de las plantas determinaria el cese de las funciones
de intercambio propias de la simbiosis, obligando al hongo a desarrollar parte de su ciclo
vital totalmente desconectado del sistema radical (en estado latente como estructuras de
resistencia). La adaptacion a este tipo de comportamiento por parte del hongo podria
explicar el cese de su colonizacion aproximadamente al afio del establecimiento, aun
habiendo llegado a colonizar, de manera importante en algunos casos, tanto el medio

intra- como extrarradical.
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Es probable que el descenso del las poblaciones de esporas en suelo posteriores,
gque se observa de manera acelerada (jsus poblaciones se reducen casi a cero en una
sola estacion!) se deba a la germinacion generalizada de las estructuras de resistencia y
no directamente a la degradacion de éstas. Por tanto, el desplazamiento de estas
poblaciones se observaria, tal cual se registré en este estudio, en el segundo ciclo anual
de crecimiento, y podria deberse a la fuerte competencia espacial que le significa el tener
gue encontrar un nicho ecolégico, que no es el propio, dentro de otros hongos que han
estado permanentemente colonizando, y que estan mas adaptados a este tipo de plantas
perennes. Por otra parte, el caso de G. clarum podria quedar explicado de igual forma si
se considera que el ecotipo fue aislado desde suelo rizosférico de cultivos de olivos en
condiciones naturales, y no directamente desde raices colonizadas de plantas de olivo,
por lo que perfectamente puede ser una especie asociada a plantas terofitas
acompafantes del cultivo (malas hierbas). Ademas, para aumentas las poblaciones de
los HMA presentes en el suelo natural mediante cultivos trampa, se utilizaron como
plantas hospederas Sorghum bicolor y Allium porrum (Calvente 2003), ambas especies
herbaceas anuales. Tampoco es probable que se deba a un aporte diferencial de
propagulos infectivos iniciales, puesto que del total de propagulos aportados, G.

coronatum representa el 46% del total (Tabla IV-5).

A mayor escala, probablemente se hubiese podido encontrar indicios de una
separacion espacial de las distintas especies de HMA. No obstante, estas diferencias
espaciales en colonizacion se han visto basicamente a nivel de distintas familias de HMA,
siendo los miembros de la familia Glomaceae los mas rapidos en colonizar las raices y el
suelo, y en el extremo opuesto se encuentran miembros de la familia Gigasporaceae y

Acaulosporaceae (Hart y Reader 2002a; b; Klironomos y Hart 2002; Cano y Bago 2005).

Otro tipo de estrategia, que podria haber permitido la aparicion de las especies
que presentaron un menor tamafio poblacional, 0 que desaparecieron podria haber sido
la separacién temporal del crecimiento en el suelo de ellas. Como ejemplo de esto,
Pringle y Bever (2002), estudiando el comportamiento de dos especies de HMA en una
empastada, Acaulospora colossica y Gigaspora gigantea, encontraron que presentaban
una separacion espacial y temporal, formando agregados de pequefio volumen por una
parte, y siendo A. colossica preferentemente esporuladora en la estacién calida, al
contrario de G. gigantea, que esporulaba en la estacion fria. Esto podria promover la
diversidad en las comunidades de plantas, debido a las asociaciones especificas
establecidas entre distintos hongos con determinadas plantas, que presentan un

desarrollo fenolégico diferencial. En el presente estudio, sin embargo, no se registré la
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separacion temporal, aun cuando algunos aspectos fenol6gicos de las plantas eran
variables segun la especie, como fue el caso de la floracion (Figuras V-7 a V-10). Segun
los resultados obtenidos, y en base a lo discutido con anterioridad, las especies
dominantes no presentaron una estacionalidad en cuanto a su expresion intra- y
extrarradical, presentandose en todo momento en densidades considerables en el suelo,
y colonizando las raices en todas las asociaciones estudiadas. El efecto competitivo pudo
haber sido el desencadenante final de que no se realizase un segundo ciclo de
colonizacién por parte de las especies de HMA que desaparecen de la comunidad, aln
cuando en el primero si parece haberse mostrado esta caracteristica (mayores
densidades poblacionales en suelo en primavera, tanto en G. clarum como en G.

coronatum).

A pesar de no encontrarse una tendencia clara en la estacionalidad por parte de
las comunidades de HMA formados, si se encontraron tendencias estacionales respecto
de la expresién de los distintos componentes fingicos tanto en suelo como en raiz (ver
Figuras V-13 y V-15). Se pudo encontrar que aunque el micelio total de HMA en suelo no
sufria cambios bruscos, y su crecimiento se producia a tasa decrecientes en el suelo, el
micelio vivo si presentaba una marcada estacionalidad, aumentando sus tasas de
crecimiento en las temporadas de primavera y otofio. Por su parte, en términos
generales, la proporcion de raiz colonizada por HMA, asi como la densidad resultante,
presentaban mayores incrementos hacia las temporadas de invierno y verano. En
estudios previos también se ha encontrado estacionalidad respecto de las densidades de
los diversos componentes fungicos de la simbiosis. Por ejemplo, Kabir y colaboradores
(1997), estudiando el efecto de distintos tipos de labranza de suelo (labranza
convencional, labranza reducida y cero labranza) y la estacionalidad climética sobre la
densidad de hifas fungicas extrarradicales y la colonizacién intrarradical, encontraron
fuertes variaciones estacionales, presentandose los mayores niveles de colonizacion
intraradical y densidad de micelio total y activo durante la estacion estival, y los menores
niveles en primavera y otofio. Bohrer y colaboradores (2004), trabajando con diferentes
especies de zonas pantanosas a lo largo de siete meses, encontraron que los niveles de
colonizacién en este tipo de plantas eran dependientes de la época en que se analizaba,
siendo mayores los niveles de colonizacién en la temporada de primavera, y menores
hacia finales del verano. Ademas, al ser independiente de los diversos factores abiéticos
analizados, concluyeron que las variaciones de los niveles de colonizacion son

dependientes de la fenologia de las plantas, siendo mayores en temporadas de mayor
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crecimiento radical y de crecimiento vegetativo. Carvalho y colaboradores (2001),
también encontraron una variacion temporal de la micorrizacion, relacionandola con el
estado fenoldgico de las plantas, siendo las colonizaciones mayores hacia finales de
otoflo, y la esporulacibn mayor en invierno. Routsalainen y colaboradores (2002),
analizando la estacionalidad de la colonizacion micorricica y por DSE en seis especies de
plantas herbaceas de prados bajo-alpinos, encontraron que la variacion en la
colonizacién micorricica era dependiente de la especie vegetal, presentando algunas
especies altas colonizaciones en épocas especificas (eg. Ranunculus acris en verano),
en tanto otras presentaban bajos niveles en la misma época (eg. Trollius europaeus
también en verano). Heinemeyer y colaboradores (2003) encontraron que en verano se
producian los mayores niveles de colonizacién micorricica, mientras que los mayores
niveles de colonizacion no micorricica se registraban en otofio. Por otra parte, el andlisis
molecular, utilizando NS31/AM1, revel6 cambios estacionales de las comunidades de
HMA.

Como se puede observar, no existe concordancia respecto de la época del afio en
que se producen los mayores niveles de expresion de la colonizacion por parte del
hongo, tanto del medio intra- como extrarradical. En este estudio, sin embargo, el estudio
fue a largo plazo, y permitié corroborar las observaciones realizadas en tres afios
consecutivos, sobre plantas perennes. Quiza por esto, el estado fenoldgico de las plantas
tiene efectos menores sobre los parametros de crecimiento del HMA. En todo caso,
resulta légico el comportamiento observado, en que bajo condiciones térmicas mas
adecuadas al desarrollo y funcionamiento de la simbiosis, el componente extrarradical
presente un incremento, sobre todo en su fraccibn metabdlicamente activa. Por el
contrario, las mayores proporciones y longitudes de raiz colonizada en los periodos
invernal y estival, puede resultar en una ventaja adaptativa, quedando el micosimbionte
mas protegido en la matriz radical en épocas con condiciones, sobre todo térmicas, mas

severas.

El comportamiento observado en la estructura de las asociaciones vegetales por
parte de las distintas especies vegetales utilizadas parece ser debido a causas ajenas a
la conformacién de las comunidades de HMA. Entre estas causas podemos contar,
ademéas de la probablemente diferencial adecuacién al medio edéfico utilizado, las
propias interacciones de las especies entre si, y las interacciones con la flora microbiana
no micorricica, parametro este uUltimo no evaluado. Como se puede observar en las

Figuras V-5 y V-6, se produjo una fuerte influencia de la asociacién vegetal sobre el

189



Discusion

crecimiento de cada una de las plantas en la asociacion (medido como la superficie de
suelo cubierta). Estos efectos fueron tanto de tipo sinérgico como deletéreo. En general,
se observa que todas las plantas cuando se encontraron asociadas a Romero sufrieron
una considerable reduccién en su crecimiento. En numerosos estudios se ha puesto de
manifiesto la elevada concentracion de aceites escenciales en esta especie (Angelini et
al. 2003; del Bafio et al. 2003, 2004; Angioni et al. 2004; Moreno et al. 2005; Peng et al.
2005), muchos de cuyos componentes presentan actividad de diversos tipos,
principalmente antioxidante (del Bafio et al. 2003, 2004; Moreno et al. 2005; Peng et al.
2005), alelopaticos, inhibiendo la germinacion de numerosas especies de plantas (y tal
ves su crecimiento posterior, como en este caso) (Angelini et al. 2003), y antimicrobianas,
inhibiendo el crecimiento de numerosos grupos bacterianos (Santoyo et al. 2004; Moreno
et al. 2005). Es necesario considerar la actividad como PGPR y como PS que
presentarian muchas de las especies afectadas por la actividad antimicrobial de los
componentes de los aceites esenciales de Romero. Estos efectos podrian ser causa,
directa o indirecta, del efecto deletéreo en la cobertura expresada por las plantas

acompafantes en las asociaciones que contienen romero.

Por el contrario, se observaron efectos sinérgicos en la asociacion de Lavanda y
Mejorana, (Figura V-6A y V-6B). Este efecto podria también estar mediado por un
incremento en las poblaciones de microorganismos beneficiosos en el sustrato Respecto
de esto, Vokou y colaboradores (2000), encontraron que los aceites esenciales de
Lavandula stoechas, asi como su principal componente por separado, fenchona (49%),
eran capaces de aumentar considerablemente la respiracion del suelo (al triple), asi como
el tamafo de las poblaciones de microorganismos del suelo (tres érdenes de magnitud).
A pesar de esto, la especie particular de HMA pareciera ser preponderante antes que la
especie vegetal en la composicion de las comunidades bacterianas asociadas tanto a las
esporas, como a los deméas componentes de la fase extrarradical del HMA (Marschner et
al.2001; 2003; Frank et al. 2003; Roesti et al. 2005; Toljander et al. 2006).

Las asociaciones con Retama, en el caso de Lavanda y Mejorana, produjeron un
aumento de la superficie de cobertura por parte de estas plantas. Moro y colaboradores
(1997), analizando el efecto de la cobertura vegetal de retama sobre el establecimiento y
crecimiento de plantas de cebada en diferentes posiciones bajo los arbustos, encontraron
que los mayores beneficios en crecimiento se encontraban a un punto medio entre la
zona mas préxima a retama y la zona mas alejada, que pudo ser debido al mayor aporte
de residuos y nutrientes (como puede ser el N fijado, producto de la simbiosis con

Rhizobium). Por estas razones se define a este tipo de arbustos como “isla de fertilidad”,
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puesto que puede promover el establecimiento y desarrollo de otras plantas, generando
de esta manera una mayor proteccion de suelo, incrementando sus tazas de
recuperacion y facilitando la sucesién vegetal consecuente. Por estas razones, su utilidad
en programas de recuperacion de ecosistemas degradados puede tener un significativo
impacto positivo, asociada a otras plantas propias de la sucesion vegetal, ya que
potenciard su crecimiento. En este estudio, los valores de cobertura de suelo presentados
por Retama no fueron especialmente altos (Figuras V-5 y V-6C), pero las superficies de
cobertura unitarias presentadas tanto por Lavanda como por Mejorana asociadas a
Retama practicamente se duplicd (Figuras V-6A y V-6B), duplicandose también el efecto
protector unitario por parte de estas especies vegetales. No obstante, Retama no
presenta esa elevada capacidad de proteccion de suelo, o que puede estar fuertemente
condicionado por su arquitectura, con ramas largas y angostas, y muchas veces carentes
de estructuras foliares verdaderas. Aun asi, el efecto promotor del crecimiento en sus

especies asociadas justifica con creces su utilizacion.

Las demas componentes de crecimiento analizadas presentaron un
comportamiento similar al presentado por la cobertura (Figuras V-7 a V-10 y Tabla V-1).
En las cuatro especies, la longitud de las plantas siguié el mismo patrén presentado por
la evolucion de la cobertura especifica. En Retama resulta claro el efecto deletéreo de la
asociacion con las especies de plantas utilizadas, reflejado en un brusco descenso,
desde el primer momento, tanto de su longitud total como del numero de sus
ramificaciones, produciéndose incluso su desaparicién en la asociacion con Romero. Adn
asi, el efecto beneficioso otorgado a las plantas con las que se asocid, en particular
Lavanda y Mejorana, justifica su incorporacién en los sistemas, sobre todo si se
considera que las primeras etapas del establecimiento de las plantas, sobre todo en este
tipo de ecosistemas inestables, pueden ser las que definan su posterior éxito e
incorporacién en la comunidad vegetal. Por otra parte, se presentaron importantes
diferencias en el numero de flores/inflorescencias en las especies en las que se
presentaron, siendo tanto en el caso de Lavanda como de Mejorana, muy influido por la
planta con la que se asocia. La asociacion con Retama en ambas especies incrementd
significativamente el numero de inflorescencias, lo que representa una ventaja ecoldgica
importante de tener en cuenta, porque se estaria viendo incrementado el potencial de
dispersion de estas especies, con todas las ventajas que podria presentar este aumento

de la densidad vegetal en ecosistemas degradados y/o desertificados.
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Como se puede observar de las relaciones establecidas entre los distintos
componentes analizados del hongo y las caracteristicas del suelo (Tabla V-3 y Figura V-
37), de forma global se establecen una serie de relaciones, que pueden reflejar la
injerencia que ha tenido en este estudio el desarrollo de la comunidad de HMA en el
suelo y en las raices de las plantas. Entre esos efectos beneficiosos, atribuibles al
crecimiento fungico tenemos el descenso del pH, la produccion de glomalina, y la
formacion de agregados estables. Es de destacar, no obstante, que el crecimiento
vegetal se relaciona significativamente, y de la misma forma que el desarrollo fungico,
con la mejora global de las condiciones del sustrato (Tabla V-3; Figura V-36), por lo que
estos tres conjuntos de variables relacionan globalmente de forma altamente significativa.
En primer lugar, podemos observar que aquellos tratamientos en los que mas crecieron
las plantas son también aquellos en que méas se desarrolldé el micelio fangico, y donde
menores valores de pH se alcanzan (Mejorana, Romero, Lavanda y asociaciones de ésta.
Esto refleja que el descenso de pH es producto de una mayor actividad global del sistema
micorriza-planta por efecto del crecimiento de ambos componentes. Es bien sabido que la
funcién de absorcién de la raiz es electroneutra, y que dependiento de la naturaleza
cationica o aniénica del nutriente absorbido el pH de la rizosfera se acidifica o alcaliniza.
También es conocida la habilidad de los HMA de modificar el pH del medio de acuerdo a

loa absorcion de nutrientes que realice.

Como ejemplo de lo anterior, Bago y Azcon-Aguilar (1996) encontraron que la
formacion de la micorriza arbuscular era capaz de producir importantes cambios de pH
rizosféricos, mucho mas intensos que en plantas no micorrizadas. En este estudio, se
observa que aunque debido a diferentes fuentes de N utilizadas (NOs o NH,") el efecto
sobre el pH rizosférico es distinto, pero que plantas micorrizadas producen una mayor
acidificacion terminal (no en etapas prematuras de desarrollo de la raiz) incluso cuando la
fuente de N utilizada es NH,*, demostrando que la micorriza es el 6rgano mas activo que
la propia raiz en los procesos rizosféricos que inducen los cambios de pH. Ademas, Bago
y colaboradores (2004) demostraron en condiciones monoxénicas que el crecimiento y la
morfogénesis del componente extraradical del hongo G. intraradices demuestra una alta
plasticidad de acuerdo a las condiciones nutritivas del medio (falta o presencia de
determinados nutrientes), presentando economias en el desarrollo de algunas estructuras
en ambientes con mayores carencias, y un mayor incremento en el desarrollo de
estructuras, a la vez que un mayor efecto en el cambio de las condiciones de pH del
medio por efecto de la fuente de N utilizada, produciéndose una fuerte alcalinizacion (de
5.9 a 6.9) cuando el medio fue suplido con NOs". En presencia de NH," la morfogénesis y

desarrollo extraradical del hongo fue fuertemente reducido. Este efecto no se observé en
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hongos no asociados, que se desarrollaban a partir de esporas germinadas, lo que
sugiere la necesidad del normal funcionamiento simbi6tico, con los flujos bidireccionales
de nutrientes propios de ésta, para que se produzcan las modificaciones en el pH del

sustrato.

Tampoco se observd una relacion del descenso del pH con diferencias en cuanto
a la esporulacion y a la diversidad de HMA. A diferencia de este resultado, Coughlan y
colaboradores (2000), encontraron que la acidificacion de suelos donde se desarrollaba
Acer saccharum (maple) producia una mayor esporulacion inicial, pero una reducida
diversidad taxonomica, aunque el encalado producia una mayor esporulacion total de un
mayor namero de taxa, que incluso podian aparecer estando inicialmente ausentes en el

suelo.

Aunque es bien conocido el efecto que tiene la MA sobre la absorcién de P en el
suelo, en este estudio no se observé una correlacion entre el contenido de P disponible
en el sustrato y el desarrollo del hongo en el suelo. Presumiblemente, a mayor densidad
de hifas se podria haber realizado una mayor movilizacion de este elemento hacia la
planta, y por ende, un mayor descenso de sus niveles en el suelo. No obstante, el
descenso fue generalizado y fuerte en todos los tratamientos, que resulta l6gico si se
piensa que el disefio y funcionamiento del sistema establecido es totalmente cerrado, por
lo que los Unicos aportes de P al sistema podrian haberse producido desde algun pool
menos labil, como por ejemplo la descomposicion de los elementos aéreos, o0

mineralizacion.

No obstante lo anterior, quiza el efecto mas importante encontrado sea el
significativo aumento de la proporcion de agregados estables de suelo (en el sustrato),
puesto que el suelo original poseia un 25% de agregados hidroestables (ver Tabla 3), y
se logré alcanzar al final del estudio entre 58 y 75%. Por otra parte, se presentaron
importantes y significativas relaciones entre esta caracteristica edéfica y la densidad del
micelio extrarradical del HMA, asi como con el crecimiento vegetal, tanto del sistema
radical como de la parte aérea de las plantas (Tabla V-3 y Figuras V-36 y V-37).
Bethlenfalvay y colaboradores (1996) encontraron que a mayor desarrollo de hifas
micorricicas en el suelo se presentaba una mayor cantidad de agregados estables al
agua, en conjunto con menores valores de pH en suelo. Miller y Jastrow (1992) sugirieron
que el efecto de los HMA en la agregacion del suelo puede ser explicado por tres
procesos distintos, pero simultdneos: i) crecimiento de las hifas en la matriz del suelo,
donde crean el “esqueleto estructural” que enreda fisicamente particulas de suelo, ii) las

raices e hifas crean condiciones que posibilitan la formacion de microagregados de suelo,
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y i) las raices e hifas sujetan como una red los microagregados y pequefios
macroagregados, formando agregados mayores. El hecho de haber encontrado
relaciones significativas ente este parametro y la densidad de micelio extrarradical podria

estar corroborando estos puntos.

Ademas de este efecto de entrelazamiento, existen otros mecanismos por los
cuales los HMA pueden favorecer la formacion de agregados en el suelo, que es
mediante la secrecion de glomalina. Wright y colaboradores (1996) y Wright y Upadhyaya
(1996), fueron capaces de extraer y caracterizar parcialmente esta proteina desde hifas
activas de HMA, la cual es producida en cantidades significativas, encontrandola también
en grandes cantidades en el suelo, siendo esto ultimo determinado por métodos
indirectos, mediante la utilizacion del anticuerpo monoclonal utilizado para detectar la
proteina en las hifas. Entre otras caracteristicas, esta proteina presenta una alta
estabilidad térmica, insolubilidad, y resistencia a la protedlisis, o que puede ser debido a
la glicosilacion (es una glico-proteina), por lo que podria ser encontrada en suelo con
bastante posterioridad al cese de la actividad de la simbiosis micorricica (Wright et al.
1996; Wright 2000). Estas caracteristicas pueden conferir un papel importante a la
glomalina como material cementante de las particulas de suelo (Wrigth y Upadhyaya
1998), siendo otro proceso a tener en cuenta en el papel de los HMA en la estabilizacion
del suelo. Presenta ademas la capacidad de absorber y estabilizar una serie de
compuestos toxicos y metales pesados, por lo que puede ser utilizada como herramienta
para la recuperacion de ecosistemas contaminados (Gonzalez-Chavez et al. 2004). Otros
estudios han demostrado también que la relacion existente entre el carbono organico del
suelo y la glomalina es altamente significativa (Borie et al. 2000; Bird et al. 2002),
sugiriendo que puede representar una fraccidbn importante de la materia organica
edafica.Wright y Upadhyaya (1998) encontraron que todas las fracciones de glomalina
obtenidas desde un gran numero de suelos de origen y uso distinto (total, facilmente
extractable e inmunorreactiva para las dos fracciones anteriores) correlacionaban de
manera altamente significativa y lineal con la formacion de agregados estables en suelo,

en especial la fraccion facilmente extractable e inmunorreactiva facilmente extractable.

Por lo anterior, en este estudio se escogi6 la fraccion de glomalina facilmente
extractable (GFE) para analizar el efecto de la densidad del hongo extrarradical sobre la
mejora de la estructura del suelo. En términos generales, en este estudio se pudo
apreciar que los contenidos de GFE del suelo correlacionaban significativamente con las
densidades de micelio extrarradical total, ademas de con parametros de crecimiento de la

planta. Aunque no en la magnitud esperable, esta variable también correlaciond positiva y
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significativamente con la proporcion de agregados estables en suelo (Tabla V-3). Cabria
esperar que en mayor medida, estos resultados se deban al efecto de las mayores
densidades de componentes flngicos en el sustrato (tanto micelio como GFE), y que el
efecto de la planta sea principalmente indirecto, debido a que un mayor crecimiento
vegetal puedo haber repercutido en un mayor crecimiento fangico, como lo demuestran
las correlaciones obtenidas, asi como los resultados del andlisis multivariado sobre estos
grupos de variables (ver Figura V-39). No obstante, Borie y colaboradores (2000),
encontraron que aumentaban los valores de P disponible y total, pH y C organico
conforme aumentaban los afios de cero labranza. También encontraron correlaciones
positivas entre carbono organico y glomalina total, aunque no se encontré relaciéon entre
glomalina y densidad de micelio, asi como tampoco con estabilidad de agregados de
suelo, sugiriendo que la agregacién y estabilizacion en los suelos estudiados podria estar

gobernada por otro tipo de interacciones.

Por otra parte, considerando que la técnica espectrofotométrica utilizada para la
cuantificacion de glomalina no es especifica de este compuesto, importantes
interferencias pueden haber propiciado que las relaciones encontradas sean de baja
magnitud, pudiendo haberse considerado en la cuantificacion buena parte de la proteina
microbiana o presente en detritus y exudados radicales. Por otra parte, estudios recientes
de Wright y colaboradores (2006), utilizando diferentes métodos de extraccion de
glomalina total de suelo, encontraron que la glomalina residual en el suelo era
dependiente del extractante, siendo pirofosfato el extractante que menor cantidad de
glomalina remanente dejaba en suelo, aunque no se encontraron diferencias
significativas entre los distintos extractantes respecto del total de glomalina recuperada.
Por esto, puede hacerse necesaria una optimizacion mas profunda, con otros tipos de
métodos de extraccion y cuantificacion de este componente, mas selectivos, y que
permitan conocer de mejor forma cudles son sus verdaderas implicancias en procesos de

recuperacion de ecosistemas degradados.

En relacién a la cobertura vegetal, y su relacién con los contenidos de glomalina
en el suelo, Knorr y colaboradores (2003) encontraron una correlacion entre la
densidad/diversidad de plantas herbaceas y los contenidos de glomalina en suelo. En
este estudio, por el contrario, se registraron los menores niveles de GFE en aquellos
tratamientos que presentaban un mayor nivel de densidad/diversidad vegetal, quiza por el
mencionado efecto deletéreo que significd la asociacion a Romero y la consiguiente
menor cobertura vegetal. Respecto a este Ultimo punto, Eviner y Chapin Il (2002),

trabajando con 5 diferentes especies vegetales y una comunidad, encontraron que la
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comunidad vegetal (mayor diversidad) no representaba un incremento en la agregacion
de suelo. La biomasa bacterial activa si estuvo relacionada con la agregacion, no asi la
longitud radical ni el tamafio de las poblaciones de hongos. Bearden y Petersen (2000)
encontraron que la inoculacion con HMA en un Vertisol semi-arido, promovié la formacion
de agregados de suelo estables por efecto del crecimiento radical y las hifas micorricicas
en comparacion al mismo suelo pasteurizado, pero no con respecto al suelo no
pasteurizado y no inoculado con HMA. En este caso, la comparacion puntual entre los
tratamientos que soportaron las asociaciones mdultiples de plantas (dado que en este
caso lo unico que cambia es la inoculacion con HMA), si se registr6 una diferencia
significativa entre el nivel de formacién de agregados estables, poniendo de manifiesto el
efecto beneficioso de la inoculacion con HMA del consorcio utilizado. No obstante, cabe
sefalar que estos dos tratamientos son los que menores niveles de agregacioén global
presentan, por lo que, considerando la relativa homogeneidad de las comunidades de
HMA formadas, la formulacion de las asociaciones vegetales puede ser un factor de
mayor importancia, pudiendo las diferentes relaciones de sinergia/competicion afectar la
formacion de agregados estables de particulas de suelo por diferentes mecanismos,
como puede ser un efecto directo del diferencial crecimiento hipégeo o de la posible

modificacion de las comunidades microbianas.

Comentarios Finales

Como se mencion0 con anterioridad, esta tesis posee un caracter finalista, dado
su orientacion aplicada, esperandose que la simulacion realizada pudiese otorgar bases
para la incorporacion de especies de plantas y de HMA en programas de revegetacion en
la region Mediterranea. Este aspecto cobra mayor importancia ante los efectos
esperables del proceso de cambio climético global sobre los diversos ecosistemas de
esta region. En este sentido, las variaciones tanto térmicas como de humedad ambiental
condicionaran fuertemente la composicion de las comunidades vegetales, siendo a gran
escala justamente esas zonas (de transicion entre las regiones mediterraneas y
eurosiberianas) las méas afectadas (Thuiller et al. 2005). Las comunidades de HMA, por
su parte, parecen poseer una capacidad adaptativa considerable a cambios graduales en
la concentraciéon de CO, ambiente, otro de los factores que mas influencia presenta en
este proceso global (Klironomos et al. 2005). Considerando que las zonas aridas y

semiaridas de la Cuenca Mediterranea espafiola se veran muy influenciadas por este
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proceso, el estudio del efecto que puedan presentar las distintas asociaciones vegetales
factibles de utilizar como herramienta biotecnoldgica en la recuperacion de ecosistemas,
tanto en el presente como en el futuro, toma una mayor importancia, puesto que
posiblemente afecte de forma diferencial a las comunidades de microorganismos
asociados a estas comunidades vegetales, y produzcan también diferenciales efectos
sobre las caracteristicas fisico-quimicas del suelo. Cabe sefalar, que este estudio es uno
de los primeros en estudiar, en condiciones piloto, distintas asociaciones vegetales
propias de areas mediterraneos, y su utilizacibn con vistas a estabilizacion de
ecosistemas degradados por medio de la utilizacion de otra herramientas biotecnoldgicas

como la inoculacién con HMA.

En este sentido, la utilizacién tanto de HMA como de otros inoculantes
microbianos se ha estudiado en una amplia serie de ecosistemas, encontrandose en la
casi totalidad de los casos efectos positivos, tanto para el establecimiento y posterior
crecimiento de las plantas, como para el suelo circundante y las poblaciones de los
demas microorganismos. Dadas las limitaciones inherentes a ecosistemas como el
simulado en este estudio, la inoculacién con HMA resulta una alternativa deseable,
puesto que puede significar buena parte de la funcién de adquisicion de nutrientes en las

primeras etapas del establecimiento de las plantas en procesos de revegetacion.

Una aplicacion tecnoldgica, estudiada en los ultimos tiempos con la finalidad de
promover la recuperacion de este tipo de ecosistemas estresados, es la utilizacion de
residuos organicos (Caravaca et al. 2002; Palenzuela et al. 2002; Medina 2005). En este
sentido, se podria incrementar la velocidad de recuperacion de un ecosistema
degradado/desertificado, realizando la correcta eleccion de la o las plantas idéneas.
Idealmente, estas plantas debieran mostrar efectos sinérgicos en su asociacion, como se
ha mostrado en este estudio, y ser inoculadas desde su produccion en vivero con HMA o
inoculantes de segunda generacién. Finalmente, la adicion de material organico
estabilizado, que actuara como es bien sabido, como material cementante de las
microparticulas de suelo, como fuente de energia para microorganismos heterotrofos, y
finalmente como fuente de nutrientes para la planta, entre otros muchos beneficios

posibles.

Otro beneficio de la utilizacion de plantas inoculada/micorrizada desde vivero
puede ser su funcion como “isla de fertilidad” en su aplicacion posterior en condiciones
naturales (Azcon-Aguilar et al. 2003), desde las cuales se puede extender la presencia de

propagulos de HMAs al suelo adyacente. Por otra parte, la inoculacion, ademés del
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efecto obvio sobre el crecimiento de la planta, permitird que la mayor cobertura que éstas

alcancen proteja de mejor manera el suelo contra la erosion (Estaun et al. 1997).

La utilizacion de inoculantes mas completos, que consideren no solamente los
simbiontes micorrizégenos, sino ademas otros grupos microbianos rizosféricos
adecuados a las plantas que se desee establecer con fines de recuperacion de la
cubierta vegetal, denominados inoculantes de segunda generacion (Barea et al. 1996;
Barea 1997), puede ser una alternativa biotecnoldgica relativamente y econémica, de la
cual se podrian obtener grandes beneficios. En especial si se considera la incorporacion
de plantas leguminosas, la posibilidad de desarrollar este tipo de inoculantes puede
significar un rapido aumento del indice de proteccion del suelo, puesto que como se ha
demostrado en estudios previos, existe una alta promiscuidad y efectividad entre distintos
aislados de Bradirhizobium obtenidos desde diferentes especies de leguminosas propias
del matorral mediterrdneo en ecosistemas semiaridos del sureste espafiol (Valladares et
al. 2002; Rodriguez-Echeverria et al. 2003).

Por otra parte, como se desprende de los resultados obtenidos en esta Tesis
Doctoral, aun cuando la presencia de una leguminosa (como Retama en este caso) sea
efimera, su funciébn como planta facilitadota del establecimiento de la planta asociada, y
los indices de crecimiento y cobertura que estas alcanzan justifican su incorporacion en
una asociacion vegetal destinada a la recuperacion de un ecosistema degradado. Un
modelo para la creacion de inoculantes duales, conteniendo tanto Rhizobium como HMA,
podria considerar pasos tales como i) creacion de una coleccidbn de muestras de
microsimbiontes, a partir de nédulos y de suelo (para Rhizobium y HMA
respectivamente), ii) identificacion en condiciones controladas de los aislados mas
efectivos, iii) creacion del in6culo en medio sdlido para su aplicacion en campo (o0 en
planta de forma viveristica), y iv) seguimiento del impacto de la inoculacion en el
crecimiento de la planta (y evaluacién del efecto de la inoculacién dual sobre la mejora
del medio edafico) (Leseur et al. 2001). En ensayos de larga duracion, realizados en
suelos de ecosistemas mediterraneos desertificados, como el simulado en este estudio,
Requena y colaboradores (2001) demostraron que la inoculacion con HMA y Rhizobium
nativos no soélo mejoraba el establecimiento de plantas de Anthyllis cytisoides y
Lavandula multifida, sino que también mejoraba la fertilidad y calidad del suelo
revegetado. Entre los parametros que mayor efecto positivo presentaron se encuentra el
potencial micorricico, la agregacion de las particulas de suelo, el contenido total de N en

el suelo y el contenido en materia organica (MO).
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Finalmente, cabe mencionar que como consecuencia de este estudio se pretendio
incrementar, en primera instancia, el conocimiento de la simbiosis micorricica, con
especial referencia a ambientes degradados de la cuenca mediterrdnea. Entre los
aspectos analizados, se pudo observar el efecto preponderante de la asociacion vegetal
sobre el propio comportamiento de la estructuracion de la comunidad vegetal y el
crecimiento de cada planta en la asociacion, por sobre el efecto de la comunidad de
HMA. No obstante, se puedo observar el importante beneficio de la inoculacion con este
tipo de microorganismos sobre la mejora del suelo, en conjunto con el crecmiento

mejorado de las plantas.

Por su parte, las herramientas moleculares desarrolladas para la identificacion y
caracterizaciéon de hongos micorricicos, permitieron el caracterizar cuales eran las
especies de HMA que realmente se encontraban colonizando las plantas utilizadas, asi
como realizar su posterior seguimiento, tanto a nivel de raiz como de suelo. Este es uno
de los primeros estudios que han permitido de una manera sencilla cumplir este objetivo.
Esta herramienta podria ser utilizada en condiciones naturales y estudiar de esta manera
la efectividad de la inoculacion realizada, ya sea en campo o en vivero, y evaluar asi el
éxito de determinado ecotipo. En este estudio, se pudo comprobar que el éxito de
diferentes especies de MA en una comunidad compleja es desigual, y que por diferentes
motivos, como pueden ser la especificidad cerrada con algun taxon boténico particular o
la falta total de especificidad, las ventajas que poseen determinados ecotipos y su
posterior efecto beneficioso en la planta utilizada en un proceso de revegetacidén los
hacen mas deseables para su utilizacion como inoculante, un hecho importante que debe
ser tenido en cuenta cada vez con mayor interés en procesos de recuperacion de

ecosistemas degradados.
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“...Porque de la tierra

no salen sélo minerales

ni brotan sélo plantas;

salen ideas y brotan sentimientos...”

(Angel Ganivet)







Conclusiones

1. El mayor crecimiento de las plantas, tanto en cobertura como en longitud de
raices condicioné una mejora significativa de las condiciones del suelo. Entre los
parametros que mejor representaron el efecto del crecimiento vegetal sobre la
mejora del sustrato, se encontraron el descenso en el valor de pH y la formacién

de agregados hidroestables.

2. El desarrollo del hongo en el suelo, particularmente hifas, se relaciond a la vez
gue con un mayor crecimiento vegetal, con una mejora del nivel de agregados
estables en el suelo, y con una mayor actividad biolégica general, representado

por un mayor descenso en los valores de pH.

3. AUn cuando la presencia proporcional de Retama en las distintas asociaciones
vegetales de las que formoé parte se redujo significativamente desde el comienzo
del estudio, la promocion del crecimiento y la consecuente mejora de las
condiciones del suelo justifica su inclusién como planta promotora o facilitadota
del establecimiento de la(s) especie(s) asociada(s), incluso cuando llega a ser

desplazada de la comunidad vegetal.

4. Las asociaciones que mayor efecto ejercen sobre la mejora de las caracteristicas
del suelo son aquellas que incluyen Lavanda, puesto que esta espeie presento los
mayores indices de crecimiento vegetal, a la vez que promovié asociaciones

sinérgicas con las demas especies vegetales.

203



Conclusiones

10.

204

Las diferencias presentes en las secuencias nucleotidicas en la zona NS31/Glol
de los distintos HMA utilizados han permitido la obtencién de perfiles genéticos
distinguibles por medio de PCR-nidada-TTGE, que posibilit6 su seguimiento a

través del tiempo.

Las especies de HMA que se encontraron persistentemente colonizando la raiz
fueron aquellas que mantuvieron a lo largo del tiempo mayores poblaciones de
esporas en el sustrato, encontrandose eventualmente especies con poblaciones
reducidas en el suelo colonizando raices, y s6lo durante las primeras etapas de

estudio aquellas especies que desaparecen de la comunidad con posterioridad.

La competencia interespecifica entre las diferentes especies de HMA parece
haber sido la causa de la preponderancia de especies como G. constrictum, la que
puede haber estado mediada por una mayor especificidad de este hongo en
particular con las distintas especies vegetales estudiadas, o muy por el contrario,

por la total falta de especificidad.

Tanto G. constrictum como G. intraradices se presentaron de forma permanente y
en una alta proporcién en las comunidades de HMA, tanto a nivel intra- como
extrarradical, a la vez que G. mosseae y G. viscosum presentaron una proporcion
baja del total de la comunidad, pero estable en el tiempo, en tanto que G. clarumy
G. coronatum se presentaron en la comunidad de HMA soélo durante el primer

ciclo anual.

El aumento de diversidad de la cubierta vegetal no se relacioné con un aumento
en los niveles de diversidad de HMA resultante tanto en suelo como en la raiz.
Ademas, la diversidad de HMA no presentd relacion con la mejora de las
caracteristicas del suelo, con el crecimiento vegetal, ni con el aumento de los

propégulos de HMA en el sustrato.

“Los cambios en la diversidad y estructura vegetal no han producido un cambio
importante en la composicion y estructura de las comunidades de HMA,
pareciendo este pardmetro ser mas dependiente de caracteristicas intrinsecas de

cada hongo y/o de las caracteristicas del suelo”.
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Anexo 1. Valoracién de pH por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y media global por
asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 8,89 ab 868 cd 845 ab 7,97 e 8,31 abc 8,41 bcd 8,29 abc 8,08 ab 7,99 abc 8,32 ¢ 851 ab 7,98 ¢ 8,32 cde
L 892 ab 8,62 d 835 ¢ 8,02 d 8,15 d 8,38 cde 8,32 abc 8,02 ab 7,85 ef 8,40 abc 851 ab 7,92 ¢ 8,29 e
Re 893 ab 8,86 a 8,45 ab 8,07 bcd 8,36 ab 854 a 8,43 a 8,10 ab 8,07 a 8,32 ¢ 8,58 a 8,17 ab 8,41 a
Ro 9,02 a 8,74 abcd 8,50 a 8,07 abcd 8,26 bcd 8,34 cde 8,227 bc 8,01 ab 7,83 ef 846 ab 841 b 8,09 b 8,33 bcd
ML 8,78 ab 8,69 bcd 846 ab 8,06 cd 822 cd 829 e 8,24 bc 8,00 ab 7,91 cde 849 ab 8,49 ab 8,12 ab 8,31 cd

MRe 8,89 ab 8,82 abc 842 ab 8,06 cd 833 abc 844 bc 822 bc 807 ab 7,96 bcd 853 a 855a 818 ab 8,37 ab
MRo 8,99 a 8,84 abc 8,49 a 8,05 cd 8,39 a 8,38 cde 8,35 abc 7,99 b 7,90 def 8,44 abc 8,43 b 8,14 ab 8,36 abc
LRe 870 b 868 cd 844 ab 8,10 abc 822 cd 8,41 bcd 8,34 abc 7,97 b 784 ef 847 ab 855 a 818 ab 8,32 cde
LRo 8,76 ab 8,80 abc 848 a 812 ab 8,36 ab 832 de 822 c 8,00 ab 7,89def 846 ab 850 ab 8,14 ab 8,34 bcd
ReRo 888 ab 884 ab 839 bc 813 a 836 ab 8,39 cde 8,33 abc 7,99 b 781 f 8,38 bc 849 ab 8,17 ab 8,35 bcd
Todas 8,85 ab 8,78 abc 8,46 ab 8,12 ab 836 ab 850 ab 836 ab 803 ab 7,85 ef 852ab 850 ab 8,11 ab 8,37 ab
Nat 8,83 ab 8,83 abc 8,33 c 8,13 a 8,41 a 8,44 abc 8,29 abc 8,13 a 8,02 ab 8,551 a 8,59 a 821 a 8,39 a

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 2. P disponible en el sustrato por asociaciéon vegetal y etapa de muestreo, y media
global por asociacién vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 17,3 bed 14,3 abcd 11,4 b 5,7 bc 51cd 677a 360e 669ab 59 ab 439c 439a 1066 a 818 ab
L 17,4 bed 12,5 bed 9,9 bc 4,7 be 5,6 bcd 7,30 a 5,92 abc 7,90 a 4,14 ¢ 4,33 ¢ 4,33 a 4,53 ab 7,52 bcd
Re 16,6 d 11,2 d 6,6 d 6,7 bc 8,0 abc 7,11 a 4,70 bcde 6,65 ab 5,78 b 4,98 bc 4,98 a 3,75 ab 7,03 cd
Ro 16,8 cd 11,6 cd 56 d 53 bc 100a 689a 544 abcd638 ab 4,60 bc 433 c 433 a 1,96 b 6,70 d

ML 18,3 abcd 12,2 bcd 8,0 cd 4,0 bc 6,4 abcd 6,81 a 4,32 bed 597 b 4,93 bc 562 ab 5,62 a 532 ab 7,09 cd
MRe 17,9 bed 13,5 abcd 6,4 d 7,3 ab 6,7 abcd 7,37 a 6,30 ab 6,38 ab 6,23 ab 4,30 ¢ 4,30 a 4,81 ab 7,58 bcd
MRo 17,7 bed 11,2 d 6,7 d 7,3 ab 5,8 bed 7,36 a 4,94 bcde 6,02 b 6,10 ab 5,39 abc 5,39 a 3,89 ab 7,05 cd
LRe 196 a 148 ab 122 b 10,3 a 82 abc 726 a 674a 625ab 742a 556ab 556 a 4,69 ab 8,90 a

LRo 189 ab 152 ab 184 a 33 ¢ 4,1 d 6,29 ab 4,43 bcd 5,69 b 596 ab 5,57 ab 557 a 592 ab 8,36 ab
ReRo 18,5 abc 14,7 abc 11,4 b 33 ¢c 91 ab 6,77 a 3,85 de 6,21 ab 6,18 ab 589 ab 5,89 a 6,57 ab 7,87 bc
Todas 18,2 abcd 151 ab 128 b 5,0 bc 7,6 abcd 6,91 a 4,23 bcd 6,65 ab 4,77 bc 566 ab 5,66 a 3,62 ab 7,80 bc
Nat 17,7 bcd 16,4 a 120 b 4,2 bc 7,2 abcd557 b 434 bed 518 b 468 bc 632 a 632 a 6,89 ab 7,93 bc

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 3. Contenido de Glomalina FE por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y media
global por asociacién vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 554 cd 6,71 ab 5,26 abc 5,37 a 6,91 ab 5,93 abcd 5,86 abcd 6,77 ab 6,70 abc 8,17 bcd 7,97 bcd36,25 ab 6,45 bc
L 544 d 7,14 ab 5,27 abc 4,55 bc 6,78 abc 5,92 abcd 6,18 abc 6,80 ab 6,87 ab 9,06 a 88l ab 692 a 664 ab
Re 5,71 bed 6,63 ab 4,99 bc 4,01 c 6,10 bcd 4,98 d 549 de 6,52 ab 551 d 7,62 cd 7,93 bcde 5,11 b 5,88 d
RO 6,24 abcd 7,32 ab 596 ab 4,85 ab 7,15 a 6,57 abc 6,16 abc 7,42 ab 7,05 a 9,11 a 8,56 abc 6,30 ab 6,89 a
ML 6,48 abc 697 ab 6,18 a 4,89 ab 6,81 abc 6,40 abc 629 ab 745a 679ab 910a 88 a 676a 692a
MRe 6,17 abcd 6,88 ab 6,28 a 508 ab 7,16 a 6,54 abc 6,13 abc 7,27 ab 6,08 bcd 8,63 ab 8,13 abcd 5,57 ab 6,66 ab
MRo 6,60 ab 6,90 ab 5,33 abc 5,34 a 6,04 cd 554 cd 4,96 e 7,39 ab 6,08 bcd 8,30 abc 8,82 ab 6,11 ab 6,45 bc
LRe 685 a 687 ab 483c 4,68 abc 6,77 abc 6,71 ab 6,15 abc 7,45 a 6,32 abcd 8,54 ab 8,74 ab 598 ab 6,66 ab
LRo 6,08 abcd 6,54 b 5,60 abc 4,31 bc 6,14 bcd 681 a 575 bcd 7,13 ab 554 d 7,97 bed 7,59 de 548 ab 6,25 c

ReRo 6,42 abc 6,98 ab 5,45 abc 4,41 bc 6,40 abcd 5,75 bcd 5,63 bc 6,44 bc 590 cd 7,64 cd 837 abcd5,46 ab 6,24 ¢
Todas 6,12 abcd 6,93 ab 5,28 abc 4,50 bc 5,74 d 5,97 abcd 6,17 abc 6,75 ab 6,24 abcd 8,07 bcd 7,19 e 6,04 ab 6,25 ¢
Nat 6,07 abcd 7,72 a 5,45 abc 4,36 bc 6,90 ab 5,86 abcd 6,40 a 559 ¢ 5,83 d 7,35 d 7,79 cde 6,02 ab 6,28 ¢

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al

test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 4. Proporcién de agregados hidroestables por asociacion vegetal y etapa de muestreo,
y media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

M 41,14 ab 37,58 de 60,5labcd 65,97 ab 67,11 a 65,91 abc 72,48 ab 76,16 a 75,88abcd 51,80 b 66,69 a 69,75 ab 62,58 abc
L 44,84 ab 44,93 bcd 57,64 bed 66,91 ab 73,61 a 7253 a 62,67 abc 75,28 ab 82,86 a 50,18 b 58,49 abc 57,82 ¢ 62,31 abc
Re 41,85 ab 42,09 cde 53,94 cde 59,68 b 70,86 a 65,67 abc 64,77 abc 73,98 ab 70,16 cd 51,43 b 63,34 a 63,70 abc 60,12 cd
RO 43,62 ab 45,76 bcd 64,46 ab 6559 ab 69,34 a 68,08 ab 68,89 abc 75,39 ab 77,82 abc 55,58 ab 59,29 abc 70,82 ab 63,72 abc
ML 38,13 b 47,97 bc 64,93 ab 63,36 ab 67,43 a 65,55 abc 68,83 abc 66,57 bc 74,10 becd 57,57 ab 57,28 abc 62,19 bc 61,16 bc
MRe 43,86 ab 53,64 ab 59,01 bcd 64,42 ab 71,54 a 63,92 bc 69,09 abc 72,36 ab 71,41 cd 54,94 ab 62,63 ab 67,73 abc 62,88 abc
MRo 41,65 ab 46,07 bcd 51,98 de 62,51 b 68,56 a 65,96 abc 65,47 abc 73,65 ab 74,26 bcd 56,20 ab 63,07 a 74,61 a 62,00 abc
LRe 48,63 a 61,26 a 55,62 bcd 70,77 a 73,01 a 6857 ab 59,33 bc 79,57 a 81,15 ab 56,41 ab 60,43 ab 66,90 abc 65,14 ab
LRo 43,25 ab 53,60 ab 68,96 a 64,03 ab 70,95 a 72,60 a 76,07 a 73,94 ab 74,72abcd 56,97 ab 59,31 abc 74,49 a 65,74 a

ReRO 41,55 ab 43,13 cde 62,48 abc 66,62 ab 67,81 a 60,63 cd 63,24 abc 74,54 ab 71,60 cd 66,44 a 62,36 ab 70,68 ab 62,60 abc
Todas 37,14 b 39,31 cde 59,12 bcd 59,25 b 63,09 ab 54,89 d 57,18 ¢ 70,49 ab 68,63 d 5589 ab 50,33 bc 64,78 abc 56,67 d
Nat 26,78 ¢ 3534 e 4535e 64,85 ab 54,72 b 4576 e 65,48 abc 58,84

o
@

55,05 e 49,67 b 47,66 ¢ 66,07 abc 51,30
Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al

test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 5. Superficie de cobertura vegetal total por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

M 51,6bcde 150,9 ab 122,2 de 332,9 ab 211,7 cd 174,9 def 2156 ¢ 350,6 ab 2265 cd 191,8 de 162,5 cd 156,7 cd 1957 de
L 90,9 ab 208,8 a 241,6 a 280,1 ab 320,9 ab 356,2 ab 264,8 abc 406,2 a 403,9 ab 3449 b 260,4 ab 231,8 ab 284,2 ab
Re 141 e 58,7 d 773 e 98,6 d 1354 de 1203 f 130,7 d 141,7 f 1094 e 1171 e 96,7 e 1046 e 1004 f
Ro 107,3 a 1759 ab 2259 ab 3459 ab 3402 a 3294 b 3225 a 3038 bc 2763 cd 3327 b 284,66 a 2532 ab 274,8 abc
ML 91,1 ab 157,6 ab 1995 abc 350,8 a 326,9 ab 398,0 a 293,1 ab 350,1 ab 388,6 ab 440,6 a 261,6 ab 249,7 ab 2923 a
MRe 50,3 cde 138,4 bc 147,2 cd 315,1 ab 244,3 bc 201,8 cde 263,1 abc 325,8 bc 218,8 d 325,0 b 254,7 ab 258,3 ab 228,6 cde
MRo 65,8 bc 167,0 ab 196,6 abc 171,4 cd 185,4 cde 205,2 cde 222,1 bc 217,6 def 272,0 cd 223,0 d 267,6 ab 199,9 bc 199,5 de
LRe 76,7 abc 2115 a 2143 abc272,1 b 307,1 ab 349,3 ab 240,8 bc 274,6 bcd430,8 a 3389 b 2818 a 2711 a 2724 abc
LRo 74,9 abc 196,1 ab 206,4 abc 200,8 ¢ 258,9 abc 248,4 cd 248,1 bc 246,8 cde 358,4 b 309,7 bc 274,0 a 231,1 ab 237,8 bcd
ReRo 54,1 bcd 136,4 bc 167,9 bcd 169,8 cd 202,9 cd 197,9 cde 226,1 bc 202,4 def 254,6 cd 204,7 d 203,2 bc 158,4 cd 1815 e
Todas 73,3 abc 134,4 bc 207,2 abc 183,7 ¢ 217,8 cd 234,3 bc 2352 bc 222,6 def 2933 ¢ 2449 cd 199,8 bc 1679 ¢ 201,2 de
Nat 22,2 de 90,5 cd 1059 de 1259 cd 1192 e 1372 ef 150,3 d 179,6 ef 2153 d 1791 de 132,6 de 1424 cd 1334 f

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 6. Superficie de cobertura individual por plantas de Lavanda segin asociacién vegetal
y etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

L 22,74 ab 52,19 b 60,41 b 70,03 b 80,23 a 89,06 b 66,20 b 101,56 a 100,97 ¢ 86,22 b 65,11 bc 57,94 bc 71,05 b
ML 3287 a 4743 b 6187 b 7817 ab 110,94 a 148,15 a 92,42 a 11343 a 152,92 b 160,73 a 86,79 b 7899 b 97,06 a
LRe 3385 a 8208 a 9434 a 9295 a 10960 a 142,02 a 92,56 a 119,99 a 199,52 a 154,15 a 125,52 a 124,47 a 114,25 a
LRo 10,37 bc 29,54 bc 2824 ¢ 21,22 ¢ 29,04 b 37,37 cd 27,57 ¢ 2989 b 5932 c 4675 b 3355d 3542c 3236¢
Todas 21,79 ab 38,56 bc 54,10 b 33,62 ¢ 47,78 b 67,14 bc 52,54 bc 57,00 b 9830 ¢ 8044 b 46,59 cd 47,71 ¢ 53,80 bc
Nat 4,09 ¢ 2259 ¢ 21,19 ¢ 2340 c 22,63 b 33,10 d 30,94 ¢ 3561 b 6148 c 5086 b 2726d 3893 c 3101c

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 7. Longitud de plantas de Lavanda por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

L 6,85 ab 6,85 ab 9,82 ab 12,78 ab 14,08 b 1593 b 16,15 ab 18,220 b 18,90 abc 19,30 a 18,15 ab 18,45 a 14,62 ab
ML 767 ab 7,67 ab 1100 a 1433 a 1928 a 20,83 a 20,28 a 2333 a 2233 a 2367 a 1967 a 21,11 a 17,60 a
LRe 8,80 a 8,80 a 11,73 a 1465 a 1475 b 1500 b 16,20 ab 1850 b 20,60 ab 21,00 a 20,60 a 21,00 a 15,97 ab
LRo 589 b 589 b 7,48 b 9,06 b 10,94 bc 11,39 bc 11,22 cd 12,78 cd 14,89 bc 13,33 bc 12,78 bc 12,89 b 10,71 cd

Todas 7,30 ab 7,30 ab 9,80 ab 12,30 ab 12,90 b 13,80 b 14,44 bc 15,60 bc 17,80 abc 18,40 ab 16,60 ab 17,60 a 13,65 bc
Nat 3,38 ¢ 3,38 c 10,31 ab 17,25 a 8,25 ¢ 8,75 ¢ 9,50 d 10,50 d 14,00 ¢ 10,75 c 9,75 ¢ 11,00 b 9,73 d

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al

test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 8. Numero de inflorescencias en plantas de Lavanda por asociacion vegetal y etapa de
muestreo, y media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

L - - - - 0,30 ab 0,30 ab - 225 bc 320 b 0,05 a - 0,90 a 0,58 bc
ML - - - - 0,50 ab 0,10b - 3,40 ab 4,00 b 0,00 a - 1,60 a 0,80 ab
LRe - - - - 150 a 120 a - 4,60 a 6,60 a 0,00 a - 1,90 a 1,32 a
LRo - - - - 0,00 b 0,00 b - 0,10 c 0,30 ¢ 0,00 a - 0,30 a 0,06 ¢
Todas - - - - 0,20 ab 0,00 b - 1,60 bc 2,00 bc 0,00 a - 1,60 a 0,45 bc
Nat - - - - 0,00 b 0,00 b - 0,80 c 0,00 ¢ 0,00 a - 0,80 a 0,13 ¢

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 9. Superficie de cobertura individual por plantas de Mejorana segun asociacion vegetal
y etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
M 12,90 abc 37,72 b 30,55 bc 83,22 b 52,91 bc 43,73 b 5390 b 87,64 b 56,62 b 47,96 bc 40,63 bc 39,17 bc 48,91 bc
ML 15,97 ab 36,13 b 44,08 ab 105,03 ab 63,58 ab 65,67 a 63,38 b b

72,98 bc 56,66 7562 b 5268 b 53,78 b 5880 b
146,54 a 114,00 a 118,09 a 94,42 a

26,04 ¢ 2479 ¢ 2260 c 2085 d

MRe 2025 a 5585 a 5966 a 119,97 a 8223 a 73,83 a 100,63 a 143,92 a 98,06
MRo 648 c 1732 c 2143 c 1965 c 1630 d 2033 b 2000 ¢ 2521 d 30,05
Todas 11,76 bc 11,70 ¢ 31,14 bc 36,64 ¢ 32,10 cd 32,32 b 41,28 bc 37,92 cd 44,73

Nat 6,98 c 8,72 ¢ 35,15 bc 3853 ¢ 29,03 cd 3043 b 41,85 bc 58,69bcd 47,34
Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al

test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

34,94 ¢ 31,25 bc 27,51 bc 31,11 cd

a
b
b
b 39,66 ¢ 30,69 bc 30,03 bc 33,09 cd

Anexo 10. Longitud de plantas de Mejorana por asociacién vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 1223 a 1223 a 8,95 ab 24,75 abc 23,33 ab 23,03 ab 24,25 ab 32,85 ab 2500 b 2510 b 2455b 2445b 2173 D
ML 9,20 a 9,20 a 11,10 a 28,85 ab 24,30 ab 24,60 ab 24,85 ab 31,00 ab 2420 b 2560 b 2520 b 2650 b 22,05 b
MRe 10,40 a 10,40 a 10,20 a 3295 a 28,10 a 29,30 a 30,20 a 39,30 a 3340 a 3360a 3460a 3710a 27,46 a
MRo 7,75 a 7,75 a 550 b 1955 bc 18,15 b 1835b 1760 b 2080 c 1800 b 1880 bc 1880 b 19,40 b 1587 c
Todas 9,25 a 9,25 a 8,50 ab 24,88 abc 28,75 a 22,25 ab 23,25 ab 25,75 bc 20,50 b 15,75 ¢ 850 ¢ 20,75 b 18,02 bc
Nat 750 a 750 a 8,00 ab 1567 ¢ 29,33 a 21,17 b 23,00 ab 30,67 ab 23,00 b 21,00 bc 19,00 b 24,00b 18,63 bc

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 11. Numero de inflorescencias en plantas de Mejorana por asociacion vegetal y etapa
de muestreo, y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

M - - - - - - - 7,65 ab - - - 060 b 069 b
ML - - - - - - - 2,90 bc - - - 090 b 032hb
MRe - - - - - - - 10,10 a - - - 6,10 a 135 a
MRo - - - - - - - 0,20 ¢ - - - 020 b 003b
Todas - - - - - - - 1,80 bc - - - 040 b 0,18 b
Nat - - - - - - - 1,40 bc - - - 020b 0,13 b

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 12. Superficie de cobertura individual por plantas de Retama seguln asociacion vegetal
y etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.
Re 3,63 abc 14,67 b 1933 a 2465 b 3384 ab 30,08 a 32,68 a 3542 a 27,34 a 2927

a 24,18 a 2615a 2510 a
MRe 4,49 a 2368 a 1279 b 4310 a 4395 a 3262a 2785 a 17,31 bc 1589 b 1529 b 1536 ab 11,10 b 21,95 a
LRe 4,89 a 13,35 bc 13,95 ab 37,57 a 3991 a 27,08 a 3092 a 1899 b 11,34 bc 1598 b 1335 b 11,08 b 1987 a
ReRo 2,44 bc 556 ¢ 6,78 cd 16,63 b 23,21 bc 1429 b 1048 b 9,25 bc 505 ¢ 4,64 b 031l c 0,00 ¢ 822 b
Todas 4,23 ab 21,83 ab 10,87 bc 2381 b 25,07 bc 21,60 ab 14,53 b b
b b b

Nat 1,77 ¢ 21,37 ab 4,87 d 19,44

12,08 bc 9,74 bc 7,24 6,19 bc 0,86 bc 13,17 b

19,10 ¢ 21,72 ab 9,40 1,36 ¢ 3,01 bc 10,31 b

7,93 ¢ 7,17 bc 6,58

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 13. Longitud de plantas de Retama por asociacién vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

Re 37,53 ab 37,53 ab 36,35 a 42,15 ab 41,48 ab 41,24 ab 40,20 a 3895 a 40,15 a 4085 a 3740 a 37,00 a 3923 a
MRe 4450 a 4450 a 4550 a 4500 a 43,60 a 4570 a 31,80 ab 29,90 ab 29,10 abc 27,90 ab 17,70 b 14,60 b 34,98 a
LRe 37,45 ab 37,45 ab 42,80 a 42,50 ab 39,70 abc 38,00 abc 37,30 a 37,60 a 32,00 ab 29,90 ab 14,10 bc 13,00 bc 33,48 a

ReRo 3067 b 3067 b 31,89 a 31,67 bc 27,94 cd 2811 c 2044 b 2022 b 1678 bc 1656 b 233 c 000 c 21,44 b
Todas 33,00 ab 33,00 ab 31,75 a 30,88 bc 20,50 d 32,50 bc 18,00

o

20,75 b 1475 c¢ 2125b 2150b 2,25 bc 22,98 b
Nat 28,00 b 28,00 b 3350 a 2850 c 28,50 bcd 33,00 bc 30,50 ab 31,00 ab 15,50 ¢ 245 b 23,00 b 4,50 bc 24,59 b
Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 14. Numero de ramificaciones en plantas de Retama por asociacion vegetal y etapa de
muestreo, y media global por asociacién vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

Re 570 ab 570 ab 1035 a 2195a 2675a 2535a 2125a 2540 a 2630a 2870a 2710a 348 a 2162 a
MRe 740 ab 7,40 ab 1220 a 11,30 b 1340 b 11,70 b 950 b 10,30 b 8,50 b 9,10 b 6,80 b 330 b 924 b
LRe 6,70 ab 6,70 ab 10,70 a 13,00 b 14,40 b 13,00 b 10,70 b 9,80 b 8,10 b 8,40 b 6,10 b 2,50 b 9,18 b
ReRo 5,00 b 5,00 b 7,60 a 790 b 11,90 b 7,80 b 520 b 5,00 b 3,40 b 3,90 b 0,50 b 0,00 b 527 b
Todas 8,80 a 8,80 a 11,40 a 1160 b 12,80 b 10,00 b 6,80 b 6,80 b 5,00 b 4,40 b 160 b 0,40 b 737 b
Nat 4,50 b 4,50 b 7,00 a 775 b 9,50 b 975 b 6,00 b 6,75 b 5,00 b 525 b 225 b 175 b 583 b

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 15. Superficie de cobertura individual por plantas de Romero segun asociacién vegetal

y etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

Ro 26,82 a 4397 ab 56,48 bc 86,48 a  8504ab 8234ab 8062 b 7595 b 6908 b 832lab 71,14 b 6329 a 6870 b
MRo 27,07 a 68,49 a 7496 b 79,19 a 100,39ab 86,84ab 96,48ab 93,53ab 119,87 a 108,11 ab 103,45ab 80,14 a 86,54 ab
LRo 26,43 a 66,16 a 7684 b 66,05 ab 76,38 bc 82,29ab 91,06 b 8359 b 10593 ab 8547ab 10899ab 77,34 a 78,88 ab
ReRo 2462 a 6263 ab 77,14 b 68,29 ab 78,26 bc 84,66 ab 102,58ab 91,96ab 122,23 a 97,72ab 101,31ab 79,18 a  8255ab
Todas 3556 a 62,30 ab 111,08 a 89,66 a 112,88 a 113,27 a 126,90 a 115,63 a 140,47 a 122,23 a 115,76 a 91,87 a 103,13 a
Nat 932 b 3781 b 44,67 ¢ 4457 b 4845 c 5199 b 6809b 7743 b 9929ab 8197 b 7332 b 70,40 a 58,94 b

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 16. Longitud de plantas de Romero por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
Ro 11,60 a 1160 a 2500 a 29,73 a 30,00 a 29,17 a 3135a 3235a 3060a 3145a 30,75a 31,20a 27,07 a
MRo 1195 a 1195 a 2300a 2680 a 2735 a 278 a 2870a 2905a 2930a 2930a 2950a 2910 a 2532a
LRo 11,30 a 1130 a 2180 a 27,00 a 2805a 2785 a 2920 a 2930 a 2930a 2920a 2920a 2940 a 2524 a
ReRo 10,80 a 10,80 a 2120 a 2540 a 2585 a 2595 a 2710a 2730 a 27,20 ab 2770 a 27,70 a 27,80 a 2373 a
Todas 1290 a 12,90 a 2560 a 29,40 a 30,00 a 2990 a 31,60 a 3200a 3220a 3320a 3340a 3220a 2794 a
Nat 5,00 b 500 b 1060 b 1160 b 16,20 b 16,10b 1760 b 1880 b 2200b 2040b 1860 b 19,00 b 1507 b

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 17. Numero de flores en plantas de Romero por asociacién vegetal y etapa de
muestreo, y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
Ro - 0,00 b 11,50 a 0,00 b 0,50 a 6,65 b 1,55 ab
MRo - 090 a 13,80 a 020 b 0,40 a 8,30 b 1,97 ab
LRo - 0,10 ab 14,22 a 0,00 b 0,00 a 8,60 b 1,91 ab
ReRo - 0,20 ab 11,70 a 0,00 b 1,00 a 11,70 ab 2,05 ab
Todas - 0,20 ab 11,20 a 0,40 ab 0,60 a 16,40 a 2,40 a
Nat - 0,20 ab 6,80 a 0,80 a 0,00 a 4,60 a 1,03 b

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al

test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 18. Numero de ramificaciones en plantas de Romero por asociacion vegetal y etapa de
muestreo, y media global por asociacién vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
Ro 280 ab 280 ab 425a 405b 49 a 470a 515a 545a 550a 560a 555a 535b 468a
MRo 3,00 ab 3,00 ab 4,60 a 4,40 ab 5,00 a 520 a 5,20 a 5,90 a 580 a 6,20 a 6,20 a 6,20 ab 5,06 a
LRo 270 ab 270 ab 510a 520ab 560a 520a 59 a 640a 640a 680a 630a 620ab 538a
ReRo 3,00 ab 300 ab 450a 460ab 520a 510a 560a 59 a 610a 610a 600a 610ab 510 a
Todas 3,40 a 3,40 a 5,00 a 5,00 ab 5,40 a 540 a 5,80 a 6,20 a 6,40 a 6,40 a 6,20 a 6,40 ab 542 a
Nat 1,40 b 1,40 b 580 a 5,80 a 520 a 5,60 a 5,20 a 6,80 a 6,80 a 7,00 a 7,20 a 7,40 a 547 a

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 19. Densidad de micelio micorricico total por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

M 0,39 ab 0,83 cdef 2,49 a 244 ab 244 ab 2,30 bcd 2,21 cd 2,40 a 233 b 219 a 162 ab 1,80 a 195 b
L 045 a 1,14 ab 161 cd 2,16 bc 2,66 a 3,01 a 3,15 a 2,64 a 2,76 a 1,96 ab 1,65 a 1,62 abc 2,01 a
Re 0,34 abc 0,86bcdef 1,75 bc 2,09 ¢ 2,19 bcd 1,61 g 158 fg 1,95 bc 1,70 de 1,45 de 127 de 123 e 150 g
RO 021 c 0,99abcde 2,05 b 2,71 a 233 ab 1,92 ef 202 de 255 a 198 ¢ 1,73 bed 1,52 abcd 1,75 ab 1,81 ¢
ML 0,25 bc 1,01 abcd 2,58 a 194 ¢ 2,34 ab 1,90 ef 1,88 ef 212 b 2,09 ¢ 1,64 de 1,40 abcd 1,70 abc 1,74 cd
MRe 0,19 ¢ 0,90 bcde 1,35 de 1,88 ¢ 2,28 abc 2,11 cde 2,07 de 1,76 cd 1,97 c 1,92 bc 1,30 d 1,49 cd 1,60 ef
MRO 0,29 abc 1,21 a 1,76 bc 1,53 d 191 cde 2,52 b 2,46 bc 1,70 cd 1,87 cd 1,56 de 1,36 bcd 1,61 abc 1,65 de
LRe 0,23 bc 1,10 abc 1,33 de 2,08 ¢ 2,05 bcde 2,02 def 2,06 de 1,79 cd 1,47 ef 1,66 cde 1,36 bcd 1,34 de 1,54 fg
LRo 0,39 ab 0,93abcde 1,33 de 2,41 ab 1,83 de 252 b 255 b 1,98 bc 1,42 f 1,37 e 1,59 abc 1,53 bcd 1,66 de

ReRO 0,31 abc 0,74 def 0,89 f 191 ¢ 1,93 cde 2,34 bc 2,36 bc 1,72 cd 2,07 c 1,47 de 13l cd 151 cd 155 fg
Todas 0,25 bc 0,70 ef 1,09 ef 1,82 cd 2,05 bcde 2,01 def 1,98 def 1,51 d 185 cd 143 e 1,29 d 150 cd 1,46 g
Nat 0,22 ¢ 0,60 f 0,78 f 2,03 ¢ 168 e 180 fg 173 g 1,56 d 144 f 140 e 1,03 e 119 e 129 h

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al

test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 20. Densidad de micelio micorricico vivo por asociaciéon vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

M 024a 028ab 031b 058 a 045 ab 069 bc 066 bc 116 a 078 b 0,84 a 068a 08 a 063a
L 0,08 bc 0,22 abc 0,11 cd 0,56 ab 0,50 a 0,85 a 0,89 a 1,08 ab 0,96 a 0,77 a 0,56 abcd 0,75 ab 0,61 a
Re 0,08 bc 0,34 a 0,13 cd 0,559 a 0,40 abcd 0,38 ef 0,37 f 0,83 bc 0,58 def 0,54 d 0,46 cd 0,58 cde 0,44 e
RO 0,07 bc 030 a 046 a 0,54 ab 0,38 bcd 0,50 def 051 de 1,21 a 0,73 bcd 0,70 abc 0,60 abc 0,74 ab 0,56 b
ML 0,16 ab 0,17 bc 046 a 035 ¢ 049 ab 052 de 051 de 1,07 ab 0,72 bcd 0,58 bcd 0,54 abcd 0,76 ab 0,53 bc
MRe 0,05 ¢ 0,13 ¢ 0,10 cd 0,45 abc 0,44 abc 0558 cd 0,57 cd 0,80 c 0,71 bcde 0,72 ab 0,49 bcd 0,66 bcd 0,48 cde
MRo 0,11 bc 0,22 abc 0,22 bc 0,41 bc 0,39 abcd 0,77 ab 0,75 b 0,79 ¢ 0,60 cdef 0,53 d 0,62 ab 0,75 ab 0,51 bed
LRe 0,09 bc 0,24 abc 0,23 bc 0,46 abc 0,39 abcd 0,49 def 0,50 de 0,84 bc 0,51 f 0,62 bcd 0,51 bed 0,50 e 045 e
LRo 0,12 bc 0,25 abc 0,10 cd 0,57 a 0,33 cd 076 ab 0,77 b 0,86 bc 054 ef 0,48 d 0,69 a 0,66 bcd 0,51 bced

ReRo 0,08 bc 0,16 bc 0,07 d 0,41 bc 0,37 bed 0,57 de 0,57 cd 0,87 bc 0,77 bc 0,52 d 0,55 abcd 0,71 bc 0,47 de
Todas 0,04 ¢ 0,21 abc 0,09 cd 0,36 c 0,40 abcd 0,56 de 0,55 cde 0,65 c 0,66bcdef 0,56 cd 0,49 bcd 0,67 bc 044 e
Nat 003c 013c 005d 033c 028d 045f 044 ef 076 c 053 f 050d 042d 053 de 037f

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al

test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 21. Densidad radical total por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y media global
por asociacién vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M - 0,78 a 1,54 abcd 2,16 cde 2,21 cde 5,19 ab 5,99 bc 7,37 de 10,60 bcd 9,34 bcd 9,44 a 7,26 cde 5,63 cd
L - 0,65 abc 1,82 ab 3,09 ab 2,73 bc 391 cde 11,12 a 1954 a 21,73 a 1483 a 971 a 1373 a 935 a
Re - 0,27 f 0,78 e 1,25 f 1,41 f 329 e 191 d 4,28 e 2,17 e 254 e 163 e 2,03 f 1,9 f

Ro - 0,46 cdef 1,31abcde 1,60 def 2,68 bc 3,66 cde 6,70 bc 11,48 cd 14,05 bc 11,02 abc 8,37 ab 9,22 bed 6,41 bc
ML - 0,63 abcd 1,71 abc 2,63 abc 2,02 cdef 3,20 e 9,22 ab 17,72 ab 15,03 b 11,07 abc 7,36 abc 8,27 cd 7,17 bc
MRe - 0,41 def 1,14 cde 2,28 cde 1,49 ef 4,73 abc 4,54 cd 6,90 de 9,01 d 7,98 cd 7,43 abc 4,04 ef 4,54 de
MRoO - 0,51 bcde 1,12 cde 1,54 ef 1,91 def 3,84 cde 6,41 bc 14,01 bc 8,98 d 10,51 abc 7,32 abc 10,50 abc 6,06 bc
LRe - 0,64 abc 1,87 a 3,29 a 1,82 def 4,34 bcde 9,65 ab 17,62 ab 10,28 cd 13,52 ab 855 ab 9,81 bc 7,40 b

LRo - 0,59 abcd 1,67 abc 2,20 cde 3,49 a 4,48 abcd 6,81 bc 8,41 de 10,24 cd 11,31 abc 8,44 ab 12,34 ab 6,36 bc
ReRO - 0,50 cde 1,19 bcde 2,37 bcd 2,97 ab 3,60 cde 5,34 cd 9,69 cde 11,40 bcd 11,71 abc 6,18 abc 7,79 cde 5,70 cd
Todas - 0,73 ab 1,29abcde 1,61 def 3,17 ab 548 a 9,16 ab 11,13 cd 11,97 bcd 10,81 abc 5,16 bc 8,80 bcd 6,30 bc
Nat - 031 ef 1,02 de 1,37 f 2,45 bcd 3,46 de 487 cd 4,76 e 7,71 d 5,31 de 3,99 cd 5,29 def 3,69 e

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 22. Proporcién de raiz micorrizada por asociacién vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M - 35,1 bcde 39,4 d 64,9 ab 635 abc 652 a 734 b 456 cde 47,3 bc 256 e 54,7 bc 45,0 defg 50,86 bc
L - 39,8 abc 64,8 abc 51,8 bc 56,8 bc 46,6 bc 61,9 bcd 45,1 cdef 48,4 bc 23,2 e 40,8 d 45,8 def 47,72 cd
Re - 523 a 795a 726 a 646 abc 544 ab 855a 784a 696a 709a 660a 679a 6925a
RO - 425 ab 659 abc 52,1 bc 535 ¢ 44,0 bcd 60,1 cde 459 cde 356 de 309 de 484 cd 372 ¢g 46,92 cd
ML - 40,0 abc 57,6 bcd 55,9 abc 62,1 abc 39,8 cde 62,9 bcd 42,2 cdef 34,9 de 29,8 de 39,5 d 52,0 bcd 46,95 cd
MRe - 24,5 cde 62,0 abc 53,9 bc 59,6 abc 46,9 bc 57,5 cde 46,7 cde 399 cd 379 cd 593 ab 39,8 fg 48,00 cd
MRO - 194 e 51,4 bcd 58,7 abc 72,0 ab 283 e 49,0 ef 378 ef 40,0 cd 306 de 484 cd 492 cde 44,07 de
LRe - 32,6 bcde 63,5 abc 64,3 ab 735 a 50,2 bc 69,0 bc 51,1 c 458 cd 45,0 bc 53,2 bc 53,7 bc 54,71 b
LRo - 20,3 de 62,5 abc 44,7 ¢ 65,1 abc 30,8 de 51,7 def 39,2 def 42,0 cd 39,9 cd 46,8 cd 43,5 efg 44,23 de
ReRO - 36,5 bcd 68,3 ab 67,6 ab 62,6 abc 39,7 cde 483 ef 486 cd 37,6 cde 29,7 de 48,1 cd 39,2 fg 47,85 cd
Todas - 239 cde 47,7 cd 54,5 abc 59,4 abc 26,0 e 442 f 35,6 f 285 e 29,2 de 46,2 cd 44,5 defg 39,98 e
Nat - 224 de 410 d 59,1 abc 68,9 ab 47,2 bc 739 b 62,5 b 573 b 533 b 65,5 a 58,3 b 55,40 b

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 23. Densidad de raiz micorrizada por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y media
global por asociacién vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M - 0,14 a 025 cd 049 bc 031 bc 332 a 4,36 bc 1,69 c 504 b 234c 514 a 3,27 cde 2,39 bc
L - 0,13 ab 0,46 a 0,53 b 0,34 b 1,82 bed 6,92 a 4,44 a 10,38 a 3,55 bc 3,98 abc 6,27 a 353 a
Re - 0,08 bcd 0,25 cd 0,30 d 0,20 ¢ 1,80 bed 1,63 d 1,68 ¢ 160c 179 ¢c 1,08 d 1,36 e 1,07 d
RO - 0,09 abcd 0,32 abed 0,27 d 0,32 bc 1,60 bcd 4,01 bc 2,67 bc 501 b 3,15 bc 3,88 abc 3,43 cd 2,25 bc
ML - 0,13 ab 0,39 abc 0,49 bc 0,28 bc 1,30 d 574 ab 3,68 ab 531 b 332bc 290 bc 420 bc 2525b
MRe - 0,06 cd 0,27 bed 0,37 bed 0,19 ¢ 226 b 256 cd 159 ¢ 3,64 bc 3,04 bc 436 ab 160 de 181 c
MRO - 0,05 cd 023 cd 0,30 d 0,30 bc 1,11 d 327 cd 252 c 3,59 bc 3,19 bc 3,56 abc 5,10 abc 2,11 bc
LRe - 0,11 abc 0,47 a 0,72 a 0,30 bc 2,19 bc 6,65 a 4,50 a 473 b 558 a 4,10 abc 4,97 abc 3,12 a
LRo - 0,06 cd 042 ab 033 cd 051 a 137 d 342 cd 167 c 431 b 470 ab 3,94 abc 5,66 ab 2,40 bc
ReRO - 0,10 abcd 0,31 abcd 0,53 b 041 ab 142 cd 257 cd 233c 392 b 342bc 299 bc 3,06 cde 1,91 bc
Todas - 0,09 abcd 0,23 cd 0,29 d 041 ab 1,43 cd 3,98 bc 2,08 c 3,42 bc 3,16 bc 2,40 cd 3,94 bc 1,95 bc
Nat - 0,04 d 0,17 d 0,26 d 0,38 b 1,66 bcd 3,60 bed 1,46 c 409 b 282 bc 264 bed 3,12 cde 1,84 ¢

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 24. Niumero total de esporas en 100 g de sustrato por asociacion vegetal y etapa de
muestreo, y media global por asociacién vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 100 a 136 b 497 ab 794 a 307 abc 375 de 474 a 1160 a 1025 ab 944 abc 1268 ab 1004 a 673,71 a
L 52 b 219 a 416 b 473 de 310 abc 278 def 327 bcd 507 ¢ 1063 ab 892 abcd 497 c 499 e 461,12 cd
Re 32 bcd 77 bcd 232 ¢ 349 efg 198 cd 157 f 268 cdef 667 bc 265 de 380 d 908 bc 525 de 338,14 e
RO 45 b 235 a 598 a 419 def 411 ab 680 a 349 abc 618 bc 519 cde 710 bcd 580 bc 588 cde 479,29 cd
ML 39 bc 102 bcd 498 ab 705 ab 476 a 119 f 437 ab 660 bc 657 bcde 735abcd 664 bc 813abcde 492,06 cd
MRe 38 bc 107 bc 237 ¢ 203 e 258 bcd 173 f 253 cdef 873 b 695 bcd 809 abcd 1298 ab 657 bede 466,78 cd
MRo 42 bc 127 bc 169 c 297 fg 288 abc 397 cde 177 ef 718 bc 1065 ab 1255 a 1746 a 931 ab 600,94 ab
LRe 40 bc 94 bcd 401 b 632 bc 218 bcd 574 ab 200 def 121 d 1133 ab 1173 ab 659 bc 851 abcd 507,99 bc
LRo 19 cd 80 bcd 410 b 367 ef 292 abc 288 def 290 cdef 153 d 930 abc 519 cd 591 bc 894 abc 402,72 de
ReRoO 31 bcd 43 cd 589 a 367 ef 198 cd 549 abc 303 bcde 92 d 1345 a 769 abcd 1220 abc 808 bcde 526,13 bc
Todas 37 bcd 42 cd 369 b 523 cd 252 bcd 432 bed 145 f 63 d 1097 ab 1122 ab 1110 abc 870 abc 505,20bcd
Nat 13 e 14 d 182 ¢ 315 fg 80 e 256 ef 145 f 13 d 198 e 1242 a 686 bc 806abcde 329,03 e

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 25. Nimero de esporas de G.clarum en 100 g de sustrato por asociacion vegetal y
etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

M 600 a 900a 2000b 8000a 000b 7,50 a - - - - - - 102l a
L 600 a 700ab 100b 3125b 000b 250 b 4,00 cde
Re 400a 500ab 500b 1250 cd 125ab 1,25 b - - - - - - 2,42 def
Ro 300a 300ab 1000b 375cd 000b 000 b 1,65 f
ML 300a 300ab 1800b 000d 000b 000 b 2,00 f
MRe 200a 300ab 1500b 250 cd 250 a 0,00 b 2,08 ef
MRo 400a 200ab 800b 1500c 000b 000 b - - - - - - 2,42 def
LRe 300a 500ab 1800b 500 cd 0,00 b 0,00 b - - - - - - 2,58 def
LRo 200a 600ab 3800a 500cd 000b 000b 4,25 cd
ReRo 700 a 400ab 5400 a 10,00 cd 0,00 b 0,00 b - - - - - - 6,25 b
Todas 6.00a 100b 5000a 500cd 000b 000 b - - - - - - 5,17 be

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie.

Anexo 26. Densidad especifica de G.clarum por asociacién vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 008b 008a 006bc 01la 000b 002a - - - - - - 0,03 ab
L 011 ab 004a 000d 007ab 000b 001b - - - - - - 0,02 be
Re 011 ab 007 a 002cd 004 bc 001ab 001b 0,02 be
Ro 008b 00la 002cd 00lc 000b 000b - - - - - - 0,01 ¢

ML 008b 004a 005cd 000c 000b 000b - - - - - - 0,01 bc
MRe 007b 002a 007hbc 00lc 00la 000b 0,02 be
MRo 012 ab 005a 005bc 006b 000b 000b 0,02 abc
LRe 009b 006a 00cd 00lc 000b 000b - - - - - - 0,02 bc
LRo 015ab 008a 010b 002c 000b 000 b - - - - - - 0,03 ab
ReRo 027a 009a 010b 004 bc 000b 000 b - - - - - - 0,04 a

Todas 018 ab 004a 0l15a 00lc 000b 000b - - - - - - 0,03 ab

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 27. Numero de esporas de G.constrictum en 100 g de sustrato por asociacion vegetal y
etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 82,0 bc 116,0 cd 168,0 bcd 210,0 bed 118,8 b 205,0bcde 326,3 a  890,0 a 798,8abc 626,3abcd 1001,3 ab 691,3 ab 436,1 ab
L 126,0 ab 147,0 bcd 185,0 bed 231,3 bed 200,0 ab 163,8 cde 213,8 bed 378,8 ¢ 783,8abc 575,0 bcd 3825 b 4033 b 3158 ¢
Re 43,0 ¢ 55,0 d 99,0 de 123,8 de 116,3 b 93,8 de 147,5 cde 335,0 ¢ 180,0 d 2113 e 661,3 b 401,3 b 2056 d
Ro 177,0 a 257,0 a 158,0 bcd 197,5 bed 263,8 ab 423,3 a  236,3 abc 426,3 ¢ 425,0 cd 478,8 cde 466,3 b 498,8 ab 334,0 ¢
ML 78,0 bc 173,0 abc 3040 a 380,0 a 3213 a 76,3 e 283,8 ab 517,5 bc 506,3bcd 496,3 cde 502,55 b 595,0 ab 352,8 bc
MRe 81,0 bc 57,0d 42,0 e 525 e 1213 b 107,5 de 162,55 cde 680,0 ab 54,5 bcd 623,8abcd 1057,5 ab 547,5 ab 339,6 ¢
MRoO 82,0 bc 56,0 d 129,0 cde 161,3 cde 167,5 ab 231,3 bcd 115,0 de 511,3 bc 905,0ab 958,8 a 1403,3 a 7750 a 4579 a
LRe 62,0 ¢ 109,0 cd 217,0 bc 271,3 bc 1025 b 4050 a 138,8 cde 100,0 d 860,0 ab 860,0 ab 546,3 b 730,0 ab 366,8 abc
LRo 52,0 ¢ 178,0 abc 156,0 bcd 195,0 bed 197,5 ab 181,3bcde 156,3 cde 96,7 d 666,3abc 372,5 de 480,0 b 7750 a 292,2 ¢
ReRO 28,0 ¢ 210,0 ab 109,0 de 136,3 de 988 b 263,8 bc 1475 cde 62,5 d 1036,3 a 491,3 cde 865,0ab 580,0 ab 3357 c
Todas 32,0 ¢ 1140 cd 243,0 ab 303,8 ab 181,3 ab 3175 ab 975 e 48,8 d 873,8ab 788,8 abc 792,5ab 651,3 ab 370,3 abc

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie.
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Anexo 28. Densidad especifica de G.constrictum por asociacion vegetal y etapa de muestreo,
y media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 06la 068a 026abc 027d 042c 059ab 074ab 08la 083ab 074bc 084ab 073b 063b
L 0,74 a 0,67 a 0,39 abc 0,53 ab 0,68 ab 061 ab 0,73 ab 081 a 0,83 ab 0,78 abc 0,81 ab 0,87 ab 0,70 a
Re 079a 066a 024c 039 cd 053 abc 0,64 ab 061 bc 054b 072b 063d 075b 075ab 060 b
Ro 0,80 a 0,86 a 045 ab 0,49 abc 0,68 ab 0,66 ab 0,65 abc 0,75 a 0,89 a 0,78 abc 0,80 ab 0,88 ab 0,72 a
ML 0,72 a 0,86 a 0,38 abc 0,58 ab 0,70 ab 0,67 ab 0,67 abc 0,81 a 0,84 ab 0,80 abc 0,82 ab 0,78 ab 0,72 a
MRe 0,85 a 0,88 a 0,25 bc 0,27 d 0,51 bc 0,66 ab 0,69 abc 0,83 a 0,83 ab 0,89 a 0,85 ab 0,87 ab 0,70 a
MRo 0,71 a 0,74 a 0,35 abc 0,55 ab 0,60 abc 0,62 ab 0,74 ab 0,76 a 0,90 a 085 ab 088 ab 086 ab 071 a
LRe 0,84 a 0,82 a 0,31 abc 0,45 bc 0,49 bc 0,73 a 0,76 a 0,86 a 0,85 ab 0,88 a 0,91 a 0,91 a 0,73 a
LRo 0,75 a 0,76 a 0,46 a 0,54 ab 0,73 a 0,67 ab 0,63 abc 0,69 a 0,78 ab 0,84 ab 0,86 ab 091 a 0,72 a

ReRo 067a 075a 037 abc 0,37 cd 055abc 053 b 0,57 ¢ 076 a 084ab 072D 0,73 b 0,77 ab 0,64 b
Todas 060a 083a 031abc 059a 068ab 077 a 0,73 ab 083 a 086ab 082ab 0,78 ab 080 ab 0,72 a

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al

test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 29. Niumero de esporas de G.coronatum en 100 g de sustrato por asociacion vegetal y
etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 2,0 ab 3,0 ab 10d 938a 63a 13 a - 0,0 a 00 a - - - 8,9 ab
L 00 b 50ab 30d 8l3a 25a 25 a - 0,0 a 0,0 a - - - 7,9 ab
Re 1,0 ab 6,0 ab 9,0 cd 425 a 00 a 25 a - 0,0 a 0,0 a - - - 51b
RO 0,0 b 12,0 a 62,0 a 78,8 a 00 a 38 a 0,0 a 00 a - - - 130 a
ML 2,0 ab 30ab 510ab 850a 00a 00 a 0,0 a 00 a - - - 11,8 ab
MRe 2,0 ab 80 ab 46,0 abc 388 a 00 a 00 a 0,0 a 00 a - - - 7,9 ab
MRo 50 a 80 ab 150 bed 363 a 13 a 00 a 0,0 a 00 a - - - 55 b
LRe 2,0 ab 00b 530ab 9%3a 75a 00 a 0,0 a 00 a - - - 132 a
LRo 1,0 ab 30ab 480 ab 538a 00a 00 a 0,0 a 00 a - - - 8,8 ab
ReRo 00 b 00b 580a 688a 00a 25 a - 0,0 a 13 a - - - 10,9 ab
Todas 20 ab 00b 360 abcd925a 63 a 00 a - 13 a 00 a - - - 11,5 ab

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie.

Anexo 30. Densidad especifica de G.coronatum por asociacion vegetal y etapa de muestreo,
y media global por asociacion vegetal.
Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 0,03 ab 0,02 ab 0,00 ¢ 0,12 a 0,02 ab 0,00 a - 0,00 b 0,00 a - - - 0,02 b
L 0,00 b 0,02 ab 0,01 c 0,19 a 0,01 ab 0,02 a - 0,00 b 0,00 a - - - 0,02 b
Re 0,04 ab 0,08 a 0,05 bc 0,13 a 0,00 b 0,02 a - 0,00 b 0,00 a - - - 0,03 ab
Ro 0,00 b 0,05 ab 0,10 b 0,19 a 0,00 b 0,00 a 0,00 b 0,00 a 0,03 ab
ML 0,06 ab 0,03 ab 0,11 b 0,13 a 0,00 b 0,00 a 0,00 b 0,00 a 0,03 ab
MRe 0,07 ab 0,06 ab 0,21 a 0,21 a 0,00 b 0,00 a - 0,00 b 0,00 a 0,05 a
MRo 0,14 a 0,06 ab 0,10 bc 0,13 a 0,00 b 0,00 a - 0,00 b 0,00 a 0,04 ab
LRe 0,05 ab 0,00 b 0,15 ab 0,16 a 0,03 a 0,00 a - 0,00 b 0,00 a 0,03 ab
LRo 0,06 ab 0,04 ab 0,12 ab 0,15 a 0,00 b 0,00 a - 0,00 b 0,00 a - - - 0,03 ab
ReRo 0,00 b 0,00 b 0,11 b 0,18 a 0,00 b 0,00 a - 0,00 b 0,00 a - - - 0,02 b
Todas 0,07 ab 0,00 b 0,10 b 0,18 a 0,02 ab 0,00 a - 0,04 a 0,00 a - - - 0,03 ab

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 31. Niumero de esporas de G.intraradices en 100 g de sustrato por asociacion vegetal y
etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.
M 10,0 a 10,0 ab 1587 ab 1888 a 925 a 850 bc 76,3 ab 171,3 ab 1388 ab 1388 ab 137,5 bc 1725 a 1150 a
L 10 b 18,0 a 168,0 a 36,3 de 73,8 ab 475 ¢ 36,3 ab 51,3 cde 101,3 abc 121,3 abc 42,5 d 3,7 c 60,7 b
Re 10 b 50 ab 950 cd 288 e 51,3 bc 275 ¢ 700 ab 2388 a 500 c 1125 abc160,0b 688 bc 757 b
RO 00 b 50 ab 186,0 a 488 cde 70,0 ab 136,7 ab 67,5 ab 140,0 bc 338 c 1088 abc 563 d 388 ¢c 743 b
ML 0,0 b 0,0 b 174,0 a 58,8 cde 72,5 ab 23,7 ¢ 80,0 ab 86,3bcde 45,0 ¢ 95,0 bc 825 cd 98,3 abc 68,0 b
MRe 0,0 b 0,0 b 80,0 d 37,5 de 71,3 ab 275 c¢c 575 ab 1125 bcd 87,5 abc 675 c 1425 bc 588 bc 619 b
MRoO 00 b 50ab 560d 31,3 de 70,0 ab 875 bc 413 ab 1375 bc 73,8 bc 1375 ab 1833 b 98,8 abc 768 b
LRe 0,0 b 10 b 152,0 abc 116,3 b 55,0 bc 81,7 bc 275 b 138 e 80,0 bc 91,3 bc 475 d 55,0 c 60,1 b
LRo 0,0 b 0,0 b 77,0 d 65,0 cde 36,3 bc 61,3 c 888 ab 41,7 de 167,55 a 61,3 ¢ 48,8 d 67,5 bc 59,6 b
ReRo 00 b 00 b 1030 bcd 86,3 bcd 475 bc 1863 a 98,8 a 188 e 1650 a 1650 a 2550 a 1650 a 1075 a
Todas 00 b 00 b 800d 950 bc 263 c 66,3 bc 30,0 b 13 e 1138 abc161,3 a 196,3 ab 1463 ab 76,4 b

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie.

Anexo 32. Densidad especifica de G.intraradices por asociacion vegetal y etapa de muestreo,
y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
M 0,10 a 0,10 a 0,36 abc 0,28 a 0,34 a 0,24 ab 0,15 b 0,17 bed 0,15 ab 0,20 bc 0,11 ab 0,19 ab 0,19 abc
L 0,02 b 012 a 044 a 0,08 d 025 ab 0,18 ab 0,13 b 0,10 cd 0,12 ab 0,17 bc 0,11 ab 0,07 b 0,15 bc
Re 0,02 b 0,08 a 045 a 0,09 d 0,34 a 0,18 ab 0,29 a 0,38 a 0,17 ab 0,33 a 0,22 ab 0,18 ab 0,23 a
RO 0,00 b 0,03 a 0,36 abcd 0,14 bcd 0,20 ab 0,22 ab 0,32 a 0,24 bc 0,08 ab 0,19 bc 0,19 ab 0,08 b 0,17 bc
ML 0,00 b 0,00 a 0,38 ab 0,08 d 0,18 ab 0,24 ab 0,23 ab 0,15 bcd 0,07 b 0,16 bc 0,15 ab 0,10 ab 0,15 bc
MRe 0,00 b 0,00 a 0,36 abc 0,20 abcd 0,28 ab 0,18 ab 0,24 ab 0,14 bcd 0,15 ab 0,10 c 0,14 ab 0,09 ab 0,16 bc
MRo 0,00 b 0,05 a 0,35 abc 0,12 cd 0,27 ab 024 ab 0,21 ab 0,21 bc 0,08 ab 0,14 ¢ 0,12 ab 0,11 ab 0,16 bc
LRe 0,00 b 0,01 a 041 a 0,19 abcd 0,27 ab 0,17 b 0,16 b 0,12 cd 0,08 ab 0,09 c 0,08 b 0,08 b 0,14 c
LRo 0,00 b 0,00 a 0,20 cd 0,19 abcd 0,14 b 023ab 030 a 028ab 019a 014c 0,10 b 0,08 b 0,15 be
ReRo 0,00 b 0,00 a 0,19 d 0,25 ab 0,27 ab 0,36 a 0,29 a 0,19 bc 0,13 ab 0,26 ab 0,25 a 0,21 a 0,20 ab
Todas 0,00 b 0,00 a 0,24 bed 0,23 abc 0,17 b 0,16 b 0,21 ab 0,02 d 0,10 ab 0,17 bc 0,19 ab 0,20 ab 0,14 c

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 33. Numero de esporas de G.mosseae en 100 g de sustrato por asociacion vegetal y
etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
M 50 a 140a 400b 913a 600a 113a 175ab 13c 25 b 75ab 00b 13 a 300 ab
L 6,0 a 9,0 ab 29,0 b 36,3 bc 175 b 238 a 213 a 16,3 a 16,3 b 10,0 ab 188 a 10,0 a 17,8 ab
Re 1,0 a 50 b 410 b 85,0 a 11,3 b 15,0 a 213 a 150 ab 21,3 ab 125 ab 138 ab 150 a 214 a
RO 50 a 80 ab 440b 488 abc 325 ab 10,0 a 5,0 bc 75 abc 50 b 25 b 25b 13 a 143 bc
ML 50 a 30b 210 b 86,3 a 20,0 b 13 a 125 abc 13 c 125 b 7,5 ab 50 ab 17,5 a 16,1 ab
MRe 0,0 a 30b 19,0 b 48,8 abc 33,8 ab 125 a 8,8 abc 6,3 abc 21,3 ab 50 b 6,3 ab 75 a 14,3 bc
MRoO 10 a 20b 180b 263 c 238b 150 a 5,0 bc 38¢c 38 b 50 b 13 b 38 a 9,0 cd
LRe 10 a 30b 240b 775ab 313 ab 263 a 88 abc 25 ¢c 463 a 225 a 50ab 50a 21,1ab
LRo 1,0 a 50b 320b 18,8 ¢ 225 b 38 a 6,3 bc 38 c 75 b 38 b 1,3 b 13 a 8,9 cd
ReRo 2,0 a 60b 780a 350bc 375ab 200a 138 abc 63 abc 21,3 ab 163 ab 25b 100 a 207 ab
Todas 6,0 a 40b 1800b 38c 138 b 75 a 38¢c 50 c 10,0 b 38b 38ab 25a 6,8 d

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie.
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Anexo 34. Densidad especifica de G.mosseae por asociacién vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
M 009 a 012 ab 007 bc 0,12 bc 020 a 0,03 bcd 0,04 abc 000 b 000c 001b 000b 000c 0,06 bc
L 0,13 a 0,05 bc 0,08 bc 0,08 bc 0,06 ¢ 0,09 ab 0,09 a 0,04 ab 0,02 bc 0,01 ab 0,05 a 0,03 ab 0,06 bc
Re 004 a 007 abc 019a 027 a 008bc 010a 008 ab 002ab 009a 003a 002b 004a 008a
Ro 0,13 a 003 bc 008 bc 011 bc 009 bc 002cd 00lLc 00lab 00l1c 000b 001b 000Cc 0,04 ¢
ML 0,15 a 0,04 bc 0,04 ¢ 0,13 b 0,06 c 0,02 d 0,03 abc 0,00 ab 0,02 bc 0,01 ab 0,01 b 0,02 abc 0,04 ¢
MRe 0,00 a 0,03 bc 0,09 bc 0,17 ab 0,14 abc 0,08 abc 0,04 abc 0,01 ab 0,03 bc 0,01 b 0,01 b 0,01 bc 0,05 bc
MRo 0,03 a 0,01 c 0,12 abc 0,09 bc 0,10 abc 0,04 abcd 0,02 bc 0,00 ab 0,00 c 0,00 b 0,00 b 0,00 ¢ 0,04 ¢
LRe 0,02 a 0,04 bc 0,07 bc 0,13 bc 0,15 abc 0,05 abcd 0,05 abc 0,02 ab 0,06 ab 0,02 ab 0,01 b 0,01 bc 0,05 bc
LRo 0,04 a 0,08 abc 0,08 bc 0,06 bc 0,08 bc 0,01 d 0,03 bc 0,03 ab 0,01 c 0,01 b 0,00 b 0,00 ¢ 0,04 c
ReRo 0,05 a 0,16 a 0,14 ab 0,13 bc 0,18 ab 0,04 bcd 0,06 abc 0,05 ab 0,02bc 0,02 ab 0,00 b 0,01 abc 0,07 ab
Todas 0,16 a 013 ab 006 bc 0,01 c 006 c 002d 005abc 008a 001c 000b 000b 000cC 0,05 bc

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 35. Niumero de esporas de G.viscosum en 100 g de sustrato por asociacion vegetal y
etapa de muestreo, y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
M 14,0 a 2,0 ab 1108 a 938 a 88 ab 363 a 238 a 350 a 275 ab 425 a 13,8 ab 875 a 413 a
L 00 a 22,0 a 30,0 bc 21,3 cd 13 b 238 ab 12,5 bed 188 b 238 ab 213b 8,8 abc 10,0 b 16,1 bc
Re 0,0 a 3,0 ab 9,0 bc 25,0 cd 8,8 ab 88 b 75 cd 350 a 3,8 cd 2,5 cd 8,8 abc 15,0 b 10,6 ¢
RO 0,0 a 7,0 ab 70c 250 cd 138 ab 40,0 a 6,3 cd 13 ¢ 75 cd 125 becd 00 c 213 b 110 ¢
ML 00 a 3,0 ab 15,0 bc 56,3 b 275 a 10,0 b 188 ab 17,5 bc 338 a 17,5 bc 8,8 abc 675 ab 230 b
MRe 00 a 2,0 ab 60c 138 cd 138 ab 150 ab 8,8 bcd 17,5 bc 13d 8,8 bcd 12,5 abc 138 b 94 c
MRo 0,0 a 15,0 ab 50 c 13,8 cd 75 ab 388 a 38d 17,5 bc 12,5 bed 10,0 bcd 8,8 abc 175 b 125 ¢
LRe 0,0 a 6,0 ab 11,0 bc 31,3 ¢ 12,5 ab 20,0 ab 6,3 cd 0,0 ¢ 6,3 cd 8,8 bcd 3,8 bc 50 b 9,2 ¢
LRo 00 a 3,0 ab 14,0 bc 175 cd 188 ab 225 ab 125 bcd 0,0 c 13,8 bcd 5,0 cd 16,3 ab 88 b 110 c
ReRo 0,0 a 0,0 b 56,0 b 12,5 cd 0,0 b 36,3 a 17,5 abc 0,0 c 17,5 bc 0,0 d 13,8 ab 50 b 132 ¢
Todas 00 a 00 b 470 bc 38d 11,3ab 175ab 25d 13c 163 bcd 00d 200a 200b 116 ¢c

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie.

Anexo 36. Densidad especifica de G.viscosum por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.
M 010a 00la 023a 012a 004a O011a 005ab 003a 003b 006a 002 bcde0,10 ab 0,07 a
L 0,00 a 0,10 a 0,08 b 0,05 bc 0,00 a 0,09 ab 0,06 ab 0,04 ab 0,03 b 0,04 ab 0,03 ab 0,03 abc 0,05 bc
Re 0,00 a 0,04 a 0,05 b 0,08 b 0,05 a 0,06 ab 0,03 b 0,05 a 0,02 bc 0,01 cd 0,02 bcde 0,03 abc 0,04 bed
Ro 000a 002a 00Lb 006b 004a 008ab 003b 000b 002bc 003bc 000e 004 abc 0,03 cd
ML 0,00 a 0,03 a 0,01 b 0,08 ab 0,06 a 0,07 ab 0,06 ab 0,03 ab 0,06 a 0,03 bc 0,02 abcd 0,10 a 0,05 b
MRe 0,00 a 0,02 a 0,02 b 0,06 b 0,06 a 0,08 ab 0,04 b 0,02 ab 0,00 ¢ 0,01 cd 0,01 bcde 0,02 bc 0,03 bcd
MRo 000a 009a 002b 005bc 002a 010ab 002b 002ab 001 bc 001cd 001 cde 002 bc 0,03 bed
LRe 000a 007a 003b 005bc 006a 005ab 003b 000b 001bc 001cd 000de 001c 0,03 cd
LRo 0,00 a 0,03 a 0,02 b 0,05 bc 0,05 a 0,08 ab 0,05 ab 0,00 b 0,0 bc 0,01 cd 0,03 a 0,01 c 0,03 bcd
ReRo 000a 000a 009b 003bc 000a 008ab 008a 000b 001bc 000d 002 bcde00lc 0,03 cd
Todas 000 a 000a 007b 001c 006a 003b 002b 004ab 002bc 000d 002abc 002bc 003d

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 37. indice de riqueza de especies de HMA por asociacion vegetal y etapa de muestreo,
y media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

M 325a 475a 533ab 600a 425ab 500a 400a 325ab 350 a 375a 300ab 325ab 411 a
L 2,75 abc 5,00 a 4,50 b 6,00 a 3,50 bc 4,50 abc 4,00 a 4,00 a 4,00 a 3,75 a 3,75 a 3,67 ab 4,12 a
Re 2,25 abc 425 ab 550 ab 575 ab 4,25 ab 475 ab 350 ab 400a 350a 350ab 375a 400a 408a
Ro 2,50 abc 400 a 575a 550 ab 4,00 ab 4,33 abcd3,25 ab 2,75 bc 350a 350ab 250b 325 ab 3,74 bc
ML 3,00 ab 2,75 ab 550 ab 5,00 bc 4,00 ab 3,00 e 4,00 a 325 ab 3,75 a 3,75 a 3,50 a 3,50 ab 3,75 bc
MRe 2,00 bc 2,75 a 575 a 5,25 abc 4,50 a 3,75 cde 3,75 a 4,00 a 3,25 a 3,25 abc 3,50 a 350 ab 3,77 b
MRo 2,75 abc 3,25 ab 550 ab 6,00 a 3,75abc 4,00 bcd 3,25 ab 3,75 a 3,50 a 350 ab 333 ab 350 ab 384 Db
LRe 2,25 abc 3,00 a 6,00 a 575 ab 4,25 ab 4,00 bed 3,75 a 225 cd 4,00 a 4,00 a 3,00 ab 3,00 b 377 b
LRo 2,00 bc 325 a 6,00 a 575 ab 3,75 abc 3,50 de 3,550 ab 2,33 cd 3,50 a 3,50 ab 3,25 ab 3,00 b 3,61 bc

ReRo 2,25 abc 2,50 a 6,00 a 550 ab 3,00 cd 4,25 abcd 4,00 a 2,50 bed 3,75 a 2,75 bc 3,67 a 3,00 b 3,60 bc
Todas 300ab 200a 600a 450chb 450a 375cde 275b 250 bcd 375a 250 c 350a 325ab 350c
Nat 1,75 ¢ 1,25 a 4,50 b 4,00 d 233 d 5,00 a 2,67 b 1,75 d 3,50 a 3,50 ab 3,00 ab 3,00 b 3,02 d

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 38. indice de equidad de especies de HMA por asociacion vegetal y etapa de
muestreo, y media global por asociacién vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5 X repet.

M 094a 10la 284a 165a 120a 107 ab 080 abc 056 b 052bc 101 a 048 ab 066 a 1,06 a
L 0,69 ab 0,91 abc 2,00 a 1,37 bc 0,81 c 1,09 ab 0,84 abc 0,65 ab 0,56 bc 0,96 ab 0,62 a 0,50 ab 0,92 ab
Re 053 ab 099 ab 3,19 a 150 ab 0,95 bc 0,97 ab 0,90 ab 0,88 a 0,70 ab 1,12 a 0,64 a 0,66 a 1,09 a
Ro 0,56 ab 0,55abcde 3,33 a 135 bc 090 bc 091 ab 0,65 c 0,60 ab 0,40 c 0,92 abc 0,43 ab 0,38 ab 0,92 ab
ML 0,61ab 0,47 cde 3,27 a 122 ¢ 0,85 ¢ 0,78 b 0,81 abc 0,55 b 0,56 bc 091 abc 056 ab 0,64 a 0,94 ab
MRe 0,40 b 0,42 de 2,67 a 152 ab 1,13 ab 0,91 ab 0,80 abc 0,555 b 0,53 bc 062 de 047 ab 041 ab 087 b
MRo 0,71 ab 0,69 abcd 3,47 a 1,35 bc 094 bc 098 ab 0,73 bc 0,65 ab 0,38 c 0,73 ¢cd 0,40 ab 0,45 ab 0,96 ab
LRe 0,46 ab 0,52 bcde2,97 a 1,34 bc 1,16 ab 0,80 0,73 bc 044 b 056 bc 068 de 034b 033b 086b
LRo 0,55 ab 0,72 abed 3,23 a 125 ¢ 0,82 ¢ 0,85 0,83 abc 0,63 ab 0,61 bc 0,77 bcd 0,49 ab 0,33 b 0,92 ab

Todas 091 ab 041 de 370 a 1,00 d 0,93 bc 0,69 0,66 ¢ 051 b 0,47 bc 0,78 bcd 0,61 a 0,59 ab 0,94 ab

b
b
ReRo 0,68 ab 0,65 abcd 3,57 a 1,38 bc 0,97 abc 1,40 a 1,00 a 0,61 ab 053 bc 096 ab 0,65 a 0,61 ab 1,08 a
b
Nat 047 ab 0,16 e 3,01 a 0,78 e 0,75 ¢ 0,86 b 0,71 bc 0,49 b 0,90 a 049 e 0,53 ab 0,51 ab 0,80 b

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.

Anexo 39. Dominancia de especies de HMA por asociacion vegetal y etapa de muestreo, y
media global por asociacion vegetal.

Plantas  Ver 02 Oto 02 Inv 03 Prim03  Ver 03 Oto 03 Inv 04 Prim04  Ver 04 Oto 04 Inv 05 Primo5  Xrepet.

M 0,47 a 0,50 ¢ 0,29 ab 0,20 g 0,34 e 0,43 b 0,58 ab 0,69 a 0,72 ab 0,61 de 0,73 abc 0,62 b 0,52 b
L 0,60 a 0,54 bc 0,38 a 0,34 cde 0,53 abc 0,44 b 0,57 ab 0,68 ab 0,71 ab 0,64 cde 0,69 abc 0,77 ab 0,57 ab
Re 0,69 a 0,50 ¢ 0,32 ab 0,27 efg 0,48 abcd 0,51 ab 0,48 bc 0,49 b 0,62 b 0,53 e 0,63 bc 064 b 0,51 b
RO 0,68 a 0,75 abc 0,35 a 0,32 cde 0,52 abc 0,51 ab 0,62 a 0,63 ab 0,81 a 0,65 cd 0,74 abc 0,79 ab 0,61 a
ML 0,66 a 0,76 abc 0,32 ab 0,39 bc 054 ab 054 ab 0,56 abc 0,70 a 0,73 ab 0,67 bcd 0,70 abc 0,66 ab 0,60 a
MRe 0,77 a 0,79 ab 0,30 ab 0,24 fg 0,39 cde 0,50 ab 0,55 abc 0,71 a 0,71 ab 0,80 a 0,74 abc 0,77 ab 0,61 a
MRo 0,59 a 0,61 bc 0,29 ab 0,36 cd 0,46abcde 0,46 b 0,57 ab 0,63 ab 0,81 a 0,75 abc 0,78 ab 0,76 ab 0,59 a
LRe 0,74 a 0,70 abc 0,33 a 0,32 cde 0,37 de 058 ab 0,62 ab 0,75 a 0,73 ab 0,78 ab 0,83 a 0,84 a 0,63 a
LRo 0,63 a 0,61 bc 0,33 ab 0,37 bcd 0,56 a 0,52 ab 0,52 abc 0,60 ab 0,65 ab 0,73 abc 0,76 abc 0,83 a 0,59 a
ReRo 0,55 a 0,62 abc 0,24 b 0,30 def 0,42 bcde 0,50 ab 0,43 ¢ 0,64 ab 0,72 ab 0,60 de 0,61 ¢ 0,64 b 0,52 b
Todas 0,47 a 0,76 abc 0,24 b 0,44 b 0,53 abc 0,63 a 0,60 ab 0,72 a 0,76 ab 0,71 abcd 0,65 bc 0,66 ab 0,60 a

Nat 0,67 a 0,89 a 0,37 a 0,55 a 0,49 abcd 0,49 ab 0,55 abc 0,65 ab 0,45 c 0,74 abc 0,69 abc 0,71 ab 0,60 a

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadistica significativa de acuerdo al
test de rango multiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero;
Todas=una planta de cada especie; Nat=Una planta de cada especie en suelo natural.
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Anexo 40. Analisis factorial de los parametros edéficos, prueba de Bartlett, componentes principales,

varianza explicada y matriz de componentes.

KMO y prueba de Bartlett

Medida de adecuacién muestral de
Kaiser-Meyer-Olkin. ,661
Prueba de esfericidad  Chi-cuadrado 25 162
de Bartlett aproximado ’

gl 3

Sig. ,000

Varianza total explicada
Sumas de las saturaciones al cuadrado
Autovalores iniciales de la extraccion
% de la % de la

Componente Total varianza | % acumulado Total varianza | % acumulado
1 1,889 62,983 62,983 1,889 62,983 62,983
2 ,627 20,893 83,876
3 484 16,124 100,000

Método de extraccion: Analisis de Componentes principales.

Matriz de componentes

Compone

nte

1
MRPHW -,833
MRGLOFE ,780
MRAGRE , 767

Método de extraccion: Analisis de componentes principales.
a. 1 componentes extraidos
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Anexo 41. Analisis factorial de los parametros de crecimiento vegetal, prueba de Bartlett, componentes

principales, varianza explicada y matriz de componentes.

KMO y prueba de Bartlett

Medida de adecuaciéon muestral de
Kaiser-Meyer-Olkin. ,674
Prueba de esfericidad Chi-cuadrado 130.367
de Bartlett aproximado ’

gl 3

Sig. ,000

Varianza total explicada
Sumas de las saturaciones al cuadrado
Autovalores iniciales de la extraccion
% de la % de la

Componente Total varianza | % acumulado Total varianza | % acumulado
1 2,631 87,709 87,709 2,631 87,709 87,709
2 ,297 9,915 97,625
3 7,126E-02 2,375 100,000

Método de extraccion: Analisis de Componentes principales.

Matriz de componentes

Compone
nte
1
MRRATOT 972
MRRACOL ,940
MRCOBERT ,896

Método de extraccion: Andlisis de componentes principales.

a. 1 componentes extraidos
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Anexo 42. Analisis factorial de los parametros de desarrollo del hongo, prueba de Bartlett,
componentes principales, varianza explicada y matriz de componentes.

KMO y prueba de Bartlett

Medida de adecuacion muestral de

Kaiser-Meyer-Olkin. ,613

Prueba de esfericidad Chi-cuadrado

de Bartlett aproximado 123,860
gl 6
Sig. ,000

Varianza total explicada

Sumas de las saturaciones al cuadrado
Autovalores iniciales de la extraccion
% de la % de la

Componente Total varianza | % acumulado Total varianza | % acumulado
1 2,588 64,699 64,699 2,588 64,699 64,699
2 ,820 20,508 85,207
3 ,536 13,407 98,614
4 5,544E-02 1,386 100,000

Método de extraccién: Analisis de Componentes principales.

Matriz de componentes

Compone
nte
1
MRMICTOT ,945
MRMICVIV ,932
MRRACOL ,632
MRESPTOT ,653

Método de extraccion: Andlisis de componentes principales.
a. 1 componentes extraidos
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Anexo 43. Andlisis factorial de los parametros de biodiversidad del hongo, prueba de Bartlett,
componentes principales, varianza explicada y matriz de componentes.

KMO y prueba de Bartlett

Medida de adecuacion muestral de

Kaiser-Meyer-Olkin. ,651
Prueba d fericidad  Chi-cuadrad

rueba de esfericida i-cuadrado 32.969
de Bartlett aproximado

gl 3

Sig. ,000

Varianza total explicada

Sumas de las saturaciones al cuadrado
Autovalores iniciales de la extraccion
% de la % de la
Componente Total varianza | % acumulado Total varianza | % acumulado
1 1,978 65,919 65,919 1,978 65,919 65,919
2 ,644 21,468 87,387
3 ,378 12,613 100,000

Método de extraccion: Analisis de Componentes principales.

Matriz de componentes

Compone
nte
1
MRS 127
MRH ,857
MRSIMPSO -,845

Método de extraccion: Andlisis de componentes principales.
a. 1 componentes extraidos
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Anexo 44. Dendograma del andlisis de conglomerados para la relacion bivariada ente las componentes
principales resultantes del andlisis factorial para parametros edaficos y crecimiento vegetal.

CASE 0 5 10 15 20 25

5,00 —
9,00 —
5,00 —
5,00 —
8,00 —
2,00 —
4,00
8,00

2,00 —
8,00 —
2,00
2,00
12,00 —
12,00
11,00 —
11,00 —
12,00
3,00 —
3,00 —
3,00 —
12,00
3,00
6,00 —
6,00 —
9,00
7,00 @ —
10,00 —
10,00 —
7,00 —
11,00 —
1,00 —
4,00 ——
6,00 —
10,00 —
10,00 —
11,00 — |—
7,00 —
9,00 —
1,00 —
1,00 ——

7,00 —
9,00 —
4,00 —
6,00 —
1,00 —
5,00 —
4,00
8,00 —
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Anexo 45. Dendograma del andlisis de conglomerados para la relacion bivariada ente las componentes
principales resultantes del andlisis factorial para parametros edaficos y biodiversidad de hongos.

CASE 0 5 10 15 20 25

8,00 —
9,00 —
6,00 —
8,00 —
4,00
4,00 —
5,00 —
2,00
4,00
2,00

5,00

4,00 —
7,00
9,00 —
11,00
7,00 — -

10,00 —
7,00 ——‘
8,00 —

9,00 L
2,00 —
10,00 —J
10,00 —

2,00
5,00 —
5,00 —
6,00
8,00 —
12,00 —
12,00
12,00
11,00

12,00

6,00 —
9,00 —
11,00
1,00 —
1,00 —
1,00
1,00 —
3,00 —
3,00
11,00 —
3,00 —
6,00
7,00 —
10,00
3,00
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Anexos

Anexo 46. Dendograma del andlisis de conglomerados para la relacion bivariada ente las componentes
principales resultantes del andlisis factorial para parametros edaficos y desarrollo del hongo.

CASE 0 5 10 15 20 25

1,00 —
1,00
1,00 —
2,00 —
9,00 — —
10,00 —
5,00 —
4,00
7,00 —
7,00 —
8,00 —
9,00 —
7,00 —
4,00 —
5,00
2,00 —
5,00 —
4,00 —
4,00 — S—
5,00 —
8,00 —
9,00 —
6,00
6,00 —
8,00 —
8,00 —
1,00

2,00 T
2,00 —
3,00 —
12,00 —
3,00 ——
12,00 —
12,00 —
12,00 —
11,00 —
11,00 —
3,00
3,00

10,00
11,00
7,00 -
10,00
9,00
6,00
6,00

10,00
11,00
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Anexos

Anexo 47. Dendograma del andlisis de conglomerados para la relacion bivariada ente las componentes
principales resultantes del analisis factorial para parametros de crecimiento vegetal y desarrollo del
hongo.

CASE 0 5 10 15 20 25

9,00 —
11,00 —
6,00 —
5,00 —
9,00 —
6,00 —
10,00 —
7,00 —
10,00 —
10,00 —
10,00 —
6,00 —
9,00 —
6,00 —
11,00 —
11,00 —
11,00 —
4,00 —
7,00 —
4,00 —
7,00 —
7,00 —
4,00 —
4,00 —
5,00 —
8,00 —
8,00 —
5,00 —
9,00 —
8,00
8,00 —
1,00 —
1,00 —
1,00
1,00 —

2,00 —
2,00
5,00
2,00
2,00
3,00
3,00
3,00
3,00
12,00
12,00
12,00
12,00

.
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Anexos

Anexo 48. Dendograma del andlisis de conglomerados para la relacion bivariada ente las componentes
principales resultantes del analisis factorial para parametros de crecimiento vegetal y diversidad de
hongos.

CASE 0 5 10 15 20 25

6,00
12,00
9,00
11,00
7,00
11,00
4,00
6,00
12,00
12,00
12,00

5,00

8,00 :I

2,00
2,00
2,00
5,00
2,00
8,00
9,00
4,00 —
8,00  —
5,00  —
8,00 —
3,00 —
3,00
3,00
3,00 ———
1,00 —
10,00 —
1,00 —
1,00
7,00 —

1,00

10,00 —

11,00 —
10,00 —
6,00 —
5,00 —
9,00 —
4,00 —
7,00 —
4,00 —
10,00 —
7,00  —
6,00  —
9,00 —
11,00 —
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Anexos

Anexo 49. Dendograma del andlisis de conglomerados para la relacion bivariada ente las componentes
principales resultantes del analisis factorial para parametros de desarrollo del hongo y biodiversidad de
hongos.

CASE 0 5 10 15 20 25

4,00 —
7,00  —
4,00 —
7,00  —
8,00  —
4,00 —
8,00  —
9,00
5,00 —
9,00 —
5,00 —
5,00 —
6,00 —
8,00  —
11,00 -
4,00 —
7,00 —
5,00 —
12,00 —
12,00
12,00 -
11,00
12,00
6,00
8,00
9,00
6,00
11,00 —
1,00 —
1,00 —
1,00
1,00 —
2,00

2,00

2,00

2,00

9,00 —

10,00 —
10,00
11,00 —
6,00 —
10,00 -

7,00
10,00 :l_l»
3,00 —J
3,00 —
3,00 -
3,00
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