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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 estructuración 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 índole. 

 

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 mayoría de 

las plantas. Estos hongos, de tamaño microscópico y habitantes comunes de la mayoría 

de los suelos, establecen simbiosis mutualistas (micorrizas) con la mayoría de las plantas 

terrestres, permitiendo a éstas una mayor absorción de nutrientes y agua, gracias al 

aumento de la superficie útil de exploración que representan las hifas del hongo que se 
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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 

fotosíntesis de la planta, indispensables para sus procesos metabólicos por tratarse de 

simbiontes obligados, que necesitan de la interacción con la planta para completar su 

ciclo de vida.  

 

El establecimiento de la micorriza no sólo 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 mediterráneos se caracterizan por ser 

extremadamente frágiles. Esto se debe, en gran medida, a las características climáticas, 

con una marcada estacionalidad que alterna períodos de elevada temperatura y 

xericidad, con otros más fríos y húmedos. Además, con mucha frecuencia los 

ecosistemas mediterráneos presentan una orografía y un sustrato litológico que actúan 

como coadyuvantes en el desencadenamiento de  procesos de degradación de la 

cubierta vegetal. La decisiva intervención humana ha contribuido también a reducir el 

efecto de amortiguación del proceso de degradación, impidiendo así su 

autorrecuperación. 

 

Es de destacar, además, que la conjunción de influencias paleoárticas y 

paleotropicales han otorgado a la Cuenca Mediterránea una excepcional riqueza 

florística, con un elevado nivel de biodiversidad y un número considerable de 

endemismos. La vegetación climácica estaría basada en el bosque esclerófilo de hoja 

perenne. A pesar de ello, la formación más frecuentemente presente es el matorral 

mediterráneo, especialmente formaciones como tomillares, romerales, retamares, 

espinales, y otros, caracterizados por una escasa producción de biomasa aérea y una 

limitada cobertura vegetal. Consecuentemente, las propiedades físicas, químicas y 

biológicas del suelo se degradan,  lo que a su vez condiciona un mayor deterioro de la 

estructura y diversidad de las comunidades vegetales. 
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Para evitar esta “espiral de degradación”, generada por la conjunción de los 

factores antes mencionados, es fundamental detener el avance de los procesos de 

degradación que están sufriendo las áreas más frágiles de la Cuenca Mediterránea 

mediante la adopción de prácticas adecuadas de manejo del suelo y la vegetación 

existentes. Es necesario restaurar también la diversidad y calidad de la cubierta vegetal, 

para lo cual se requiere incrementar el número de plantas en zonas con un número 

inferior al óptimo, tras lo cual se debe promover el desarrollo de las especies climácicas 

de la sucesión vegetal.  

 

Como se ha mencionado anteriormente, hay que destacar el papel que juegan los 

microorganismos del suelo, en especial los hongos micorrícicos, sobre la diversidad y la 

calidad de la cubierta vegetal. Sin embargo, no sólo los microorganismos del suelo 

pueden condicionar a las comunidades vegetales. También estas pueden afectar la 

diversidad y composición de las comunidades microbianas. Debido a la importancia cuali 

y cuantitativa de los hongos micorrícicos, se propuso una investigación que tuvo como 

objetivo general el Estudio de la influencia de la diversidad y estructura de la comunidad 

vegetal sobre las comunidades de hongos micorrícicos, y sus consecuencias en la 

estabilización y recuperación de ecosistemas degradados, especialmente en ambientes 

mediterráneos áridos y semiáridos. 

 

 

La consecución de este objetivo general implicó el planteamiento de los siguientes 

objetivos metodológicos y/o complementarios: 

 

i) Desarrollo de técnicas moleculares que permitieran la identificación  y 

caracterización de las comunidades de hongos formadores de micorrizas 

arbusculares tanto en suelo como en planta (raíces). 

 

ii) Determinación del efecto de la diversidad y estructura vegetal sobre la 

comunidad de hongos micorrícicos en suelo (tamaño, diversidad y 

estructura) y en planta. 

 

iii) Determinación del efecto de la interacción de diferentes especies de 

plantas y hongos micorrícicos sobre las características físicoquímicas del 

suelo.  
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iv) Determinación del resultado de la interacción entre las distintas especies 

de plantas y hongos micorrícicos sobre las características de la propia 

cubierta vegetal establecida, así como la identificación de especies 

facilitadotas o antagonistas. 

 

v) Por último, y en la medida de lo posible, se pretende determinar las 

posibles pautas y/o estrategias de colonización de la raíz y el suelo por 

diferentes hongos micorrícicos, en función tanto de la planta hospedadora, 

así como de la estacionalidad climática. 

 

Aunque los objetivos propuestos pretenden avanzar en el conocimiento de la 

ecología de los hongos micorrícicos en ecosistemas semiáridos característicos de 

ambientes mediterráneos, la investigación propuesta presenta también un marcado 

carácter finalista. Este viene determinado por la posibilidad de caracterizar las pautas de 

comportamiento y/o estrategias de colonización de las distintas plantas y hongos 

micorrícicos objetos de estudio, con vistas a su utilización posterior en programas de 

revegetación y/o recuperación de suelos degradados. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



A las tierras sin nombres y sin números 

bajaba el viento desde otros dominios, 

traía la lluvia hilos celestes, 

y el dios de los altares impregnados 

devolvía las flores y las vidas. 

 

En la fertilidad crecía el tiempo. 

 

(Pablo Neruda, La lámpara en la tierra, Canto General) 
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1. ECOSISTEMAS MEDITERRÁNEOS 

 

1.1 Características generales. 

 

Los ecosistemas mediterráneos incluyen un importante número de comunidades 

bióticas que se desarrollan bajo la influencia del denominado Clima Mediterráneo. Éste 

está definido por la coincidencia en la época cálida o verano de al menos dos meses con 

carácter de aridez en cuanto a la precipitación, considerando que un mes árido es aquel 

en el que la precipitación (en L m-2) es inferior al doble de la temperatura media mensual 

en grados centígrados (P<2T) (Rivas-Martínez 1976). Por otra parte, existe una 

alternancia regular de esta estación cálida y seca, con una estación fría y húmeda, con 

precipitaciones irregulares y esporádicas, pero frecuentemente torrenciales (López-

Bermúdez y Albadalejo 1990).  

A pesar de denominarse clima mediterráneo debido a que su principal área de 

influencia abarca las regiones circundantes del mar Mediterráneo, es importante señalar 

que en el planeta existen numerosas zonas que comparten las características de este 

clima. Entre estas zonas se encuentran la costa de California, Sudáfrica, el sudoeste de 

Australia y la zona central de Chile. Su ubicación geográfica se encuentra distribuida de 
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preferencia entre los 30 y 40º de latitud N y S, y principalmente en las costas oeste de los 

continentes. 

Los ecosistemas de la región Mediterránea son muy variados, y su vegetación 

climácica varía desde los matorrales paquicaules a bosques esclerófilos  deciduos, y 

desde bosquetes espinosos y estepas templadas a semidesiertos helados, todos ellos 

adaptados a soportar un período de aridez de hasta nueve meses, incluyéndose en 

ombroclimas desde el árido inferior al hiperhúmedo (Rivas-Martínez 1976).  

Según Montalvo (1992) la vegetación mediterránea desarrolla, principalmente, dos 

tipos alternativos de adaptación xerófila, que son por una parte la presencia de 

estructuras aéreas persistentes, como en el caso de los matorrales, y la que expresa la 

vegetación de temporada, en el caso de las plantas terófitas, como por ejemplo los 

pastizales de especies anuales. Además, resulta interesante destacar que la biomasa 

aérea en estos ecosistemas es pequeña; no obstante, la relación de la biomasa 

subterránea respecto de la aérea es más alta que en otros ecosistemas (Montalvo 1992). 

Otra característica importante de estos ecosistemas es su excepcional riqueza 

florística, la cual ha sido determinada por la conjunción de factores bióticos y 

ambientales, como son las variaciones climáticas y los cambios de las posiciones 

relativas de las grandes masas continentales (Blanca y Morales 1991; López-González 

2001). Como ejemplo de esta, Puigdefabregás (1994) señala que existen unas 25.000 

especies de familias fanerógamas en ambientes mediterráneos. 

 

1.2 Problemática de los ecosistemas mediterráneos. 

 

Los ecosistemas desarrollados en ambientes mediterráneos pueden ser alterados 

por cambios en la actividad de agentes naturales, perdiendo su estabilidad y 

degradándose (Herrera et al. 1993). Los procesos que interactúan en la degradación de 

los ecosistemas mediterráneos se muestran en la Figura II-1. Estos procesos 

degradativos están especialmente potenciados por las características del clima en estos 

ecosistemas (lluvias irregulares, aridez, etc.) y la fuerte y decisiva acción del hombre 

(presión antrópica) (López-Bermúdez 1996).  
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Figura 1. Degradación de los sistemas suelo-planta en ambientes mediterráneos (tomado de 
Barea et al. 1999). 

 

La degradación de la diversidad de especies, y la consecuente degradación de la 
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1990; Herrera et al. 1993; Barea y Jeffries 1995; Requena et al. 1996; Barea y Olivares 

1998).  En este contexto, se puede señalar que en ambientes mediterráneos la erosión y 

degradación de las propiedades físico químicas y biológicas del suelo, y la degradación 

consecuente de la cubierta vegetal, propicia y acelera procesos de desertificación. 
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1.2.1 Erosión.  

En las regiones mediterráneas es bien sabido que la erosión de los suelos es el 

resultado de una compleja y dinámica combinación de procesos que conducen a una 

elevada tasa de pérdida de suelo y elementos nutritivos, así como a una disminución de 

su potencial biológico. Estos procesos, si no son convenientemente revertidos, conducen 

a la desertificación, siendo el sureste de España la región de Europa más afectada en 

este sentido (López-Bermúdez y Romero-Díaz, 1992).  

Las lluvias de alta intensidad son uno de los principales agentes erosivos en estas 

regiones mediterráneas, puesto que unido a las precipitaciones de elevada energía, 

actúan como factores potenciadores el vigor del relieve, una escasa resistencia mecánica 

de los materiales, una reducida superficie de cobertura y, frecuentemente, la deficiente 

gestión humana de los recursos (López-Bermúdez y Romero-Díaz 1992).  

Como ejemplo de lo anterior, López-Bermúdez y colaboradores (1984), trabajando 

en un ecosistema semiárido de la comunidad de Murcia, demostraron que las variaciones 

en la cobertura vegetal (del 0 al 86 % de cobertura), así como las variaciones en los 

coeficientes de infiltración del suelo tenían una fuerte influencia sobre la magnitud de los 

procesos erosivos y la consecuente producción 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 

semiáridas propias del clima mediterráneo, 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 hídricas del sistema y la protección del suelo. 

Entre otros factores que han mostrado ejercer una influencia en la erosión del 

suelo en ecosistemas mediterráneos semiáridos se encuentran la gestión 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 mediterráneos del noreste de 

España, encontraron que los distintos usos del suelo son determinantes de importantes 

diferencias en su potencial erosivo, demostrando que suelos con un inadecuado manejo 

agrícola presentan altos índices de producción de sedimentos y de pérdida de carbono 

orgánico. No obstante, en suelos reforestados con Pinus silvestris y P. halepensis 

durante 50 años 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 años de abandono agrícola, dominados por la presencia espontánea de Quercus 

suber, presentaban las mejores características y los menores índices de erodabilidad.  

Pardini y colaboradores (2003, 2004) encontraron además que el efecto del fuego 

tiene una gran importancia en los procesos erosivos, especialmente en aquellos 

ecosistemas dominados por especies más susceptibles de sufrir daños severos por 

ocurrencia de fuegos espontáneos, como Cystus monspeliensis y Calicotome espinosa, 

representativos del matorral mediterráneo. 

 

1.2.2 Degradación de la cubierta vegetal. 

Aunque la vegetación potencial  de la cuenca mediterránea está basada en el 

bosque esclerófilo de hoja perenne (encinares, alcornocales, acebuchares, enebrales, 

etc.), los procesos degradativos, debido especialmente a la presión antrópica, han 

ocasionado que en la actualidad predominen las agrupaciones vegetales de sustitución, 

en especial el matorral mediterráneo (Blanca y Morales 1991; López-González 2001).  

Por otra parte, evidencias paleoecológicas parecen demostrar que las profundas y 

continuas transformaciones ambientales en ecosistemas mediterráneos 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 (Puigdefabregás 1994).  

A pesar de ello, los diversos flujos causa-efecto implicados en la degradación de 

los ecosistemas mediterráneos (ver Figura II-1), pueden originar una “espiral de 

degradación”, en el transcurso de la cual se va acentuando el deterioro general del suelo, 

pudiendo llegarse a la desertificación del ecosistema, dada la reducida habilidad de 

regeneración natural de la cubierta vegetal presente per se. La razón última de esta 

situación de deterioro es la sobreexplotación o el desarrollo de actividades humanas mal 

controladas (Requena 1997). 

 

1.2.3 Desertificación. 

Aunque el término desertificación no tiene una definición aceptada 

universalmente, los científicos concuerdan en que se trata de un proceso de degradación 

de suelo que comienza con un gradual deterioro de la cubierta vegetal por actividades 
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humanas y luego continúa con erosión del suelo acelerada y deterioro de las propiedades 

físicas, químicas y biológicas del suelo, que repercuten en una disminución de la 

producción 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 edáfico y climatología del ecosistema) (Albaladejo et al. 1988; Requena 1997). 

Entre las principales consecuencias que acarrea este proceso de degradación del suelo 

se incluyen la pérdida de materia orgánica y estructura del suelo, que resulta en una 

reducida capacidad de infiltración y de almacenamiento de agua y nutrientes (Requena 

1997), incremento de la erosión del suelo, pérdida de diversidad microbiana y 

disminución de la protección de las plantas a diferentes estresesde tipo biotico y abiótico 

(Barea et al. 1996). 

 

1.3 Ecosistemas mediterráneos en España. 

 

Biogeográficamente, España se encuentra incluida en el reino de flora y 

vegetación Holártico, distribuyéndose de forma desigual en tres regiones corológicas: i) 

región Eurosiberiana, que ocupa la franja septentrional de la península, ocupando ciertas 

comarcas luso-galaico-cantábrico-pirenaicas; ii) región Macaronésica, en el archipiélago 

Canario; y iii) región Mediterránea, que abarca todo el resto de la península y las islas 

Baleares. Además, en la región mediterránea de España se presentan cinco de los seis 

pisos bioclimáticos correspondientes, termo-, meso-, supra-, oro- y crioromediterráneo 

(Rivas-Martínez 1976). 

Los ecosistemas mediterráneos de España poseen una de las floras más ricas y 

variadas de toda Europa, sólo comparable a la de países como Grecia e Italia, existiendo 

unas 7.500-8.000 especies de plantas vasculares, probablemente un 15% de ellas 

endémicas (López-González 2001). Esto es debido al acontecimiento de grandes 

alteraciones históricas del clima, la vegetación, oscilaciones en el nivel del mar (en el 

mediterráneo occidental principalmente), y el contacto entre las placas tectónicas 

europea y africana, permitiendo de esta manera la migración directa de las plantas, 

especialmente esteparias, termófilas, xerófilas, orófilas, boreo-alpinas, etc., entre puntos 

anteriormente aislados (López-González 2001). 

En la región mediterránea de España se reconocen 65 series de vegetación, todas 

ellas con una vegetación climácica correspondiente a un bosque esclerófilo, y que en sus 
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series de degradación incluyen matorrales densos, matorrales degradados, y finalizan 

como pastizales (Rivas-Martínez 1976). En tales matorrales se presentan especies 

leñosas típicas, siendo común la presencia de géneros tales como Thymus, Lavandula, 

Salvia, Sideritis, Teucrium, Rosmarinus, Juniperus, Rosaceas, etc., y leguminosas 

arbustivas como Anthyllis, Retama, Coronilla, Genista, etc. (López-Bermúdez y 

Albaladejo 1990; Blanca y Morales 1991; Navarro-Reyes, 1995).  

Cabe señalar que la vegetación potencial se encuentra todavía presente en 

determinadas áreas, donde la presión antrópica ha sido reducida; no obstante, se estima 

que de la superficie total del país, un 5% podría estar potencialmente ocupada por 

vegetación no arbórea, un 8% por coníferas, un 4% por sotos y bosques ribereños y 

hasta un 83% por bosques de fagáceas (López-González 2001). En términos generales, 

las comunidades mas degradadas tenderían hacia la vegetación potencial si cesara la 

influencia humana, hecho que se ha observado parcialmente en los últimos años cuando 

la utilización de derivados del petróleo ha sustituido al carbón y otros combustibles de 

origen vegetal (López-González 2001), cesando como consecuencia la presión antrópica 

sobre la misma. 

Sin embargo, la extrema fragilidad de determinados ecosistemas, especialmente 

del ombroclima seco o semiárido, ha posibilitado la perturbación del equilibrio ecológico 

con perturbaciones mínimas, en cuyo caso los daños resultan prácticamente irreparables.  

Así nos encontramos con que en España aproximadamente un 18% del territorio 

presenta graves procesos de erosión y desertificación, siendo la cifra en Andalucía del 

36%, debido principalmente a las características accidentadas del relieve, con fuertes 

pendientes y desniveles, que acentúan el efecto de las precipitaciones, como se ha 

observado en zonas de especial interés ecológico como es el Parque Natural de la Sierra 

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

La serie típica en este Parque Natural es la Mesomediterránea, bética, basófila de 

la encina (Quercus rotundifolia), denominada Paeonio coriaceae-Querceto rotundifoliae S. 

(Rivas-Martínez 1976; Valle 2003), que presenta como formaciones arbóreas encinares 

en zonas puntuales menos influenciadas por la actividad antrópica, y otras especies 

mesófilas (caducifolias, espinares y pinares de montaña) en zonas con ombroclima 

progresivamente subhúmedo. No obstante, las principales formaciones en el paisaje de la 

Sierra de Baza son formaciones arbustivas, matorrales de degradación 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 presión antrópica ha ejercido sobre la 

vegetación en la Sierra de Baza, Blanca y Morales (1991) sugieren una serie de medidas 

como son una correcta planificación y utilización territorial, control del fuego, incentivo del 

turismo verde y la educación de los visitantes, control de las actividades 

silvoagropecuarias y una gestión forestal menos productivista y más acorde con la 

regeneración de la vegetación autóctona, medidas que sin duda resultan extensibles para 

la recuperación de otras áreas degradadas en ecosistemas mediterráneos. 

 

 

2. DIVERSIDAD BIOLÓGICA 

 

El concepto de diversidad biológica, o biodiversidad, es bastante reciente, y ha 

sido foco de atención creciente desde finales de los 80. En 1992 se definió como “la 

variabilidad existente entre los diversos organismos vivos de todo origen, incluidos el 

sistema terrestre, el marino y otros sistemas acuáticos, así como complejos ecológicos de 

los que dichos sistemas forman parte. Se incluye la diversidad inter e intra específica y la 

de los ecosistemas” (UNEP 1992). 

La importancia del estudio y conservación de la biodiversidad radica en asegurar 

la multiplicidad de funciones que poseen los distintos organismos del ecosistema, a la vez 

que de mantener esas funciones cuando se produzcan alteraciones del medio. De esta 

forma, un mayor grado de diversidad de especies o de grupos funcionales aumentará la 

capacidad de reacción del ecosistema. 

 

2.1 Estudio de la diversidad biológica. 

 

El estudio de los distintos componentes de la diversidad  ha sido recurrente en los 

últimos años, 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 variación como de se 

abundancia, resulta de gran dificultad el poder expresarla (Magurran 1988), por lo que los 
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estudios en este tema pueden tener muchas aproximaciones, dependiendo en gran 

medida de las características de la población que vaya a ser analizada. 

Dado lo anterior, y que el término comprende diferentes escalas biológicas, se han 

definido tres niveles básicos de diversidad,  que permiten aproximaciones distintas al 

sistema a analizar: i) diversidad taxonómica, ii) diversidad funcional, y iii) diversidad 

genética (Gaston 1996). 

 

2.1.1 Diversidad taxonómica. 

Se compone de los distintos taxa a los que pertenecen los individuos en una 

comunidad o ecosistema (desde subespecie o especie hasta reino). Existe un número 

elevado de índices que intentan caracterizar la diversidad de una muestra o una 

comunidad, hecho que dificulta la homogenización de resultados y la comparación de 

comunidades biológicas distintas (Magurran 1988).  

Las medidas que representan la diversidad de especies pueden dividirse en tres 

categorías: i) índices de riqueza de especies, que son esencialmente una medida del 

número de especies en una unidad de muestreo definida; ii) modelos de abundancia de 

especies, que describen la distribución de las poblaciones de acuerdo a distintos modelos 

establecidos (serie geométrica, logarítmica, normal logarítmica, modelo de palo 

quebrado, etc…); y iii) abundancia proporcional de especies, que pretenden incluir la 

riqueza de especies y la uniformidad de su distribución en una expresión sencilla 

(Magurran, 1988). 

 

2.1.2 Diversidad funcional. 

Hace referencia al conjunto de todos los procesos biológicos 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 energía, o para realizar 

otros procesos metabólicos. Así sabemos que existen poblaciones de organismos que 

son clave para que se lleven a cabo determinados procesos como, por ejemplo, la 

nitrificación, descomposición de celulosa, fijación de N o diferentes procesos de oxido-

reducción (Loreau et al. 2001; Rösch et al. 2006).  
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El patrón de utilización de distintos sustratos es, por tanto, un reflejo cualitativo y 

cuantitativo de la composición de una comunidad, reflejando los cambios en la utilización 

de éstos las variaciones en la estructura de las comunidades, a la vez que aportan 

información sobre las capacidades metabólicas 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 proteínas codificadas por genes 

específicos. Este nivel de estudio de la diversidad, de la cual es responsable las 

características 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 que una especie interactúa 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 hibridación ADN/ADN, 

utilizando la suma de las diferencias entre la unión del ADN de un taxón con el de otro 

como referencia del grado de divergencia respecto de un ancestro común (Martínez 

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 

variación morfológica de caracteres cuantitativos (Solbrig 1991), el nivel de 

heterocigosidad, la proporción de loci polimórficos, el número de alelos por locus (Mallet 

1996; Martínez 1997), las diferencias de las estructuras proteicas como reflejo de la 

variación 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 restricción (RFLP), o el polimorfismo ampliado 

aleatoriamente (RAP) (Solbrig 1991; Hunter y Sulzer 1996). 

No obstante, la utilización de secuencias génicas es uno de los métodos más  

extensivamente utilizados (Martínez 1997). Dentro de este enfoque, la secuenciación 

directa de fragmentos de PCR y el análisis de subunidades de genes ribosómicos han 

representado un importante avance para estudios evolutivos y de filogenia (Sogin 1990; 

White et al. 1990), llegando a constituir la herramienta más utilizada para caracterizar la 

diversidad de diversos tipos de comunidades. 
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La irrupción hace poco más 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 monitorización de las 

dinámicas poblacionales (Muyzer y Smalla 1998; Muyzer 1999; Heuer et al. 2001). Estas 

herramientas permiten la caracterización 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 desnaturalización del ADN, 

con lo cual la movilidad del fragmento analizado varía en el gel a medida que cambia la 

intensidad del agente desnaturalizante, produciéndose por lo tanto la detención de la 

migración en distintos puntos del gel, de acuerdo a la composición nucleotídica 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 describirán en el apartado correspondiente del punto 4 de 

esta revisión. 

 

2.2 Diversidad microbiana del suelo. 

 

De los componentes fundamentales de cualquier eco o agrosistema, el más difícil 

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 

(sólida, líquida y gaseosa) y sus interfases, y por la carencia de métodos eficaces para su 

evaluación in situ (Turco et al. 1994). Las últimas herramientas moleculares diseñadas 

para el estudio de la diversidad de los microorganismos del suelo han permitido mostrar 

que las comunidades presentes son mucho más diversas de lo que se pensaba (Torsvik 

et al. 1990). Inicialmente, la caracterización implicaba el cultivo y la identificación de las 

distintas especies, con las limitaciones que ello suponía. Hoy se sabe que por ese medio 

sólo se puede caracterizar una pequeña fracción de los aproximadamente 104 ribotipos 

que puede contener un gramo de suelo, y que representaría aproximadamente el número 

de especies presentes (Torsvik et al. 1990; Turco et al. 1994; Rösch et al. 2006).  
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Por otra parte, el componente biológico del suelo es el principal responsable de 

los cambios en la calidad del mismo, debido a que son los microorganismos del suelo los 

responsables últimos de los diferentes procesos y transformaciones que en él ocurren, 

como son el ciclado de nutrientes, la descomposición de la materia orgánica, la formación 

de agregados estables, etc… Es por ello por lo que cambios en el tamaño 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 ahí la 

creciente preocupación por desarrollar bioindicadores que permitan rastrearear los 

cambios en la calidad del suelo especialmente los generados por actividades humanas, 

centrándose en esto una buena parte de la investigación realizada desde la pasada 

década (Insam 2001). Actualmente, se utilizan cuatro diferentes enfoques metodológicos 

para abordar el estudio de la diversidad de microorganismos en suelo, que son i) el 

análisis del uso de sustratos in vitro, ii) análisis del uso de sustratos in situ, iii) análisis de 

patrones de ácidos grasos, y iv) análisis de patrones de ADN (Insam 2001; Jansa et al. 

1999; Larsen y Bødker 2001; Madan et al. 2002; Mansfeld-Giese et al. 2002). Además, 

cabe mencionar que estos enfoques metodológicos mencionados se utilizan en la 

actualidad en diferentes áreas de estudio de la diversidad biológica del suelo, entre las 

cuales las más importantes serían i) la reclasificación taxonómica, ii) el monitoreo de 

genes funcionales en el ambiente o metagenómica, iii) el monitoreo de especies 

transgénicas, iv) el estudio e identificación de microorganismos de interés biotecnológico, 

y v) diversos estudios de carácter ambiental y de evaluación 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 nitrógeno y las 

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) (Azcón 2000). A través de 

distintas actividades, como son la protección de la planta frente a estreses, la fijación de 

N2 atmosférico o la protección frente a patógenos, todos ellos ejercen un papel clave en 

el establecimiento de plantas en ambientes estresados, y por lo tanto en la recuperación 

de la cubierta vegetal en áreas degradadas (Barea et al. 1997). Por esta razón, se 

introducirán a continuación algunos conceptos generales sobre biodiversidad microbiana 

en ambientes mediterráneos, aunque los aspectos referentes a ecología y diversidad, 

puntualmente de hongos MA, se abordarán con mayor detalle en el apartado 

correspondiente del punto 4 de esta revisión. 
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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 lógico constatar que en suelos degradados se produce un descenso en el 

número de microorganismos o de sus propágulos infectivos, así como de su actividad 

(Miller y Lodge 1997). Esto genera un círculo vicioso de efectos negativos, en los que el 

descenso de la actividad vegetal condiciona la degradación de la vida microbiana, lo que 

a su vez incide negativamente en el crecimiento y la nutrición de la planta. Esta es una de 

las principales limitantes que puede presentar un proceso natural o inducido de 

recuperación 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 fijadores de N2. Estas bacterias establecen 

simbiosis mutualistas con leguminosas y representan una entrada fundamental de N en 

los ecosistemas (Barea y Olivares 1998), función que en ambientes mediterráneos 

adquiere una gran importancia, por cuanto entre las diversas especies arbustivas 

autóctonas de la Cuenca Mediterránea, existen numerosas leguminosas leñosas de 

interés en estudios de recuperación 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 promoción del enraizamiento y del ciclado biogeoquímico de los nutrientes que 

utilizarán las plantas (Barea 1997), efecto particularmente intenso en la rizoplana 

(superficie de la raíz) (Barea 1998). Presentan además otra serie de actividades 

beneficiosas, tales como formación de agregados y estabilización del suelo, promoción 

del crecimiento, control de patógenos (mediante antibiosis, producción de sideróforos, 

inducción de resistencia, etc…), degradación de xenobióticos y liberación de enzimas, 

entre otras (Kennedy y Smith 1995; Kennedy 1998). 

Finalmente, resultan de gran importancia en ecosistemas naturales (entre ellos los 

mediterráneos) las micorrizas, puesto que estas simbiosis ayudan a las plantas en la 

adquisición de nutrientes y en la tolerancia a diversos tipos de estrés, entre ellos la 

sequía (Smith y Read 1997). De todas ellas, destacan por su importancia cuantitativa las 

MA y 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 degradación de los 

ecosistemas, en especial en la revegetación con especies autóctonas de ambientes 

mediterráneos, 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, contaminación y sometidos a condiciones de estrés (sequía, 

salinidad, temperaturas elevadas, deficiencias nutricionales, etc…) (Salamanca 1991; 

Requena 1996). 

 

 

3. MICORRIZAS 

 

 El término micorriza, que etimológicamente significa “hongo-raíz”, fue propuesto 

por primera vez por el botánico alemán A.B. Frank (1885), haciendo referencia a la 

simbiosis observada entre las raíces de ciertos árboles con un micelio fúngico a la que 

ya, en aquel momento, supuso la función de favorecer las condiciones hídricas de la zona 

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

La simbiosis micorrícica se distingue de otras asociaciones entre hongos y plantas 

principalmente por su carácter mutualista. Está caracterizada por el flujo de componentes 

inorgánicos desde el hongo hacia la planta y de compuestos orgánicos de la planta hacia 

el hongo. Las estructuras del micosimbionte, que se extiende dentro de la raíz de la 

planta hospedadora y en el sustrato circundante, son características de cada tipo de 

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

Un aspecto importante de estas asociaciones es su universalidad, dado que la 

gran mayoría 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 función y, en algunos casos, 

morfología, 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 continuación (ver 

Figura II-2). 
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Figura 2. Esquema de los diferentes tipos de micorriza. Se muestran las estructuras 
características de cada uno de ellos, así 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 característico además, el desarrollo de un denso “manto” 

de hifas que cubre la superficie de la raíz (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.). 

GlomeromicetesGlomeromicetes
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Las ectomicorrizas suponen, aproximadamente, un 3% del total de las asociaciones 

micorrícicas (Meyer 1973), presentándose sobre todo en especies vegetales de interés 

forestal, tales como Fagáceas, Pináceas, Betuláceas, Quercíneas, etc. 

 

3.2 Endomicorrizas. 

 

Existen tres tipos fundamentales de endomicorrizas, que se caracterizan por la 

penetración de las hifas del hongo en las células de la epidermis y cortex de la raíz 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 asociación las plantas, tras su germinación 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 Ericáceas, como son los brezos (Erica sp. y Calluna vulgaris), azaleas 

(Rhododendron sp.) y arándanos (Vaccinium sp.). El micosimbionte presenta una gran 

versatilidad en el uso de diversas fuentes de macronutrientes, por lo que las plantas 

están capacitadas para crecer en suelos con elevado contenido de materia orgánica 

(Pearson y Read 1975; St-John et al. 1985).  

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

mayor detalle en los siguientes apartados de este capítulo. 

 

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 

penetración de las hifas al interior de las células de la corteza, donde forman ovillos (Yu 

et al. 2001). Su nombre deriva de presentar características tanto de ecto, como de 

endomicorriza. 
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4. MICORRIZAS ARBUSCULARES 

 

4.1 Características generales.  

 

Las micorrizas arbusculares constituyen el tipo de simbiosis más extendido en la 

naturaleza, siendo capaz de establecerlo entre el 80 y el 85 % de las plantas y 

encontrándose en la práctica totalidad de los ecosistemas terrestres (Smith & Read 

1997). Su origen se remonta al período devónico, hace unos 400 millones de años, 

cuando, según evidencias fósiles (Taylor et al. 1995) y moleculares (Simon et al. 1993), 

se asociaron las primitivas primeras plantas terrestres con hongos que posibilitaron su 

adaptación a las nuevas condiciones ambientales que implicaban el paso de un ambiente 

acuático al medio terrestre (Malloch et al. 1980). Todavía en la actualidad es posible 

encontrar evidencias de esta primitiva asociación en la simbiosis establecida entre 

algunos briofitos y hongos similares a los micorrícicos actuales, y posiblemente 

antecesores suyos, como Geosiphon pyriformis (Schüβler 2000). Desde entonces, los 

hongos MA y las plantas han evolucionado en una estrecha relación. Quizá sea esta 

evolución conjunta la causa de una de las características principales de este tipo de 

hongos, su biotrofía obligada. Esto condiciona que el hongo tenga la necesidad de 

encontrar y colonizar una raíz hospedadora para poder continuar su crecimiento y 

completar su ciclo de vida, que culmina con la formación de nuevos propágulos viables 

(Azcón-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 multiplicación en condiciones axénicas 

(Azcón-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 fotosíntesis, 

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 más distantes del sistema radical 

(Bago et al. 2000).  

No obstante, se generan otros beneficios de la asociación, entre los que destacan 

una mayor resistencia de la planta micorrizada al ataque de patógenos 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 hídrico (Sánchez-Díaz 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 asociación favorecen la formación de agregados 

estables en el suelo y, por ende, la conservación de la estructura física de este (Wrigth y 

Upadhyaya 1998; Borie et al. 2000; Jeffries y Barea 2001). 

 

4.2 Filogenia y taxonomía. 

 

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 últimos años, la sistemática del grupo de hongos 

formadores de micorrizas arbusculares ha sufrido numerosas modificaciones, debido 

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

Según Morton y Benny (1990), las alrededor de 150 especies de hongos MA 

conocidas hasta esa fecha se incluían dentro del orden Glomales (más correctamente 

Glomerales) de la clase Zygomicota,  distribuídos en seis géneros y tres familias: 

Gigaspora y Scutellospora (Fam. Gigasporaceae), Glomus y Sclerocystis (Fam. 

Glomaceae) y Acaulospora y Entrophospora (Fam. Acaulosporaceae). Esta clasificación 

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

Posteriormente, Morton y Redecker (2000), considerando caracteres morfológicos 

e incluyendo por primera vez evidencias moleculares, incluyeron dos nuevas familias, que 

presentaban mayores distancias en el árbol 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 II-3a). A 

pesar de esto, Redecker y colaboradores (2000), estudiando las secuencias de la 

subunidad pequeña del gen ribosómico (18S ADNr), y el desarrollo ontogénico de 

algunas especies de HMA, encontraron que existían divergencias en cuanto a su 

agrupación taxonómica, y que presentaban un desarrollo dimórfico, compartiendo 

características tanto de Glomus como de Acaulospora (eg. Glomus leptotichum y 

Acaulospora gerdemanii). 
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Figura 3. Últimas revisiones de la clasificación de los hongos formadores de micorrizas 
arbusculares. (a) Relaciones filogenéticas en el orden Glomales, según 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 
pequeña del ARNr (SSU, 18S) (basado en Schüβler et al. 2001, revisado por Walker y Schüβler 
2004). 
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Estudios moleculares posteriores, basados igualmente en el análisis de 18S 

ADNr, han demostrado la naturaleza monofilética de este grupo de hongos, lo que ha 

permitido incluirlos en un nuevo phylum denominado Glomeromycota (Schüβler et al. 

2001) (ver Figura 3b). Este phylum se compone de una sola clase, los Glomeromycetes, 

que a su vez comprende cuatro órdenes: Glomerales, Diversisporales, Paraglomerales y 

Archaesporales. Es de destacar el hecho de que el género Glomus, que presenta 

características morfológicas y estructurales bien definidas, muestra divergencias 

filogenéticos importantes, que han implicado su subdivisión 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 Schüβler (2004) realizaron 

la última modificación del phylum Glomeromycota, incluyendo la familia Pacisporaceae, 

representada por el género Pacispora (Oehl y Sieverding 2004). En la Figura II-3b se 

muestra la clasificación 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 

arbúsculos, que se forman por división dicotómica repetida de hifas intercelulares, y 

ocasionalmente vesículas (ver Figura II-4). Es importante señalar que la colonización de 

la raíz por hongos formadores de micorrizas arbusculares no produce alteraciones 

morfológicas en la raíz apreciables a simple vista, y que el hongo sólo coloniza la 

epidermis y el parénquima cortical de las raíces, no produciéndose nunca la penetración 

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

La formación de una  micorriza arbuscular ocurre mediante una sucesión de 

interacciones entre el hongo y la planta, que van a conducir a una integración morfológica 

y funcional de ambos simbiontes (Gianinazzi-Pearson et al. 1996). Durante la formación 

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 

diálogo molecular entre ambos simbiontes, dirigido por el intercambio de señales, que 
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conducen al reconocimiento de ambos y al desarrollo de programas genéticos de 

aceptación (Vierheilig y Piché 2002).  

 

4.4 Ciclo de vida de los hongos MA. 

 

En general, las diferentes etapas del ciclo vital de los hongos micorrícico 

arbusculares son las que se muestran en la Figura 4. 

 

Figura 4. Ciclo vital de los hongos MA y estructuras características de las fases intra y 
extrarradical, y del mismo. Branched absorbing structures, BAS (estructuras ramificadas de 
absorción); BAS asociados a esporas, BAS-s. 
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 4.4.1 Preinfección. 

 Las esporas son las estructuras de resistencia de este tipo de hongos, y por sus 

características de tamaño y forma se pueden dispersar con relativa facilidad a nuevos 

ambientes (Koske y Gemma 1990). Además de las esporas pueden funcionar como 

propágulos infectivos para iniciar nuevas colonizaciones hifas del hongo preexistentes en 

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

 El ciclo de vida del hongo se inicia con la germinación de las esporas de 

resistencia o la activación de los propágulos infectivos. La germinación comienza con la 

activación del metabolismo y la formación de tubos de germinación (Bonfante-Fasolo 

1984). Está condicionada por una serie de factores físicos, químicos o biológicos, como 

son la temperatura (Hepper 1981), la concentración de CO2, 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 (Azcón-Aguilar et al. 

1986, Hildebrandt et al. 2002).  

 Una vez producida la germinación, si las condiciones son adecuadas, el tubo de 

germinación puede dar origen a un micelio que crece de forma radial y errática 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 raíz 

susceptible de ser colonizada,  el citoplasma se retrae y la espora vuelve nuevamente a 

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

 Cuando el micelio llega a la rizosfera de una planta hospedadora, experimenta 

una activación que conduce a una profusa ramificación del mismo, aumentando así sus 

posibilidades de contacto con la raíz. Una vez producido esto, se forma un apresorio 

sobre la superficie de la misma, a partir del cual se inicia la colonización intrarradical 

(Barea et al. 1991; Giovanetti et al. 1993; Bago et al. 2000). 

 

 4.4.2 Colonización 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 presión física de la hifa, 

sumada a una cierta actividad hidrolítica (pectinasa y celulasa) de las paredes celulares 

(García-Romera et al. 1990; García-Romera et al. 1991;  García-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 absorción inicial de compuestos carbonados por parte del hongo (Smith 

y Smith 1997).  

 Como ya se ha indicado anteriormente, la colonización de la raíz 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 colonización tipo Arum, la que se 

presenta más comúnmente, a partir de las hifas intercelulares, a intervalos regulares se 

forman hifas que penetran las células y mediante ramificaciones dicotómica repetida, dan 

lugar a los arbúsculos, la estructura más característica de este tipo de asociación. Las 

hifas del hongo no penetran el plasmalema de la célula hospedadora, aunque sí 

producen su invaginación, por lo que hasta las ramificaciones más finas del arbúsculo 

quedan estrechamente rodeadas por la membrana plasmática. Se constituye así una 

interfase simbiótica, 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 más finas) y su membrana plasmática (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 arbúsculos tienen una vida media de entre 4 a 10 días, después de lo cual 

degeneran y se reabsorben por la célula hospedera, la cual vuelve a recuperar la 

situación previa a la colonización (Scanerini y Bonfante-Fasolo 1983; Bonfante-Fasolo 

1984; Alexander et al. 1988). 

 La mayoría de las especies de hongos MA (prácticamente todas, exceptuando a 

las pertenecientes a los géneros Gigaspora y Scutellospora) forman además estructuras 

de forma globosa llamadas vesículas, que se generan por el hinchamiento terminal o 

intercalar de las hifas, y cuya función parece ser el almacenamiento de productos de 

reserva (Abbott, 1982; Smith y Gianninnazzi-Pearson 1988; Barea et al. 1991).  

 

 4.4.3 Colonización del suelo. 

 La fase extrarradical de la simbiosis está representada por la red de micelio del 

hongo que se desarrolla en el suelo circundante a la raíz. Este micelio se desarrolla 

simultáneamente a la colonización intrarradical del hongo, funcionando como un sistema 

radical complementario, muy efectivo, y fundamental en la adquisición de nutrientes y 
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agua por la planta más allá de la zona de agotamiento cercana a la raíz (Sanders y 

Tinkers 1973; Barea 2000). En este sentido, diversos estudios, realizados en condiciones 

controladas, han mostrado que por cada metro de raíz 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 Zn y 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 difícil dada la condición de simbionte estricto de este tipo 

de hongos (Azcón-Aguilar et al. 1991, 1998). El desarrollo de técnicas de cultivos 

monoxénicos, 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 mínimo o M) en el cual el hongo 

Gigaspora margarita era capaz de completar su ciclo de vida estableciendo la simbiosis 

con raíces de Daucus carota transformadas con el plásmido Ri T. Es así 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 características del hongo. Así, a 

intervalos regulares sobre las hifas se producen estructuras muy ramificadas, con cierto 

parecido a los arbúsculos, conocidas como BAS (branched absorbing structures, o 

estructuras ramificadas de absorción), que serían las encargadas de la absorción 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 formación de las esporas se completaría el ciclo de vida del 

hongo MA. En cualquier caso, y como se indicó anteriormente, el propio micelio es una 

fuente importante de potencial infectivo para continuar la colonización del mismo sistema 

radical o de algún otro próximo (Barea, 1991). Dada su ubicación en el suelo, establece 

una serie de interacciones con los organismos (micro y Macro) allí presentes y con el 

ambiente físico 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 físico, como biológico, en el desarrollo y mantenimiento de las interfases suelo-

planta. 



Introducción   
 

 35 

4.5 Fisiología de la simbiosis. 

 

Asumiendo que el papel principal que desempeña 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 biotrofía estricta del hongo. 

En lo referente al metabolismo carbonado, el uso de 14CO2  permitió comprobar 

que la planta proporcionaba C orgánico procedente de la fotosíntesis al hongo (Ho y 

Trappe 1973). El hongo es capaz de absorber glucosa (Pfeffer et al. 1999), que es 

rápidamente transformada a trehalosa y glucógeno (Sachar-Hill et al. 1995), con menor 

capacidad osmótica, y también a lípidos de reserva (triacilglicéridos) (Bécard et al. 1991).   

No obstante lo anterior, se ha puesto de manifiesto la existencia de una dualidad 

fisiológica 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 lipídicos, formados en el 

micelio intrarradical, y desde allí transportados al micelio extrarradical (Pfefer et al. 1999, 

Bago et al. 2002). Esta compartimentación del metabolismo carbonado, sería uno de los 

factores que explicaría la incapacidad del hongo para completar su ciclo de vida de forma 

libre. 

Una situación intermedia presenta el hongo en su estado presimbiótico, siendo 

capaz de utilizar glucosa y fructosa de forma  poco eficaz, además de acetato y CO2, lo 

que demuestra que su metabolismo es básicamente lipolítico y que tiene capacidad de 

fijación oscura de CO2, siendo además incapaz de sintetizar lípidos de reserva (Bago et 

al. 1999) 

La importancia de las micorrizas arbusculares en la nutrición mineral de las 

plantas es, sin duda, uno de los aspectos más estudiados de la simbiosis por su 

repercusión en el desarrollo vegetal. La mejora nutricional que ocasiona a la planta el 

establecimiento de la simbiosis se podría 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 solución 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 raíces (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 absorción favorece la formación de micorrizas, el P es 

uno de los más importantes, por tratarse de un macronutriente, y además porque entre un 

95 y un 99% del fósforo presente en el suelo se encuentra de forma no disponible para la 

planta (Bieleski 1973). En general, la micorriza permite una mayor absorción 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 absorción de P (Smith et al. 2004). 

Respecto a los mecanismos implicados en la absorción, transporte y transferencia 

de P por las hifas del hongo a la planta, se puede señalar que la absorción de P como ión 

ortofosfato es un proceso rápido y eficiente. Esto es debido a la existencia de 

transportadores de H2PO4
- 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 H2PO4
- 

absorbido es rápidamente 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 citoplasmáticas (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 H2PO4
- liberado 

hacia la matriz interfacial todavía no se ha descrito, aunque probablemente ocurre de 

forma pasiva, a favor de un gradiente de concentración. Sí se ha descrito la existencia de 

varios transportadores de H2PO4
-, que se expresan específicamente en células 

colonizadas por arbúsculos (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 además la capacidad de absorber captar 

tanto NO3
- como NH4

+ 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 

orgánico (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 (López-Pedroza et al. 2006). Es probable que exista un sistema GS/GOGAT 
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para la asimilación de N inorgánico por parte de hifas de micorrizas arbusculares, 

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

Por otra parte, plantas micorrizadas en sistemas bicompartimentados, 

suplementadas con 15N-Gly como única fuente de N en el compartimiento de desarrollo 

exclusivo de hifas extrarradicales del hongo MA, alcanzaron hasta los 150 nmol de 15N 

por gramo de raíz, lo que demostraría la capacidad del micelio extrarradical de hongos 

MA de transportar el N como aminoácidos (Hawkins y George 2000). Existen además 

evidencias de que el ciclo de la urea estaría implicado en la formación de arginina en las 

hifas extrarradicales, la cual asociada a polifosfatos en las vacuolas sería 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, liberándose la arginina junto 

con los iones fosfato por hidrólisis de los polifosfatos en el micelio intrarradical, siendo 

poco probable la salida desde las hifas del hongo a la matriz interfacial, ya que ello 

representaría 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 

vía de degradación de la arginina sería a ornitina, urea y, finalmente a NH4
+, hipótesis que 

está 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 Ecofisiología de los hongos MA. 

 

A pesar de la universalidad de las micorrizas arbusculares, hasta el momento no 

se ha prestado suficiente atención al papel que juegan sobre la diversidad, estabilidad y 

productividad de los ecosistemas terrestres. En cuanto a la autoecología del hongo, se 

sabe que sus niveles poblacionales son altamente variables y dependientes de una serie 

de condiciones ecológicas, como son los niveles nutricionales y de pH del suelo, la 

temperatura, humedad, etc., y por diferentes prácticas agronómicas (fertilización, 

prácticas 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 difícil llegar a conclusiones respecto de los efectos que los distintos 

factores, así 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 propágulos infectivos por parte del hongo 

(Brundrett 1991; Kabir et al. 1997). En la Tabla 1 se resumen los factores intrínsecos del 

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

 

Desde un punto de vista más 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 número de especies de plantas capaces de establecer la 

simbiosis (unas 225000), respecto del número 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 micorrícico (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; Azcón y Ocampo 1981; Estaún 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 expresión genotípica de ambos 

Tabla 1. Características de los HMA y las plantas que pueden influenciar los procesos 
involucrados en la formación de las micorrizas arbusculares (Abbott y Gazey 1994). 
Proceso Característica que influye* 
Germinación de los propágulos • Periodo de tiempo requerido por las esporas para 

madurar y completar la dormancia 
 • Porcentaje de germinación de las esporas 
 • Longitud y distribución de las hifas producidas a 

partir de esporas, hifas activas o de micorrizas 
preexistentes 

Colonización de la raíz • Susceptibilidad de las raíces de diferentes edades 
y/o especies de planta a la micorrización 

 • Grado de desarrollo de las hifas y características 
de colonización en la raíz 

 • Ritmo de crecimiento de las raíces 
Colonización del suelo • Longitud y distribución de hifas en el suelo 
Formación de propágulos • Número y producción de propágulos en relación al 

estado de la colonización 
* Muchas de las características mencionadas pueden estar afectadas por factores edáficos 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. 
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simbiontes, lo que se refleja en un distinto nivel de eficacia dela asociación 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 adaptación que hongos 

alóctonos 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 connotación clara sobre la función que pueden presentar los hongos MA como 

factores influyentes de la composición florística de los diferentes ecosistemas (Allen 

1995). En este sentido, van der Heijden y colaboradores (1998b) encontraron que 

diferentes especies de hongos MA podían 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. Además, la diversidad y productividad de 

diferentes comunidades vegetales está 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 florística sobre la 

composición y diversidad de las comunidades de  hongos MA. 

Otra importante función ecológica de la asociación micorrícica es la estabilización 

de la estructura del suelo, dado que las hifas del hongo pueden formar una red mediante 

la cual enlazan las partículas 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 proteína producida por  hongos MA, conocida como glomalina, que 

tiene un papel importante en la agregación del suelo, representando a la vez una 

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

 

4.7 Interacción 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 saprofítica o simbiótica. 

Entre ellos existen especies a las que se les ha atribuido un papel en el control biológico 

de patógenos, la mejora del enraizamiento vegetal, transformaciones químicas de 

nutrientes desde formas no asimilables y biorremediación 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 

formación y el funcionamiento de la simbiosis MA (Azcón-Aguilar y Barea 1992). Estos 

efectos se pueden llevar a cabo mediante actividades de distinta índole como, por 

ejemplo, la activación de los propágulos infectivos del hongo en estadios presimbióticos 

(Mayo et al. 1986; Azcón 1987; Azcón-Aguilar y Barea 1995; Giovannetti et al. 2002), 

aunque también podrían facilitar la formación de puntos de entrada en la raíz (Azcón-

Aguilar et al. 1986).  

Las MA son, por su parte, capaces también de minimizar los daños producidos por 

un patógeno 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 patógeno (Azcón-Aguilar y Barea, 1996; Azcón-Aguilar et al., 2002 a,b). Los 

mecanismos por los cuales se podría explicar este efecto protector de la simbiosis MA 

incluyen la mejora del estatus nutricional de la planta, la competencia por lugares de 

colonización/infección, la competencia por fotosintetizados, cambios morfológicos y 

anatómicos en el sistema radical y activación de los mecanismos de defensa de la planta, 

entre otros (Linderman 1988; Caron 1989).  

El desarrollo de la simbiosis altera la fisiología de la planta, y mediante cambios 

en la cantidad y calidad de los exudados radicales, repercute en las diferentes 

comunidades microbianas rizosféricas (Azcón-Aguilar y Barea 1992; Barea 1997; 

Gryndler 2000; Marschner et al. 2001; Marschner y Baumann 2003). Surge así un nuevo 

concepto: la micorrizosfera, compuesta por la rizosfera de la planta y la hifosfera del 

hongo (Linderman 1988). Además, se ha evidenciado que determinadas bacterias y 

hongos están 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 endosimbióticas, 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 más importantes de las MA se produce en la simbiosis 

tripartita HMA-Rhizobium-leguminosa, de gran interés ecológico y agronómico, 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 analogías fisiológicas, celulares y genéticas, como son el 

hecho de que ambos microsimbiontes se alojen en el parénquima cortical de la raíz y 

producen una reactivación del citoplasma y del núcleo 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 asociación, efecto conocido como “compensación fotosintética” (Ruiz-

Lozano y Azcón 1993), causado por el mayor aporte de nutrientes y la mayor actividad 

hormonal registrada en presencia de los endófitos. Además del efecto interactivo en la 

simbiosis tripartita, González. (1988) encontró que en estado presimbiótico se estimulaba 

el desarrollo del micelio del hongo y la formación de puntos de entrada en el sistema 

radical, tanto por la presencia de células de Rhizobium, como por la participación 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 interacción puede deberse a la exploración por las hifas de los 

microhábitats en los que se ha solubilizado el P, a los cuales, con frecuencia, no tienen 

acceso (Azcón et al. 1976). Por otra parte, se ha encontrado ocasionalmente incrementos 

en la actividad fosfatasa en la rizosfera de raíces 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 Características 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 mencionó con anterioridad. Estas pueden 

albergar cientos o incluso varios miles de núcleos (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 raíces, dándose así la posibilidad de  

un intercambio nuclear y de la generación de un estado heterocariótico (Casana y 
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Bonfante-Fasolo 1988; Giovannetti et al. 2001; de la Providencia et al. 2005). Esto está 

apoyado por la presencia de polimorfismos a nivel del ADNr en una misma espora (Clapp 

et al. 2001), así como por la existencia de más de uno de estos loci en un mismo núcleo 

(Trouvelot et al. 1999). No obstante, Pawlowska y Taylor (2004) sugieren que estos 

polimorfismos puedan ser de origen intranuclear, sugiriendo la existencia de una 

poliploidización del genoma y cambios periódicos del nivel de ploidía siendo en todo caso 

los núcleos genéticamente uniformes. Sobre el tipo de multiplicación 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 ploidía de los HMA  no está todavía bien definido, los núcleos de sus 

esporas serían 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 núcleo en especies del género Scutellospora (Hosny et al. 1998a), mucho 

más elevados de lo que presentan, por ejemplo, diversas especies de Zigomicetos, cuyos 

valores C oscilan entre 0.3-0.4 pg/núcleo. Esta gran variación en el tamaño 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, así como dentro de la 

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

En cuanto a la composición de bases del ADN, Hosny et al. (1998b) encontraron 

que el contenido en GC es muy bajo en comparación al de otros grupos de hongos, con 

entre un 30 y un 35% del total, lo que se puede deber a las condiciones de privación de 

luz bajo las que se desarrollan. Además, 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 (Radman1991). Además, la mutación de mC a T 

resulta relativamente fácil, lo que podría 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 hacían referencia a su biotrofía 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 mayoría de los estudios de diversidad en este tipo de hongos se ha basado 

en las diferencias morfológicas 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 características morfológicas 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, 

reacción de la polimerasa en cadena). En este sentido, Bruns y Gardes (1993), señalan 

que la región ideal para realizar amplificaciones de PCR deben de cumplir con los 

siguientes criterios: i) estar presentes en todos los hongos de interés; ii) ser fáciles 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 diseñar 

pruebas para numerosas jerarquías taxonómicas. Los genes que codifican para el ARN 

ribosómico (ADNr) cumplen muchos de estos criterios, por lo que han sido comúnmente 

utilizados en este tipo de estudios. Por otra parte, hay en el genoma, tanto de procariotas 

como de eucariotas, repetidas copias de genes ribosómicos, y están altamente 

conservados. 

Dentro de éstos genes, las regiones codificantes (18S, 5.8S y 28S) son las más 

conservadas, las regiones espaciadoras transcritas internas (ITS) muestran un cierto 

grado de variación, y las regiones espaciadoras intergénicas (IGS) son las más variables 

(ver Figura II-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 ribosómicos nucleares de eucariotas. 

 

Las secuencias de la subunidad pequeña del gen ribosómico (ADNr 18S) 

evolucionan muy lentamente, por lo que son comúnmente 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, diseñando el primer oligonucleótido “específico” de Glomales 

(actuales Glomeromicetos) capaz de amplificar ADN fúngico en raíces 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 análisis de las secuencias de las distintas subunidades de 

ADNr, se han utilizado otras numerosas técnicas para estudiar la biodiversidad de los 

HMA, muchas de ellas basadas en técnicas de PCR (Lanfranco et al. 1998). Entre estas 

técnicas contamos la secuenciación directa de fragmentos de PCR de las distintas 

subunidades del gen ribosómico de hongos MA (Helgason et al. 1998; 1999; Ferrol et al. 

2004), ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, análisis de restricción 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 (KjØller y Rosendahl 2000), DGGE (Kowalchuk et 

al. 2002; Öpik et al. 2003; Anderson y Cairney 2004) y T-RFLP (Terminal Restriction 

Fragment Length Polymorphims, polimorfismo del fragmento Terminal de restricción) 

(Tonin et al. 2001; Mummey et al. 2005).  
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5. RECUPERACIÓN DE ECOSISTEMAS MEDITERRANEOS DEGRADADOS 

 

Cuando se habla de recuperación de ecosistemas degradados se hace referencia 

a la restauración de la diversidad y de la calidad de la cubierta vegetal. Para ello, se 

hacen necesarias una serie de medidas de gestión del ecosistema, tratando de revertir 

los efectos perjudiciales de los procesos de degradación. Cuando el grado de 

degradación es mayor, y las medidas de gestión no son suficientes para controlar y 

revertir los procesos deletéreos sobre la cubierta vegetal y la calidad del suelo, se hace 

necesaria la utilización de especies de la sucesión natural, en zonas en las que las 

plantas se encuentran en un número subóptimo de individuos o ausentes. 

Entre los principales factores limitantes para el establecimiento óptimo de las 

distintas especies vegetales en condiciones naturales, con especial referencia al sudeste 

ibérico, se encuentran las deficientes condiciones físico-químicas del suelo (costras 

superficiales, bajo estado de agregación y de contenido de materia orgánica), la limitada 

actividad biológica del mismo y la baja disponibilidad de semillas (Correal et al. 1987; 

Cerdá 1995; Albadalejo et al. 1996; Barea et al. 1996; López-Bermúdez 1996). Además, 

las distintas especies vegetales difieren en su idoneidad para la protección del suelo, lo 

que en conjunción con una serie de limitaciones ecofisiológicas inherentes a su 

crecimiento y reproducción, limita la recuperación 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 revegetación natural espontánea está muy limitada en áreas 

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 

están las características del suelo del área 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 vegetación climácica del ecosistema (Requena 1997). 

En la Figura 6 se muestran los distintos procesos de degradación a que puede 

estar sometido un ecosistema natural, y las estrategias de actuación posibles para 

revertirlos. En cuanto al tipo de vegetación apropiado para la recuperación es importante 

definir el destino final de uso del área y  la capacidad del ecosistema de soportar 

determinado tipo de vegetación (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 recuperación, denominándose restauración cuando la alteración del ecosistema ha sido 
reversible y se puede volver al estado climácico con medidas eficaces de gestión. Cuando la 
alteración ha sido mayor se produce un ecosistema desertificado, que sólo puede ser mejorado 
aplicando alternativas de revegetación, ya sea con especies preexistentes (recuperación), o con 
especies de ecosistemas diferentes, en cuyo caso se genera un ecosistema distinto del original 
(rehabilitación). 

 

En ecosistemas semiáridos la temperatura y las limitadas precipitaciones dificultan 

la utilización de especies arbóreas, por lo que para frenar los procesos de desertificación 

de la Cuenca Mediterránea, en particular en el sudeste ibérico, la estrategia de 

revegetación más apropiada se base en especies arbustivas, subarbustivas y herbáceas 

más que en especies leñosas arbóreas, ya que se ha puesto de manifiesto que presentan 

una capacidad similar de protección del suelo (Carreras 1992; Herrera et al. 1993; 
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Puigdefábregas 1994; Barea et al. 1996; Requena 1997). Por otra parte, son justamente 

este tipo de especies las que han sufrido una intervención antrópica más significativa 

(Albadalejo et al. 1996). El uso de especies nativas versus exóticas es altamente 

recomendable, puesto que están mejor adaptadas al clima local y las condiciones 

edáficas, por lo que su capacidad para sobrevivir a los estreses múltiples que 

previsiblemente tendrán que soportar es más elevada (Requena 1997). Como ejemplo de 

esto, Herrera et al. (1993), trabajando con seis especies arbustivas de leguminosas, 

mostraron como sólo las especies nativas de la zona piloto de estudio fueron capaces de 

establecerse y prosperar.  

 

5.1 Papel de los microorganismos del suelo en procesos de revegetación. 

 

Es importante, además, que el material vegetal utilizado en la recuperación de 

ecosistemas degradados se haya obtenido con tecnologías orientadas a mejorar su 

calidad y resistencia frente a los diversos estreses ambientales propios del ecosistema. 

Entre las metodologías aconsejadas está la utilización 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 

recuperación 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 mayoría de los ciclos biogeoquímicos que ocurren en la naturaleza 

son desarrollados por ellos (Requena 1997; Barea 1998; Jeffries y Barea 2001). La 

desaparición o disminución de la microbiota del suelo debido a procesos de erosión y 

desertificación 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 revegetación, siendo el reestablecimiento de la diversidad microbiana una prioridad en 

este tipo de programas (Requena 1997). Para esto, puede ser necesaria una estrategia 

de inoculación 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 

erosión severa (Wu et al. 2002), alterándose de forma considerable las poblaciones 

microbianas. 



Introducción      
 

 48 

Por otra parte, en el desarrollo y funcionamiento de los ecosistemas, se 

establecen diversos círculos viciosos de relación causa-efecto. En este sentido, se puede 

mencionar que la calidad del suelo está definida por una serie de parámetros físicos y 

químicos del mismo (como son porosidad, agregación de partículas, contenido de materia 

orgánica, erodabilidad, etc.) (Parr et al. 1992), aunque el parámetro de evaluación más 

importante es la actividad biológica 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 interrelación entre los componentes edáficos y de la cubierta 

vegetal es la determinante de la generación de espirales de degradación en ambientes 

frágiles y con una acentuada intervención antrópica (Pérez-Solís 2001). Por esto, en un 

programa de revegetación de un ecosistema degradado una premisa importante es 

mejorar la calidad del suelo como requisito para la sostenibilidad del proceso (Barea et al. 

1996). Además, 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 

raíces representan no sólo el soporte físico, 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 liberación de nutrientes, producción de 

fitohormonas, protección contra patógenos, descomposición de sustancias tóxicas o 

mejora de la estructura del suelo (Azcón-Aguilar y Barea 1992; Barea y Jeffries 1995; 

Requena 1997). A pesar de que el proceso de recuperación 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 Utilización de hongos micorricicos para la recuperación de la cubierta 

vegetal. 

 

 Como se ha mencionado con anterioridad, el objetivo final de la 

revegetación es el reestablecimiento de un ecosistema estable, con el funcionamiento 

óptimo 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 agregación de sus partículas y la formación de agregados hidroestables 

(Tisdall 1991; 1994; Tisdall et al. 1997; Bethlenfalvay et al. 1999; Borie et al. 2000). Esto 

es debido a la combinación de un efecto físico, que produce la red de micelio del hongo 

entrelazando las partículas entre sí, junto a otro químico, debido a la producción de 

glomalina, una glicoproteína sintetizada por el hongo, que actúa como material 

cementante de las partículas 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 físicas de los suelos en ecosistemas degradados (Wrigth et al. 

1996; Wrigth y Upadhyaya 1996; 1998; 1999).  

Por tanto, es preciso mencionar que el máximo beneficio de la inoculación con 

hongos formadores de micorrizas arbusculares sólo se conseguirá después de una 

selección muy controlada del hongo o el consorcio de hongos que demuestren el más 

alto nivel de compatibilidad funcional y ecológica 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 micorrícico arbusculares y otros microorganismos rizosféricos 

desde especies arbustivas de interés en ecosistemas mediterráneos. Este hecho resulta 

muy importante si se considera que, como se ha mencionado, la reintroducción de estos 

organismos autóctonos puede resultar clave en un programa de revegetación, en 

especial en el sudeste ibérico, que sufre una importante pérdida e incluso desaparición 

de propágulos microbianos del suelo (Weinbaum et al. 1996; Requena et al. 1996, 1997, 

2000). En este sentido, los avances en las técnicas de selección y preparación de 

inoculantes de hongos micorrícicos pueden ser una útil herramienta para la reproducción 

de hongos con interés en revegetación y su mantenimiento en cantidades suficientes 

para su utilización como inoculantes de una forma optimizada (Jarstfer y Sylvia 1992; 

Dodd y Thomson 1994; Barea et al. 1997; Azcón-Aguilar et al. 1999). Finalmente, se 

debe considerar también a los otros grupos microbianos rizosféricos (inóculos de 

“segunda generación”),  los que deben ser co-inoculados durante la producción del 

material vegetal,  para favorecer de esta manera la promoción de los mayores beneficios 

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

 



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



  

TTeemmppllaarroonn  ttuuss  lllloorrooss  llaa  sseedd  ddee  mmii  sseeqquuííaa    

hhiicciieerroonn  ttuuss  ffuueerrzzaass  eell  cceeddeerr  ddee  mmiiss  ppeeddrreeggaalleess,,    

iinnmmeerrssooss  eenn  uunn  mmaarr  ddee  iinnuuttiill  ttiieerrrraa..    

AAyyeerr  ffuuiisstteess  ddeessppoojjoo  ddee  bbuueennaass  yy  ffeerrttiilleess  ccoosseecchhaass..    

HHooyy,,  ttuu  aannccllaa,,  rreeccaallaa  eenn  mmii  ffoonnddoo,,  ddeessppeerrttaannddoo    

vviiddaa  eenn  ttiieerrrraa  mmuueerrttaa..  

  

((AAnnggeell  PP..  BBlláázzqquueezz,,  TTuu  aallmmaa  yy  mmii  ttiieerrrraa))  
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Para abordar el objetivo general de esta tesis doctoral se hizo necesaria la 

reproducción de un sistema modelo que fuese representativo, tanto de  las comunidades 

vegetales como de la microbiota micorrícica presentes en suelos de ambientes áridos y 

semiáridos de la cuenca mediterránea. No obstante, la utilización de espacios naturales 

no resultaba en la práctica 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 período de duración de la investigación propuesta y, 

por el desconocimiento y la incapacidad de caracterizar de manera fehaciente las 

distintas comunidades de hongos micorrícicos presentes bajo las condiciones 

observadas, tanto en el suelo como colonizando las raíces de las plantas. Esto, además, 

condicionado por las condiciones edafoclimáticas 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 consecución del objetivo general, de los objetivos metodológicos 

y de los complementarios, se utilizó un sistema de mesocosmos en el cual se 

establecieron plantas de especies representadas en los ecosistemas naturales, que se 

encontraran presentes en ecosistemas mediterráneos, con especial atención al nivel de 

degradación del Encinar mesomediterráneo, 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 combinación de dos o cuatro especies en los diferentes 

mesocosmos establecidos. 

 

Por otra parte, se utilizó un inóculo de hongos micorrícicos que incluyó seis 

especies representativas y comunes en ecosistemas mediterráneos áridos y semiáridos, 

que fueron Glomus clarum, G. constrictum, G. coronatum, G. intraradices, G. mosseae y 

G. viscosum. El consorcio de hongos micorrícicos 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 mediterráneos, obtenido de un área con un fuerte nivel de 

degradación y una casi nula cobertura vegetal actual, en el término municipal de Gorafe 

(Granada), representativo de la hoya Guadiciano-Baztetana. También se utilizó a modo 

comparativo un sistema de mesocosmos que utilizó la diversidad fúngica presente en el 

momento de la colección del sustrato, por lo que no fue esterilizado ni inoculado con el 

consorcio fúngico antes mencionado. 

 

Para que el efecto ambiental se viese reflejado en el comportamiento de las 

variables, y se pudiese estudiar de forma lo más representativa posible el efecto de la 

estacionalidad climática sobre la diversidad y la estructura de las comunidades de hongos 

micorrícicos, los sistemas de mesocosmos diseñados 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 consideró la realización de las 

siguientes actividades en el orden en que son mencionadas a continuación. 
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1. Caracterización de las comunidades vegetales y fúngicas utilizadas, así como sus 

niveles de diversidad inicial. 

2. Optimización de las metodologías físicoquímicas, bioquímicas y moleculares para 

la determinación de la evolución temporal de los diferentes índices y/o variables 

utilizados(as) para reflejar el efecto de la cobertura vegetal y de la estacionalidad 

climática sobre las propiedades del suelo y las comunidades vegetales y fúngicas. 

3. Determinación de las variables definidas, de forma estacional, para evaluar el 

comportamiento de las condiciones edáficas, de las comunidades de hongos 

micorrícicos, del tamaño de las poblaciones de propágulos 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 climática, sobre los diferentes parámetros establecidos como 

índices, así como su interrelación, y las interacciones producidas en los diferentes 

tratamientos formados. 
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1. DISEÑO EXPERIMENTAL  

 

El estudio en mesocosmos se realizó en macetas de 6 L de capacidad bajo 

condiciones de umbráculo (condiciones de humedad y temperatura ambiente). El diseño 

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 diseño adoptado y la necesidad de realizar muestreos periódicos para la 

realización de los análisis de forma estacional (cada tres meses, comenzando el 13 de 

agosto de 2002), la unidad experimental correspondió, en cada ocasión, a una fracción 

del sistema de mesocosmos, que fue recolectada de forma dirigida para evitar retirar 

sustrato desde una zona con una muestra previamente repuesta, evitando así la 

influencia del muestreo en las determinaciones posteriores. 
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Tabla 2. Diferentes tratamientos analizados y especies vegetales utilizadas. 

Tratamiento Especies vegetales consideradas * 
I Lavanda 
II Mejorana 
III Retama 
IV Romero 
V Lavanda + Mejorana 
VI Lavanda + Retama 
VI Lavanda + Romero 

VIII Mejorana + Retama 
IX Mejorana + Romero 
X Retama + Romero 
XI Las cuatro especies 

XII** Las cuatro especies 
* En cada maceta se establecieron cuatro plantas, ya sea de la misma especie, dos de cada 

especie o una de cada especie. 

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

 

2.1 Suelo y Sustrato. 

 

Se utilizó un suelo representativo de la localidad de Gorafe, Granada (Lat 37º27` 

Long –3º02`; 850 msnm), representativo de la hoya Guadiano-Bacense. El suelo se 

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

La zona de extracción del suelo se caracteriza por su origen de materiales 

conglomerados (pleistocénico, xerorthens), posiciones geográficas de colina, una 

acusada abundancia de piedras finas, casi nula aptitud agrícola por textura y profundidad 

y una muy baja tolerancia a la degradación por erosión (4 tm ha-1 año-1) (Pujalte y Prieto, 

1980). Algunas características fisicoquímicas determinadas en el suelo se presentan en 

la Tabla 3. 

 

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

pHw 
P Disp 

(µg g-1) 
CO3- 
(%) 

M.O. 
(%) 

N tot 
(%) 

C/N 
GFE* 

(mg g-1) 
Arena 

(%) 

8,7 15 25 1,51 0,10 8,8 5,0 53 
* Glomalina fácilmente extractable. 

 

Como sustrato de crecimiento de las plantas se utilizó una mezcla de suelo y 

arena en proporción 3/1 p/v, como se describe en la Tabla 4. El suelo fue tamizado a un 

tamaño de 4 mm., homogeneizado mecánicamente por agitación y tindalizado a 90°C por 

dos horas durante tres días consecutivos. La arena fue esterilizada en autoclave a 120ºC 

por 20 min. 

 

Tabla 4. Proporción 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 1,4 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 degradación de la vegetación autóctona correspondientes al 

Encinar Mesomediterráneo (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, espliego; 

Angiosperma-Labiatae).  

Es una planta presente en buena parte de la región mediterránea, de forma 

frecuente. Constituyente de matorrales heliófilos establecidos sobre sustratos calizos, 

principalmente en los pisos meso y supramediterráneo con ombroclima seco. Su floración 

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 península ibérica, de forma abundante. Forma 

parte de matorrales heliófilos como tomillares, en los pisos meso y supramediterráneos 

con ombroclima seco. Su floración se presenta entre junio y julio (Blanca y Morales, 

1991). 

 

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

Angiosperma-Leguminosae).  

Se encuentra presente en la zona íberonorteafricana, más frecuentemente en 

zonas basales. Forma parte del matorral subserial, en el piso mesomediterráneo 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 función 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 mediterráneo no 

excesivamente frío ni húmedos (López-González, 2001). 
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2.2.4 Romero (Rosmarinus officinalis L.; Angiosperma-Labiatae).  

Se encuentra presente en casi toda la región mediterránea, de forma abundante. 

Forma parte del matorral heliófilo en el piso mesomediterráneo seco. Arbusto siempre 

verde de 0,5 a 1,5 m, profusamente ramificado con ramas pardo-rojizas. Gran profusión 

de hojas verdes lustrosas por el haz y blancas por el envés, casi cilíndricas y sésiles. 

Florece casi todo el año, principalmente entre septiembre y mayo (Blanca y Morales, 

1991). Aparece en todo tipo de terrenos, preferentemente calcáreos desde 0 a 1500 

msnm en las montañas más cálidas, donde forma matorrales en sitios secos y soleados, 

principalmente en ambiente de encinar (López-González, 2001). 

 

 

Figura 7. Zona de degradación de la vegetación autóctona “Encinar Mesomediterráneo” de la 
Sierra de Baza. (a) Cubierta vegetal degradada del romeral. Asociaciones características (b) 
genista-romero y (c) lavanda-tomillo en adecuado estado de conservación. (d) Coníferas 
introducidas con fines de revegetación. 
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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 micorrícico arbusculares. 

 

Se utilizó como inóculo una mezcla de seis cultivos monoespecíficos de HMA del 

género Glomus característicos de ecosistemas mediterráneos del sur de España: G. 

clarum, G. constrictum, G. coronatum, G. intraradices, G. mosseae y G. viscosum. Los 

inóculos fueron obtenidos de diversos ecosistemas, tanto agrícolas como naturales, por 

multiplicación de aislados en cultivos trampa, utilizando como sustrato una mezcla de 

suelo estéril:arena:sepiolita 1/1/1 v/v/v y Trifolium repens y Sorghum hybridum como 

plantas hospederas. 

Para conocer las características del inóculo mixto utilizado, se evaluó tanto el 

potencial infectivo como la cantidad inicial de esporas de cada especie de hongo y se 

estudió las características morfológicas de las esporas de cada especie para su posterior 

identificación con fines de estudiar la biodiversidad de esporas. La caracterización del 

inóculo micorrícico utilizado se presenta en la Tabla 5. 
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Algunas esporas obtenidas por tamizado húmedo (ver protocolo 4.2.2) se fijaron 

en preparaciones semipermanentes, utilizando alcohol polivinílico ácido láctico glicerol 

(PVLG; ddH2O 100 mL, ácido láctico 100 mL, glicerol 10 mL, alcohol polivinílico 16.6 g), 

con y sin reactivo de Melzer (PVLG+M; reactivo Melzer: Hidrato cloral 100 g, ddH2O 100 

mL, I(s) 1.5 g, KI 5.0 g), para analizar bajo microscopio las características morfológicas 

que permitieron su identificación (diámetros polares-ecuatoriales, color, paredes, gránulos 

lipídicos, forma de la hifa de sustentación, etc.). Para la identificación de las esporas 

obtenidas se utilizaron las claves morfológicas 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 pequeñas agrupaciones en el 

suelo, frecuentemente también dentro de las raíces. Las esporas poseen un diámetro de 

100-260 µm, que van desde un color blanco hasta un amarillo-marrón, con un contenido 

de glóbulos de tamaño 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 presión (Nicolson y Schenck 1979; INVAM 2005). 

 

2.3.2 Glomus constrictum Trappe.  

Tabla 5. Composición del inóculo de hongos micorrícico-arbusculares utilizado en el estudio en 
mesocosmos. 

ESPECIE HMA Clasif1 PROVINCIA2 CANTIDAD3 ESP/100g4 NMPP5 

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 
1 Clasificación del aislado en el banco de glomales de la Estación Experimental del Zaidín (EEZ) 

o en el Banco Europeo de Glomales (BEG). 
2 Provincia de aislamiento del ecotipo. 
3 Gramos de inóculo usados en la mezcla de hongos y total por maceta. 
4 Esporas de HMA en 100 g de inóculo monoespecífico o 100 g de inóculo mixto. 
5 Propágulos micorrícicos en 100 g de sustrato o de inóculo mixto. 
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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 µm de diámetro. Su coloración es 

marrón oscura a negra. Posee un contenido de glóbulos lipídicos de tamaño variable. Se 

distinguen de una hasta dos capas en su superficie. Característica de esta especie es la 

constricción de la hifa de sustentación en la base de la espora, con un diámetro de 3-6 

µm, y un engrosamiento posterior en la hifa de hasta 20 µm, con una transición de color 

del marrón oscuro al amarillo (Trappe 1977). 

 

2.3.3 Glomus coronatum Giovannetti.  

Clamidosporas (Figura 11)  globosas a subglobosas, frecuentemente irregulares, 

de color naranja pálido a marrón con un diámetro entre 80 y 220 µm.  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 degradación. La segunda capa posee columnas 

radiadas, que genera la apariencia de estructuras tipo corona en su observación 

microscópica. Su hifa de sustentación es recia, con forma de embudo, y son la 

continuación 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 raíz, y 

menos frecuentemente fuera de ésta. La forma de las esporas es de globosa a irregular, 

siendo el color de las esporas un carácter altamente variable, desde el blanco de las 

esporas jóvenes hasta el amarillo-marrón en las maduras. El tamaño se comprende entre 

los 40-140 µm. El conjunto de la pared lo forman hasta cuatro capas, siendo las interiores 

más oscuras que las exteriores. La más externa se degrada con facilidad. La hifa de 

sustentación frecuentemente puede estar constreñida en el punto de unión 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 marrón y de un tamaño de entre 100 y 260 µm. 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 característica que resalta en esta 
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especie es un notorio septo que tabica la hifa de sustentación, dando una característica 

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 ramificándose desde una hifa común. Las clamidosporas 

son de color hialino a amarillo pálido, con tamaños comprendidos entre los 50 y los 120 

µm. Se presentan tres paredes en el conjunto, permaneciendo la primera adherida hasta 

avanzadas etapas. La hifa de  sustentación tiene un tamaño de 8-11 µm y tiene una 

forma cilíndrica 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 gránulos lipídicos. (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 presión, mostrando la separación de las tres unidades. (f) Detalle del punto de 
inserción de la hifa de sustentación, mostrando el septo y la continuación de las distintas unidades 
de la pared en la hifa (1000X). 
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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 presión, mostrando una sola capa (400X). 
(f) Detalle del punto de inserción de la hifa de sustentación, mostrando la constricción típica 
característica 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 presión, mostrando 
una sola capa (400X). (f) Detalle del punto de inserción de la hifa de sustentación, mostrando la 
continuación 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 presión, mostrando la separación de las capas (1000X). (f) Detalle 
del punto de inserción de la hifa de sustentación (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 destruída por presión 
(100X). (d) Detalle de la pared en espora destruida por presión, mostrando la separación de las 
capas (4000X). (e) Detalle de la superficie de una espora, mostrando el desprendimiento de L1. (f) 
Detalle del punto de inserción de la hifa de sustentación (4000X). 
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Figura 14. Glomus viscosum BEG 126. (a) Racimo con gran número de esporas (50X). (b) Espora 
individual (200X). (c). Detalles de la pared en una espora destruida por presión, se puede ver la 
separación entre L1 y la unión de L2 con L3 (400X). (d) Detalle de la inserción de la hifa (1000X). 
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3. CONDICIONES DE CRECIMIENTO 

 

3.1 Obtención de las plántulas, estaquillas y tratamientos pregerminativos. 

 

Las plantas para el estudio fueron obtenidas por estaquillado de ramillas jóvenes 

provenientes de plantas adultas de lavanda, mejorana y romero, las que fueron 

recolectadas desde las distintas asociaciones vegetales del Encinar Mesomediterráneo 

de la Sierra de Baza, Granada (ver Figura 15). Adicionalmente, se utilizaron semillas de 

todas  las especies vegetales para obtener plántulas 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, lavándolos profusamente con agua varias 

veces, desinfectándolas con propamocarb clorhidrato 60,5%, al 0,5% (p/v) en solución 

durante 15 min y lavándolas 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 húmedas mediante adición de 

ddH2O hasta su utilización, cuando las plántulas presentaron un significativo desarrollo 

radical. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Sistema de producción de estaquillas en bandejas alveoladas para la obtención de 
plántulas viables.  
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Por otra parte, las semillas fueron sometidas a diferentes tratamientos 

pregerminativos (Tabla 6), para facilitar de ésta manera su germinación. Posteriormente, 

las semillas se depositaron en bandejas alveoladas conteniendo como sustrato una 

mezcla de arena:vermiculita:sepiolita en una relación volumétrica de 2:2:1, las que 

permanecieron permanentemente húmedas hasta que se llevase a cabo la germinación y 

la plántula tuviese un tamaño adecuado para su trasplante al sistema de mesocosmos. 

 

Tabla  6.  Tratamientos efectuados sobre las semillas para el análisis de germinación y 
posterior obtención de plántulas viables. 

Especie vegetal Tratamiento(s) pregerminativos Nº semillas 

Retama • ½ hora en H2SO4 concentrado 100 

Romero • Agua destilada (24 h) 

• agua caliente y 24 h en agua 

• peróxido de hidrógeno 0,5% (24 h) 

• peróxido de hidrógeno 1% (24 h) 

100 
100 
100 
100 

Lavanda • agua destilada (24 h) 

• agua caliente y 24 h en agua 

• peróxido de hidrógeno 0,5% (24 h) 

• peróxido de hidrógeno 1% (24 h) 

100 
100 
100 
100 

Mejorana • 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 excepción del componente micorrícico, se le adicionó a cada maceta 

un volumen de 10 mL de un filtrado de una suspensión de 100 g de suelo Gorafe natural 

en un litro de ddH2O estéril. Para esto, la suspensión se dejó decantar unos 5 min y el 

sobrenadante se filtró a través de papel filtro Watman nº1. 
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3.3 Irrigación. 

 

La necesidad de agua fue estimada visualmente, aplicándose aproximadamente 

500 mL de agua corriente por maceta cada dos o tres días; aunque durante el período 

estival los riegos fueron realizados diariamente, a fin de que las plantas no fuesen 

sometidas a estrés hídrico en ningún momento. 

 

3.4 Obtención de las muestras y reposición. 

 

Las muestras fueron obtenidas desde las macetas mediante el uso de un 

nucleador de acero de 1.5 cm de diámetro. 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 obtención de muestras desde la maceta de zonas que no se hubiesen 

disturbado con anterioridad. Además, cada repetición en un mismo tiempo de muestreo, 

presentaba distintas zonas de obtención de la muestra, de modo que la mayor cantidad 

de sectores en la maceta estuviesen representados en cada ocasión. 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. METODOLOGÍA 

 

4.1 Métodos físico-químicos. 

 

4.1.1 Determinación de pH.  

Para esta determinación se utilizó la técnica de pH al agua (pHw) en una 

suspensión de sustrato:dH2O en proporción 2:5. 

Procedimiento. 

1. Se pesaron 4 g de muestra seca, y se adicionaron 10 mL de dH2O. 

2. Se mezcló vigorosamente y se dejó reposar  12 horas. 

3. Posteriormente, el pH se determinó directamente en el sobrenadante de la mezcla 

mediante pH-meter electrónico. 

 

4.1.2 Fósforo disponible.  

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

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

modificaciones.  

Procedimiento. 

1. Se pesaron 0.5 g de sustrato y se le añadió 0.5 g de carbón activado. 

2. Se adicionó 10 mL de solución extractante (NaHCO3 0.5 M; pH 8.5) y se agitó 

durante 30 min a 210 rpm. 

3. La mezcla se filtró en papel Watman nº1 y se cogió una alícuota de 1 mL, que se 

añadió a 3 mL de solución neutralizante (H2SO4 0.1 M). 

4. Se añadió 1 mL de solución colorimétrica (1.25 M H2SO4; 5 mM molibdato 

amónico ((NH4)6Mo7O24); 0.9 mM tartrato de potasio y antimonilo (K(SbO)C4H4O6); 

0.03 M ácido (L+) ascórbico (C6H8O6)).  

5. Se dejó la solución desarrollar color durante 15 min y se realizó la medición 

espectroscópica a 700 nm. 

Nota: Se utilizó como patrón una serie de diluciones de KH2PO4 para un rango comprendido entre 
0 y 5 µg P mL-1. Cuando los valores de las muestras superaban el límite superior de la curva 
patrón se realizaron diluciones según fue necesario. El color desarrollado es estable durante 72 h. 



 Material y métodos      
 

 78 

4.1.3 Glomalina fácilmente extractable.  

Se determinó la cantidad de glomalina fácilmente extractable de acuerdo al 

procedimiento descrito por Borie et al. (2000) y Wright y Upadhyaya (1996), con algunas 

modificaciones.  

Procedimiento. 

1. Se tamizó una muestra de sustrato en tamices de la serie Tyler de 2 y 1 mm de 

luz, y se tomó 0.5 g de la fracción contenida sobre el tamiz de 1 mm de luz, el que 

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

2. Se añadió 4 mL de solución extractante (20 mM citrato sódico (C6H5Na3O7), pH 

7.0) y se agitó vigorosamente. 

3. La mezcla fue autoclavada a una temperatura de 121ºC por 30 min. 

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

que se le determinó el volumen. 

5. La cuantificación de la proteína extraída se realizó utilizando el método Bradford 

(1976). Para esto, a 700 µL de agua se agregaron 100 µL del sobrenadante 

recuperado y 200 µL de reactivo BioRad Protein Assay (BioRad Laboratories), se 

agitó la mezcla y se dejó desarrollar color durante 10 min.  

6. La concentración de glomalina en la muestra se determinó 

espectrofotométricamente, a una λ de 595 nm.  

Nota: Se utilizó como patrón una serie de diluciones de albúmina sérica bovina (BSA) para un 
rango comprendido entre 0 y 20 µg BSA mL-1. Se utilizan tubos plásticos 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 cohesión entre 

las partículas de suelo para resistir la aplicación de fuerzas disruptivas. Para su 

determinación se utilizó la metodología descrita por Kemper y Rosenau (1986), utilizando 

cribado húmedo en equipamiento electrónico diseñado para tal fin (ver Figura 16). 
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Figura 16. Sistema mecánico para la determinación 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 metálicos conteniendo agua o solución 
disgregante. (d) Elevador excéntrico, con una frecuencia de 35 rpm. 

 

Procedimiento. 

1. Se tamizó una proporción de sustrato seco al aire en tamices de la serie Tyler de 

2 y 1 mm de luz. 

2. 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 saturación con agua 

destilada sobre baño de arena lavada. 

3. El cribador con la muestra húmeda se colocó en el equipo de tamizado sobre 

depósitos de acero inoxidable conteniendo 25 mL de agua destilada. 

4. El equipo funcionó durante 3 min (35 ciclos min-1) para completar 105 inmersiones 

del cribador en el depósito de acero con agua. 

5. Los depósitos de acero fueron secados y pesados. El suelo que queda en el 

depósito es el material no estable a la disgregación por efecto del agua. 

6. Los depósitos de acero fueron cambiados por otro set, conteniendo 25 mL de una 

solución dispersante (2 g hexametafosfato de sodio L-1) y se hace funcionar 

nuevamente el equipo, hasta que sólo queden partículas de arena sobre el 
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cribador. Cuando el tiempo requerido para la disgregación era considerable (más 

de 20 min), se procedió a la disgregación mecánica de los agregados con una 

varilla. Posteriormente, los depósitos fueron secados y pesados. El suelo que 

queda en los depósitos en este caso corresponde al material agregable. 

 

La proporción de material agregable en la muestra será 

100
)05.02()1(

)05.02((%) x
dDHdDA

dDHAEA
−−+−

−−=
 

(IV-1) 

donde AEA(%) es el porcentaje de suelo agregado estable al agua; DH el peso en 

gramos del depósito de acero más el suelo y solución dispersante del segundo 

tamizado húmedo; d2 es el peso en gramos del depósito 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 depósito más suelo y agua 

del primer tamizado húmedo; y d1 es el peso en gramos del depósito usado en el 

primer tamizado. 

Nota: Se usó 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 solución de 2 g NaOH/L. 

 

4.2 Métodos microbiológicos y determinación de la biodiversidad. 

 

4.2.1 Potencial micorrícico de los inóculos y del suelo.  

El número más probable de propágulos micorrícicos (NMPP), es un procedimiento 

de estimación de densidades poblacionales de hongos micorrícicos, puesto que la 

evaluación cuantitativa de células individuales no es factible. Está basado en la 

determinación de presencia/ausencia de colonización  en raíces de plantas en réplicas de 

diluciones consecutivas. Sólo determina organismos vivos e infectivos. 

Procedimiento. 

Se realizó utilizando una modificación de la metodología descrita por Sieverding 

(1991). Para esto, se realizaron diluciones seriadas de factor 4 del suelo o inóculo a 

estudiar el cual se homogeneizó con un sustrato estéril de sepiolita: vermiculita (1:1 v:v) 

utilizándose 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+3ºC:15+3ºC día:noche; 80% Hr; fotoperíodo de 16 h luz/8 h oscuridad). 

Posteriormente, se extrajeron las raíces, que fueron aclaradas y teñidas (Philips y 

Hayman 1970). Finalmente, se determinó la presencia/ausencia de colonización bajo lupa 

estereoscópica a 30 aumentos. 

 

 

Figura 17. NMPP para los inóculos de HMA y del suelo. Cada unidad experimental contenía 13 g 
para todas las diluciones, con 5 repeticiones para cada nivel de dilución. 

 

El valor del NMPP se obtuvo mediante la siguiente igualdad: 

Log Ω = X log α -K (IV-2) 

donde Ω es el número de propágulos micorrícicos infectivos, X es el número medio de 

casos con infección (total de infecciones +/número de repeticiones), α es el factor de 

dilución (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 regresión polinómica 

correspondió 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 micorrícicos arbusculares.  

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

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

esporas separadas del sustrato fueron utilizadas para su conteo, caracterización 

morfológica 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. 

2. El sobrenadante, conteniendo buena parte de los materiales orgánicos gruesos de 

suelo, esporas destruidas, trozos de raíz y otros materiales poco densos, fue 

descartado.  

3. Seguidamente, el sustrato decantado fue mezclado y suspendido en una solución 

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

4. Esta vez el sobrenadante fue vertido sobre una serie de tamices Tyler de 500, 250 

y 50 µm de luz, lavado con agua corriente y arrastrado a placa Doncaster para su 

observación microscópica bajo lupa estereoscópica a 50-75 aumentos.  

5. Finalmente, de acuerdo a las características estudiadas para cada especie, 

descritas en el apartado 2.4 de este capítulo, se realizó la cuantificación de las 

esporas correspondientes a cada una de las especies inoculadas. 

 

4.2.3 Longitud de micelio micorrícico.  

Para la determinación de la densidad de hifas de hongos micorrícicos 

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 

extracción como para su cuantificación. 
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Para la determinación de la densidad de las hifas vivas de hongos micorrícicos se 

utilizó la tinción 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 tinción vital como la de las hifas totales sobre la misma muestra experimental 

(Figura 18). 

Procedimiento para la separación y tinción del micelio. 

1. Se pesó 1 g de suelo y se le agregaron 20 mL de agua. Se agitó vigorosamente 

durante 10 segundos. 

2. Se dejó decantar la mezcla durante 1 min, y se cogió desde el centro de la 

suspensión 1 mL, que fue transferido a un tubo plástico de 15 mL con tapa rosca. 

3. Se adicionó 1 mL de solución incubadora de la tinción vital SDH (succinato de 

sodio 0.25 M; NBT 1 mg mL-1; Tris 0.05 M; MgCl 0.5 mM; pH 7.0) y se dejó 

incubando 12-16 horas con agitación suave a 28ºC. 

4. Posteriormente, se vertió el contenido sobre un tamiz de 50 µm de luz de malla, 

se lavó con agua y se recogió con 3-5 mL de agua sobre un tubo plástico, donde 

se le adicionó 5 mL de lejía (NaClO 3.5 % p/v) durante 10 min. 

5. Inmediatamente después, se vertió nuevamente sobre un tamiz de 50 µm de luz, 

se lavó con abundante agua, y se recogió con 3-5 mL de agua sobre un tubo 

plástico. 

6. Se le adicionó 5 mL de solución contrastante de fucsina ácida 0.2 g L-1 (ácido 

láctico 875 mL; glicerina 63 mL; agua destilada 63 mL; fucsina ácida 0.2 g) y se 

dejó teñir durante 2 horas con agitación suave 

7. Finalmente, se vertió el contenido sobre un tamiz de 50 µm de luz, se lavó con 

abundante agua, y se arrastró el micelio teñido con frasco lavador sobre un filtro 

de nitrocelulosa con cuadrícula, de 0.2 µm de tamaño de poro, posicionado en 

aparato para filtración al vacío. 
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Figura 18. Micelio de hongos micorrícico arbusculares. (a, b) Micelio teñido con azul de tripano 
(100X). (c) Micelio teñido sólo con tinción vital de SDH (100X). (d) Micelio teñido con la tinción vital 
de SDH y contrastado con fucsina ácida. 

 

Procedimiento para la observación y cuantificación 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 retícula de 10 x 10 líneas. 

2. Se posicionó la cuadrícula para que la retícula quedara posicionada dentro de una 

de las áreas cuadrangulares definidas por las líneas del filtro y se contaron las 

intersecciones entre hifas (vivas y no vivas) y la retícula del ocular, tanto en 

sentido horizontal como vertical. Este procedimiento se repite el mayor número 

posible de veces por cada muestra. 

3. Se definió la longitud total de la retícula, y el área total analizada, y se obtuvo la 

longitud de micelio presente en la superficie analizada del filtro usando la 

ecuación de Newman (1969), que se representa según 

FpsFd
H

ANR ××⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

2
π

 
(IV-3) 
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en donde R es la longitud de hifas en el área de medición (m), A es el área de 

medición en el filtro (m2), N es el número de intersecciones, H es la longitud total 

de la retícula utilizada, Fd es el factor de dilución de suelo (en este caso 20) y Fps 

es el factor de humedad del suelo. 

 

4.2.4 Raíz micorrizada.  

Para obtener el índice de micorrización se utilizó el método de intersección en 

línea de McGonigle et al. (1990), luego de teñir la raíz con azul-tripán (Phillips y Hayman 

1970) con algunas modificaciones. El colorante azul-tripán interacciona con las 

estructuras que presentan quitina, como es el caso de las paredes celulares de los 

hongos formadores de micorrizas arbusculares (Bartnicki-García 1968). 

Procedimiento. 

Las raíces 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 raíz, una para tinción y otra para 

caracterización molecular de los hongos colonizadores. Los siguientes pasos fueron 

realizados a las submuestras ocupadas para tinción: 

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

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

2. Posteriormente se eliminó la solución de KOH y las raíces se lavaron con 

abundante agua. 

3. Las raíces fueron sumergidas en una solución de HCl al 1% p/v, donde 

permanecieron por un día. 

4. Posteriormente fue eliminada la solución de HCl y se añadió solución de azul-

tripán al 0.05% p/v en ácido láctico, dejándolas por 24 h en esas condiciones. 

5. Finalmente, se eliminó la solución de azul-tripán, se lavaron con agua y se 

conservaron en ácido láctico hasta su observación. 

6. Para la cuantificación de la colonización, las raíces teñidas fueron extendidas 

sobre placas de metacrilato, con una cuadrícula de 1 x 1 cm, contándose las 

intersecciones entre las raíces y la cuadrícula. La proporción de raíz micorrizada 

se obtiene de la relación entre las intersecciones donde la raíz presenta 

colonización respecto del total de intersecciones cuadrícula-raíz. 
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4.2.5 Índices de biodiversidad.  

Se han utilizado diferentes métodos para estimar la diversidad de especies alfa, 

así como su estructura. Estos índices se determinaron a partir de la cuantificación de los 

distintos morfotipos de esporas y de la presencia/ausencia de hongos colonizando las 

raíces de las plantas de los distintos tratamientos. 

Riqueza de especies (S): o Índice de Riqueza Específica, se define como el número total 

de especies encontradas por censo de una comunidad. Se determinó, en las distintas 

muestras, al momento de realizar la cuantificación bajo lupa de las muestras de esporas. 

En las raíces se determinó según la presencia, ausencia de bandas características en 

TTGE. 

Densidad específica (Di): se define como la proporción de individuos de la especie i en la 

muestra en relación al número total de individuos. Se representa según la siguiente 

igualdad 

N
niDi =

 
(IV-4) 

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

de esporas en la muestra. 

Equidad de Shannon-Wienner (H`): este índice de abundancia proporcional relaciona la 

cantidad de especies presentes con el número de individuos de cada una. Expresa, por 

tanto, el grado promedio de incertidumbre en la predicción de la especie de un individuo 

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

 
⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛ ×−= ∑
=

S

i N
ni

N
niH

1

ln`
 

(IV-5) 

 

Dominancia de Simpson (λ): este índice 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 relación 

∑= pi

2
λ

 
(IV-6) 

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

 

4.3.1 Longitud de raíz.  

La longitud de la muestra de raíz teñida con azul-tripán fue obtenida utilizando el 

sistema DIAS DT de análisis digital de imágenes de acuerdo a las indicaciones del 

fabricante (Delta-T Devices, 1991). 

Para obtener la longitud total de la raíz colectada conjuntamente a la muestra 

experimental se realizó una ponderación con el peso de la raíz total obtenida de acuerdo 

a la ecuación 

Fps
PMRp

RTLpL ×⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛×⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ ×= 100

 
(IV-7) 

en donde L es la longitud total de raíz en cm por 100 g de sustrato, Lp es la longitud 

parcial de la raíz teñida, obtenida por el sistema DIAS DT en cm, RT es el peso fresco en 

gramos de la raíz total, Rp es el peso fresco en gramos de la submuestra usada para la 

tinción, PM es el peso en gramos de la muestra de sustrato extraído 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 utilizó software de análisis 

de imágenes. Para esto se tomaron fotografías digitales aéreas de cada unidad 

experimental, seguido de lo cual, utilizando el programa Abobe Photoshop v. 6.0 (Adobe 

Systems Inc.) se añadieron capas hasta completar la superficie bidimensional que 

ocupaba cada planta (ver Figura 19). Seguidamente se obtuvo la cantidad de píxeles 

ocupados por las capas seleccionadas y se realizó la conversión a superficie con la 

ayuda de un patrón de superficie conocida, al cual también se le calculó su número de 

píxeles. 
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Figura 19. Análisis de la cobertura de las plantas correspondientes al tratamiento Lavanda-
Romero. (a) Imágen de las plantas normales. (b) Imagen de las plantas transformadas a capas 
uniformes para determinación de su superficie en píxeles.  

 

4.4 Métodos usados en biología molecular. 

 

4.4.1 Extracción de ADN genómico de material vegetal.  

El ADN genómico de material vegetal (parte aérea o raíces) se extrajo utilizando el 

protocolo para aislamiento de ADN del kit DNeasy® Plant Mini kit (Qiagen 2000), 

siguiendo las instrucciones de fabricante con menores modificaciones en el caso de 

extracción de ADN genómico desde raíces. En este caso, las modificaciones realizadas 

son las siguientes: 

1. En el paso 2, se utilizó hasta un máximo de 200 µg de material fresco. 

2. En el paso 11, posterior a la centrifugación con el tampón AW, se realizó hasta 

dos lavados de la columna con 500 µL de alcohol etílico puro y centrifugación a 

máxima velocidad. 

3. En el paso 12, la primera elución se realizó con 50 µL de buffer AE. 

Posteriormente, la segunda elución se realizó con 100 µL de buffer AE, sin 

combinar los extractos. El primer extracto suele contener sustancias coloreadas, 

de características húmicas, que podrían inhibir las subsecuentes reacciones 

enzimáticas. 
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4.4.2 Extracción de ADN desde esporas de hongos micorrícicos.  

Según se tratase de extracción de ADN de esporas individuales o de gran número 

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

Extracción de ADN de esporas individuales: se utilizó una adaptación del método de Lee 

y Taylor (1990). Para esto, sobre un portaobjetos esterilizado-siliconizado, se depositó 

una gota de 20 µL de ddH2O estéril. Posteriormente, con ayuda  de un fórceps, se 

depositó en la gota una única espora de HMA limpiada en superficie dos a tres veces con 

ddH2O estéril. Bajo lupa estereoscópica a 50 aumentos, utilizando un estilete estéril, se 

destruyó la espora. El extracto crudo así obtenido fue utilizado en su totalidad como 

molde para PCR usando cebadores específicos de HMA. 

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

cultivo monoespecífico bajo lupa estereoscópica (5000 en el caso de G. intraradices y G. 

viscosum), se depositaron en 1 mL de ddH2O en un vial de 1.5 mL, donde se lavaron con 

ddH2O estéril tres veces, centrifugando en cada ocasión a 6000 g durante 5 min. 

Finalmente, se añadieron 50 µL de ddH2O, se trituraron con ayuda de micropistilo de 

punta cónica y se utilizó el protocolo para aislamiento de ADN del kit DNeasy® Plant Mini 

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

 

4.4.3 Cuantificación de ADN genómico.  

El ADN aislado se cuantificó espectrofotométricamente o en gel de agarosa. En el 

primer caso, se midió la absorbancia de una alícuota de 10 µL de muestra diluída 100 

veces en ddH2O estéril a λ de 230, 260 y 280 nm. Con este método, cada unidad de 

absorbancia a 260 nm se considera equivalente a 50 µg mL-1 de ADN de doble cadena.  

Para estimar una posible contaminación por carbohidratos, se calculó la relación 

entre los valores de absorbancia obtenidas a 260 y 230 nm. Para considerar que las 

muestras no presentaban una contaminación significativa por carbohidratos la relación 

debía ser mayor a 2. Por su parte, para considerar ausencia de contaminación por 

proteínas y/o fenol, la relación entre los valores de absorbancia a 260 y 280 nm debía ser 

superior a 1.8. 

Para cuantificar la cantidad de ADN en gel de agarosa se utilizó comparación 

visual de la intensidad de la banda de ADN genómico, luego de teñirlo en una solución de 

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

Las diferentes PCR se optimizaron utilizando un termociclador automático 

(Mastercycler, Eppendorf). Las amplificaciones fueron realizadas usando el producto 

comercial pure-TaqTM Ready-To-Go PCR beads (Amersham Pharmacia Biotech) en un 

volumen final de 25 µL. Este producto contiene todos los componentes, con una 

concentración final en 25 µL de 2.5 unidades de puReTaq DNA polimerasa, 200 µM de 

cada dNTP, 10 mM Tris-HCL pH 9.0, 50 mM KCl y 1.5 mM MgCl2. 

Los diferentes oligonucleótidos empleados fueron usados en una concentración 

final de 0.4 µM. Las condiciones de tiempo y temperatura para las etapas de 

desnaturalización, hibridación y extensión se muestran en la Tabla 7. Para todas las 

reacciones se utilizó un paso inicial de desnaturalización a 94ºC durante 5 min, un paso 

final de extensión a 72ºC durante 7 min y 35 ciclos del programa presentado en la Tabla 

7, según fuera el caso. 

 

Tabla 7. Diferentes oligonucleótidos utilizados en las distintas PCR, secuencias nucleotídicas y 
condiciones de PCR. 

Oligonuc. Secuencia 5`-3` Denat
. Hibr. Ext. Uso 

NS31 ttggagggcaagtctggtgcc 

NS41 cccgtgttgagtcaaatta 

94ºC 

1` 

50ºC 

1` 

72ºC 

1` 20`` 
Universal  eucariotas 18s 

NS31 ttggagggcaagtctggtgcc 

AM1 gtttcccgtaaggcgccgaa 

94ºC 

45`` 

58ºC 

1` 

72ºC 

1`20`` 
Específico Glomerales 18s 

NS31(GC) 
cgcccggggcgcgccccgggcgg 

ggcgggggcacggggg+NS31 

Glo1 gcctgctttaaacactcta 

45ºC 

45`` 

50ºC 

45`` 

72ºC 

1` 
PCR nidada desde producto 
NS31-AM1 

M13F gtaaaacgacggccagtg 

M13R ggaaacagctatgaccatg 

45ºC 

1` 

50ºC 

1`20`` 

72ºC 

1`30`` 
Amplificación inserto en vectores 

 

4.4.5 Electroforesis en geles de agarosa.  

La separación electroforética del ADN, tanto genómico como amplicones, se 

realizó en geles de agarosa al 1.6% en tampón 1X TAE (1 X TAE = 40 mM Tris, 20 mM 

ácido acético, 1 mM EDTA disódico, pH 8,3). La electroforesis se realizó en tampón 1 X 

TAE con una diferencia de potencial eléctrico de 100 V durante 35-60 minutos, 

dependiendo del tamaño de los productos. 
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Para estimar el tamaño de los productos depositados en los geles, así como su 

cuantificación, se depositó en una de las calles del gel un marcador de peso molecular. 

En el caso de los segmentos de más de 500 pb se utilizó el marcador III (Lambda 

DNA/EcoRI + Hind III, Promega) y para los productos de menor tamaño se utilizó el 

marcador pGEM (pGEM® DNA, Promega). 

Las muestras se prepararon en tampón de carga 1X (tampón de carga 

6X=sacarosa 50% p/v; 0.3% azul bromofenol). Posterior a la electroforesis, los geles 

fueron teñidos por 20 minutos en bromuro de etidio (1 mg L-1 en 1X TAE), lavados por 10 

min en ddH2O, visualizados y fotografiados bajo luz UV (260 nm; Gel Doc 2000, BioRad 

Laboratories).  

 

4.4.6 Purificación de productos de PCR.  

Las bandas de interés para secuenciación, clonación o carga en TTGE presentes 

en los geles de agarosa fueron extraídas cortándolas con un escalpelo, y purificadas 

utilizando el protocolo del kit comercial QiaexII Gel Extraction kit (Qiagen) de acuerdo con 

las instrucciones del fabricante. 

 

4.4.7 Preparación de geles de poliacrilamida y condiciones para TTGE.  

Los geles de poliacrilamida se prepararon siguiendo las instrucciones del manual 

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

Los geles tuvieron una dimensión 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 

composición 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% PAA1 8% PAA2 
40 % Acrilamida (mL) 5.83 7.77 
2 % Bis-acrilamida (mL) 3.22 4.29 
50 X TAE (mL) 1.20 1.20 
Urea (g) 16.80 16.80 
TEMED (µL) 40.00 40.00 
10 % Persulfato amonio (µL) 400.00 400.00 
Volumen total (mL) 40.00 40.00 
1 Utilizado para electroforesis de los productos NS31-GC/AM1. 
2 Utilizado para electroforesis de los productos NS31-GC/Glo1. 
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Para seleccionar la región de la subunidad 18S ADNr que era factible de separar 

por TTGE se realizó un anáisis predictivo de los perfiles de fusión de diferentes 

secuencias de especies de hongos del género Glomus utilizando el programa WinMeltTM 

v. 2.0.13 (Bio-Rad Laboratories). 

Las secuencias de la región 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 tampón de carga 1 X para 

TTGE (tampón de carga 2X=glicerol 70% p/v; xileno cianol 0.05% p/v; azul bromofenol 

0.05% p/v). Para la separación de los fragmentos NS31-GC/AM1 se utilizó una 

temperatura inicial de 54ºC y una temperatura final de 61ºC, con una rampa de 1ºC h-1. 

Para la separación de los fragmentos NS31-GC/Glo1 se utilizó una temperatura inicial de 

52ºC y una temperatura final de 59ºC, con una rampa de 1ºC h-1. Ambos tipos de geles 

fueron sometidos a electroforesis con una diferencia de potencial eléctrico de 130 V, en 

tampón TAE 1.5X. 

 

4.4.8 Tinción de geles con plata.  

Para realizar la tinción de geles de poliacrilamida con plata, se utilizó el kit 

comercial Bio-Rad Silver Stain (Bio-Rad Laboratories) de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. 

 

4.4.9 Obtención de productos de PCR desde geles teñidos con plata.  

Para recuperar los productos de PCR incluidos en geles de poliacrilamida teñidos 

con el kit de tinción de plata de BioRad (BioRad Laboratories) se utilizó el siguiente 

procedimiento: 

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

microcentrífuga. 
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2. Se destruyó con ayuda de micropistilo de terminación cónica en 50 µL de ddH2O 

estéril. 

3. Se centrifugó a 13000 g durante 10 min y se recogió el sobrenadante. 

4. Se redujo el volumen en VacuumSpeed a aproximadamente 20 µL y se utilizó 

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 Preparación de células de E. coli competentes.  

Para la preparación de células competentes de E. coli se utilizó la metodología 

descrita por Hanahan (1983). 

Procedimiento. 

1. Partiendo de un cultivo madre de E. coli, conservado en glicerol a -80ºC, se 

realizó un precultivo, sembrando con un asa 5 ml de medio LB estéril (Triptona 

0.1% p/v; extracto de levadura 0.05% p/v; NaCl 0.1% p/v; pH 7.0). Se dejó 

creciendo durante una noche a 37 ºC en rotatubos. 

2. El precultivo se utilizó para inocular 50 mL de LB suplementado con 10 mM de 

MgSO4. Posteriormente, se incubó a 37ºC en agitación constante hasta que se 

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

3. El cultivo se distribuyó en tubos de centrífuga de 25 mL y se enfriaron en hielo 

durante 15 min. 

4. Las bacterias se sedimentaron, centrifugando a 750 g por 12 min a 4ºC, 

eliminándose posteriormente el sobrenadante de forma suave, intentando secar 

las paredes de los tubos. 

5. Las bacterias sedimentadas se resuspendieron en 16 mL de la solución RFI (RbCl 

100 mM; MnCl2 50 mM; acetato potásico 10 mM; CaCl2 10 mM; glicerol 11.9% p/v; 

pH 5.8 ajustado con ácido acético 0.2 M; esterilizar por filtración) 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 solución RFII (MOPS 10 mM; RbCl 1 mM; CaCl2 100 

mM; Glicerol 11.9% p/v; pH  6.8 ajustado con NaOH 0.5 M; esterilizar por 

filtración) incubándose durante 15 minutos en hielo. 
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7. Se prepararon alícuotas de 100 µL, las que se enfriaron inmediatamente en N2 

líquido y se conservaron a -80ºC hasta su utilización. 

 

4.4.11 Ligación en vectores de clonación.  

Se utilizaron los vectores de clonación pGEM-T Easy (Promega) y pCR®2.1 del 

Kit de clonación TA Cloning® (Invitrogen). Estos vectores de clonación usan las colas de 

adenina típicas de productos PCR, resultantes de la actividad transferasa terminal de la 

Taq polimerasa sin actividad correctora de prueba.  

El sitio de clonación se encuentra en el marco del gen LacZ, por lo que es posible 

selección de los plásmidos portadores del inserto mediante la diferenciación de colonias 

blancas/azules de E. coli cultivadas en presencia de X-gal. La selección se realiza por la 

tolerancia al antibiótico ampicilina que confieren estos plásmidos. 

Procedimiento para ligación en pGEM-T Easy. 

En un tubo de microcentrífuga se incubó durante toda una noche a 4ºC la siguiente 

mezcla de reacción: 

X µL Inserto 

1 µL Ligasa 

1 µL Vector (50 ng µL) 

X+2 µL Tampón (2X) 

 

Nota: La proporción inserto/vector debe ser 3/1. La cantidad de inserto necesaria depende pues, 
del tamaño de éste y del vector donde va a ser ligado. Esto se puede determinar según la 
siguiente ecuación 

350 ×⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ×=

Tv
TingVectorCi

 
(IV-8) 

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

En un tubo de microcentrífuga se incubó entre 4 h y una noche a 14ºC la siguiente 

mezcla de reacción: 

1 µL Inserto 

1 µL T4 DNA Ligasa 

2 µL Vector (25 ng/µl) 

1 µL Tampón (10X) 

5 µL ddH2O estéril 

Nota: generalmente 1 µL de productos de PCR es suficiente. No obstante, se debe 
utilizar no menos de 10 ng de inserto, disminuyendo la cantidad de ddH2O cuando sea 
necesario. 

 

4.4.12 Transformación de células competentes.  

La transformación tiene por objeto introducir plásmidos con el inserto deseado en 

cepas de E. coli competentes. Se utilizó la metodología descrita por Rodríguez y Tait 

(1983), según el siguiente procedimiento. 

Procedimiento. 

1. Se añadió a un vial con células competentes la mitad del volumen de la reacción 

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

2. Inmediatamente después, se le aplicó un choque térmico durante 90 segundos a 

42 ºC, se enfrió durante 2 minutos en hielo y se añadió 1 mL de medio LB líquido 

estéril.  

3. Este cultivo se incubó a 37 ºC, durante 1,5 horas en agitación constante. En el 

intertanto, se preparan placas Petri con medio de cultivo LB sólido (LB líquido+1% 

p/v de agar) suplementado con ampicilina 100 µg µL-1.  

4. Una vez solidificado el medio en las placas Petri, se extendieron en su superficie 

100 µL de IPTG 100 mM y 30 µL de X-Gal 50 mg mL-1. Se dejaron secar unos 30 

minutos para asegurar que los reactivos se habían absorbido.  

5. Se extendieron 100, 200 µL y una resuspensión del cultivo remanente en dichas 

placas, las que fueron incubadas toda la noche a 37ºC.  
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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 –20ºC. El X-Gal se disuelve en 
dimetilformamida. Dada la fotosensibilidad de este último se debe conservar en un recipiente 
opaco. 

 

4.4.13 Extracción de ADN plásmidico.  

Las colonias seleccionadas fueron exploradas, para lo cual se extrajo una porción 

de cada colonia con un palillo de madera estéril, se agitó en un vial con 50 mL de ddH2O 

estéril y se calentó a 95ºC durante 10 min. La suspensión 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 ampicilina 1 mg mL-1 durante una noche. 

Posteriormente se extrajo el ADN plasmídico utilizando el kit QIAprep® Spin Miniprep kit 

(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

4.4.14 Secuenciación.  

Las reacciones de secuenciación se realizaron en el Servicio de Secuenciación 

del Instituto de Parasitología López Neyra (CSIC, Granada). Las secuencias se 

determinaron mediante secuenciación de cadena única, usando un secuenciador 

automático Perkin-Elmer ABI Prism 373.  

En el caso de secuencias de productos de PCR, cada reacción consistió de 10-40 

ng de ADN molde. Para la secuenciación de los plásmidos, cada reacción consistió de 

400-1000 ng de ADN molde. En ambos casos se utilizó 6.4 pmol de oligonucleótido, para 

un volumen final de 12 µL cada reacción. 

 

4.4.15 Búsqueda de secuencias de interés en base de datos.  

Se realizó una búsqueda de numerosas secuencias correspondientes a la 

subunidad pequeña del gen ribosómico (18S rDNA, SSU rDNA) de diversos hongos 

formadores de micorrizas arbusculares. La búsqueda se realizó por Internet a través de la 

página del EBI (European Bioinformatics Institute; http://www.ebi.ac.uk). 
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4.4.16 Análisis de las secuencias nucleotídicas.  

Las secuencias de los productos de PCR y plásmidos 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 homología (Altschul et al. 1990).  

Por otra parte, para realizar el alineamiento múltiple de las secuencias, tanto de 

las presentes en la base de datos como de las obtenidas por secuenciación, se utilizó la 

herramienta ClustalW presente en la página del EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) 

(Thompson et al. 1994). Esto permitió conocer las zonas conservadas de la subunidad 

pequeña del gen ribosómico, que resultó de gran ayuda para el diseño del oligonucleótido 

Glo1. 

 

 

5. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

Se usaron diferentes técnicas estadísticas para analizar los resultados de este 

estudio. En todos los análisis, cuando los datos no cumplieron los supuestos estadísticos 

de homogeneidad de varianza, normalidad y distribución independiente de residuales, los 

datos fueron transformados; no obstante, los datos son presentados en su escala original. 

Cuando p<0.05, se consideró que existían diferencias significativas entre los distintos 

niveles de la(s) variable(s) influyente(s) analizada(s). Para todos los análisis se utilizó el 

programa estadístico SPSS v. 10.0. 

 

5.1 Análisis 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 Análisis de Varianza de una vía, 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 presentó p<0.05 se 

realizó la prueba post-hoc de Tukey para la formación de grupos de varianza homogénea. 
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5.2 Análisis de medidas repetidas.  

 

Dado el diseño del experimento, donde se tomó la misma medida en distintas 

ocasiones a cada sujeto (maceta), se realizó un análisis de varianza de las Medidas 

Repetidas para analizar el efecto de las distintas variables influyentes sobre las 

respuestas de los parámetros escalares determinados, así como la interacción con 

respecto al factor temporal introducido. Cuando se presentó p<0.05 se realizó la prueba 

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

 

5.3 Análisis de correlación. 

 

Los valores de las medias repetitivas de las variables escalares de respuesta 

obtenidas fueron sometidos a análisis de correlación bivariada para observar la relación 

lineal existente entre estas. Cuando la probabilidad asociada al coeficiente de correlación 

obtenido fue p<0.05 se consideró que las variables se encontraban relacionadas entre sí. 

 

5.4 Análisis multivariante. 

 

Para obtener el efecto del factor influyente sobre las medias de las agrupaciones 

de una distribución conjunta da variables dependientes se realizó análisis de varianza 

multivariante sobre las variables dependientes de carácter escalar. Se analizaron así 

mismo las interacciones entre las variables analizadas. 

 

5.4.1 Análisis de regresión.  

Se utilizó regresión lineal múltiple para analizar la dependencia lineal de las 

distintas variables de respuesta analizadas por conjuntos (parámetros edáficos, 

parámetros de crecimiento vegetal, parámetros de crecimiento de HMA y parámetros de 

biodiversidad). Para realizar la selección de un subconjunto óptimo de variables se utilizó 

el método de pasos sucesivos (stepwise). Las variables incluidas en el modelo fueron 

utilizadas posteriormente en el análisis factorial. 
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5.4.2 Análisis factorial.  

Para reducir y simplificar la dimensión de las variables influyentes en los modelos 

utilizados, se realizó análisis factorial con el método de reducción de componentes 

principales, que permitió resumir las variables que mayor injerencia presentaran y que 

explicaran una proporción alta de la varianza global. Para obtener el número de variables 

a retener se utilizó el criterio de la media, autovalores y los gráficos de sedimentación. 

 

5.4.3 Análisis de conglomerados.  

Para realizar la clasificación de grupos que englobaran individuos relacionados se 

realizó análisis de conglomerados no jerárquico. Este análisis permitió clasificar los 

distintos grupos de la variable influyente según el efecto que determinaron en las distintas 

variables de respuesta. Como método aglomerativo se utilizó el vecino más lejano 

(encadenamiento completo). Los conglomerados formados permitieron el análisis 

descriptivo de los factores obtenidos del análisis factorial mediante diagramas de 

dispersión. 
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 Dado que el estudio en mesocosmos se efectuó a lo largo de tres ciclos anuales 

completos de crecimiento, se presentan los resultados obtenidos, en términos generales, 

de la evolución estacional de los diferentes parámetros 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. Éstas, además, fueron agrupadas en cuatro bloques de variables, 

englobándose en cada uno de ellos aquellas variables que definieran y/o mostraran i) la 

mejora en las características físico-químicas del sustrato, ii) el crecimiento de las plantas 

en los distintos tratamientos y el efecto de la planta acompañante sobre el desarrollo de 

cada una de ellas, iii) el crecimiento del HMA y el desarrollo de la simbiosis micorrícica, 

tanto in planta como en el suelo, y iv) la presencia de las diversas especies de HMA en la 

zona extra e intraradical, así como su diversidad y la estructura de la comunidad 

micorrícica resultante. Se presenta, además de esto, los resultados de la optimización de 

las técnicas para la determinación de la densidad de hifas y para la caracterización de las 

especies de HMA colonizando raíces. Finalmente, se presentan las relaciones 

establecidas entre los distintos parámetros, así como su análisis multivariante. 
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1. CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DEL SUSTRATO 

 

En este apartado se describe el comportamiento que presentan algunas 

características del sustrato de crecimiento por efecto del establecimiento de las diferentes 

asociaciones vegetales. Los parámetros analizados que se presentan son pHw, contenido 

de P disponible en el sustrato, contenido de glomalina fácilmente extractable (FE) y 

proporción de agregados hidroestables. La evolución a través de las distintas estaciones 

climáticas 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 Valoración de pHw.  

 

Como se observa en la Figura V-1A, los valores iniciales (verano 2002) de pH se 

presentaron en torno a 8.7-9.0, mostrándose escasa diferencia estadística ente los 

distintos tratamientos. Posteriormente, se produjo un descenso generalizado en todos los 

tratamientos, alcanzándose los menores valores en Primavera de 2003, ocasión en que 

se registraron importantes diferencias, siendo los tratamientos Mejorana y Lavanda solas 

donde se presentaron los valores más bajos (7.97 y 8.02 respectivamente), y los 

tratamientos Retama+Romero y la asociación múltiple en suelo natural los más altos 

(8.13). Seguido de esto, los valores de pH ascendieron hasta el otoño de 2003, siendo el 

tratamiento Retama sola el que alcanzó el valor más alto (8.54) y la asociación 

Mejorana+Lavanda la que mostró los niveles más bajos (8.29).  

Este comportamiento cíclico en los valores de pH se volvió a observar durante las 

sucesivas etapas de análisis, descendiendo hacia la temporada primavera-verano de 

2004 (registrándose los valores más 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 otoño 2004-invierno 2005 (8.41 en Romero solo y 8.59 en la asociación en 

suelo natural) y descendiendo finalmente en primavera de 2005 (7.92 en Lavanda sola y 

8.21 en la asociación múltiple en suelo natural). 
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Figura 20. Evolución de diversos parámetros edáficos determinados en el sustrato de crecimiento 
en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. (A) Evolución de 
los valores de pHw. (B) Evolución del contenido de P disponible (Olsen). (C) Evolución del 
contenido de glomalina fácilmente extractable. (D) Evolución de la proporción de agregados 
hidroestables. 
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Figura 21. Valores medios de diversos parámetros edáficos determinados en el sustrato de 
crecimiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años 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 fácilmente extractable. (D) Medias 
repetitivas para proporción de agregados hidroestables. Las barras representan el error standard. 
Letras distintas en las gráficas son significativamente distintas según el test de rango múltiple 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 más acusado 

correspondieron a los tratamientos en los que se incluyó 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 verá más adelante, este 

comportamiento tiene una alta relación negativa con el crecimiento de los componentes 

fúngicos 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 más acusados de P disponible se produjeron durante las primeras etapas 

de muestreo, especialmente hasta primavera 2005, cuando se estabilizaron las tasas de 

descenso. Cabe señalar 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 estabilización de ese incremento en el mismo momento en que se 

produce la estabilización de los valores de P disponible, lo que puede estar 

representando su agotamiento e inmovilización 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 µg g-1, en Romero solo y la asociación Lavanda+Retama 

respectivamente (aunque los valores finales alcanzaron valores de entre 2 y 7 µg g-1), no 

registrándose diferencias importantes entre las distintas asociaciones vegetales 

estudiadas; de hecho este parámetro, como se verá más adelante, no presentó 

relaciones que pudieran ser explicadas por las demás 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 evolución de la proporción de agregados 

hidroestrables en el sustrato de crecimiento a lo largo de los tres años de duración del 

estudio. Se puede observar una tendencia generalizada al aumento de la proporción de 

agregados hidroestables desde el primer momento en que se analizó este parámetro.  

Es interesante destacar que la proporción de agregados inicial del suelo se 

corresponde con la del suelo en condiciones naturales en verano 2002 (alrededor de 

25%), registrándose 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 registró hasta la temporada de 

primavera-verano de 2004, ocasión en que la proporción de los agregados hidroestables 

superó el 80% en algunos tratamientos (Lavanda sola y Lavanda+Retama). Por su parte, 

la asociación múltiple en suelo natural presentó de forma general a lo largo de todo el 

estudio los valores más reducidos. Para la etapa de muestreo de otoño de 2004 se 

registró un descenso de la agregación de suelo, hasta valores de 50% en los tratamientos 

con menos proporción de agregados hidoestables (suelo natural), y no superiores a 66% 

(en la asociación Retama-Romero), valores que tendieron al aumento con posterioridad, 

aunque no lograron alcanzar el nivel presentado justo antes de otoño 2004. Este 

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

En la Figura 21D se muestran las medias repetitivas para la proporción 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 utilizó la 

asociación vegetal múltiple presentaron los menores valores conjuntos de agregación 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 registró la mayor agregación de suelo, 

por su parte, fueron las asociaciones Lavanda+Retama (65,1%) y Lavanda+Romero 

(65,7%). 
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1.3.2 Influencia de la fracción lábil de Glomalina sobre la estabilidad 

estructural.  

De acuerdo a Wright y Upadhyaya (1998), la fracción fácilmente extractable de la 

glomalina resulta ser un buen indicador de la estabilidad estructural del suelo. En este 

estudio la asociación de la estabilidad estructural (determinada como la formación de 

agregados hidroestables) relacionó significativamente con el contenido global de 

glomalina FE (ver Tabla 11). No obstante, la evolución de este parámetro no presentó un 

comportamiento que pudiese asociarse a la evolución de alguna otra variable, 

presentándose variaciones temporales leves, dentro de un rango restringido, que estuvo 

comprendido entre unos 4 y 9 mg glomalina FE g-1. Importante de señalar resulta sí que 

la cantidad media de glomalina se asocia significativamente a la densidad de micelio, raíz 

total y colonizada, y superficie de cobertura vegetal, debido a que esta glicoproteína es 

producida en grandes cantidades por hifas y el componente fúngico de la raíz micorrizada 

(Wright et al. 1996). 

 

 

2. COBERTURA VEGETAL 

 

La cobertura vegetal, que fue obtenida por tratamiento informático de imágenes de 

las plantas, fue uno de los principales parámetros determinados de crecimiento vegetal. 

La superficie de cobertura así obtenida se presenta de forma total por las distintas 

asociaciones vegetales, así como también la superficie de cobertura presentada por 

plantas individuales de cada especie. Esta determinación ha permitido visualizar el efecto 

que tienen sobre el crecimiento de una planta de determinada especie su asociación con 

plantas de otra especie, así como la contribución específica de cada planta al total de la 

cobertura del suelo. Por otra parte, se presentan además resultados para diferentes 

componentes de crecimiento, tales como la longitud de las plantas, el número de 

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

 

2.1.1 Evolución de la cobertura vegetal.  

En la Figura 22 se presenta la evolución de la superficie de cobertura vegetal total 

para cada tratamiento. Se puede observar un aumento sostenido de la superficie 

cubierta, situación que tendió a la estabilización hacia la mitad del estudio y, finalmente, 

una disminución de la superficie cubierta. Cabe señalar por ejemplo, que los tratamientos 

Lavanda y Lavanda+Mejorana, entre primavera de 2004 y otoño de ese mismo año, 

alcanzaron a cubrir una superficie superior en todos los casos a 345 cm2 (hasta 440 cm2 

en Lavanda+Mejorana en otoño de 2004) para posteriormente descender los valores de 

superficie cubierta, la que no alcanzó a superar los 230-280 cm2 en la temporada 

invierno-primavera del año 2005.  

Por otra parte, se observa un comportamiento estacional en algunos tratamientos, 

que presentaron mayores superficies de cobertura en temporadas específicas, como 

ocurrió en primavera con tratamientos que incluyeron Mejorana o Lavanda. Se observan 

además importantes diferencias entre las distintas asociaciones vegetales establecidas, 

siendo los tratamientos Retama sola y la asociación múltiple en suelo natural los que 

presentaron menores valores de cobertura. Por su parte, los tratamientos en que se 

incluyó Lavanda fueron los que presentaron las mayores coberturas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Evolución de la superficie de cobertura total por tratamiento en función de la asociación 
de especies vegetales durante tres años 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Valores medios para superficie de cobertura vegetal total por tratamiento en función de 
la asociación vegetal. Las barras representan el error standard. Letras distintas en las gráficas son 
significativamente distintas según el test de rango múltiple de Tukey (p ≤ 0.05; n=5). 

 

De forma global, se observa que el tratamiento que menor cobertura ofreció al 

sustrato es Retama sola (100 cm2), seguido por la asociación múltiple en suelo natural 

(133 cm2). Por su parte, los tratamientos donde se presentó la mayor superficie de 

cobertura fueron las asociaciones Lavanda+Mejorana (292 cm2), Lavanda+Retama (272 

cm2), y los tratamientos de Lavanda (284 cm2) y Romero (275 cm2) solos. Se debe 

considerar, no obstante, que estos valores corresponden a la superficie de cobertura que 

se produce por la adición 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 Contribución específica a la cobertura. 

 

En la Figura 24 se presenta la contribución específica media a la superficie de 

cobertura vegetal total, y en la Figura 25 se presentan los valores medios de cobertura 

específica para cada especie. Como se observa, y considerando que cada asociación 

consistió de cuatro plantas, existen especies vegetales que en algunos casos 

presentaron una mayor capacidad de cubrir el sustrato cuando estaban asociadas, 

aunque también se registra el caso contrario. Por ejemplo, nótese que la contribución a la 

cobertura del Romero en sus asociaciones fue consistentemente mayor que la de las 

especies acompañantes, representando un 80,5 % de la cobertura total en el caso de la 

asociación 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Contribución específica media a la cobertura total por tratamiento en función de la 
asociación 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 múltiples. 
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Figura 25. Valores medios de superficie de cobertura individual por tratamiento en función de la 
asociación 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 gráficas son 
significativamente distintas según el test de rango múltiple de Tukey (p ≤ 0.05; n=5). 

 

2.2.1 Contribución a la 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 

observó una influencia de la asociación con otras especies vegetales sobre su 

contribución 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 

inoculación. Globalmente, una planta de Lavanda cubrió una superficie de 71 cm2, que se 

vio aumentada un 37% cuando se asocia con Mejorana, y 61% cuando la asociación fue 

con Retama. Por el contrario, cuando la asociación fue con Romero se alcanzó una 

superficie de cobertura de 32 cm2, similar a los 31 cm2 que se alcanzó en el tratamiento 

en suelo natural no inoculado, y que representó sólo un 44-46% de la superficie 

alcanzada por la planta no asociada. La asociación múltiple tampoco favoreció la 

cobertura de Lavanda, alcanzándose en este caso 58 cm2 de superficie cubierta, que 

aunque no representó diferencia estadística, significó un descenso de un 24% de 

cobertura respecto del tratamiento no asociado. 
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2.2.2 Contribución a la cobertura por Mejorana.  

Los efectos de la asociación vegetal sobre la superficie de cobertura individual 

producida por Mejorana se presentan en la Figura V25B. En esta especie vegetal se 

observó un comportamiento muy similar al descrito para Lavanda, presentándose 

mayores superficies de cobertura en los tratamientos asociados con Lavanda y Retama, y 

las menores coberturas en la asociación con Romero. En los casos en los que Mejorana 

no se encontró asociada presentó una cobertura media de 49 cm2, de 59 cm2 (20.4% de 

incremento, sin diferencia significativa) cuando se asoció con Lavanda y de 94 cm2 (93% 

de incremento) en asociación con Retama. Por otra parte, la asociación con Romero 

produjo un descenso de la superficie de cobertura de Mejorana de un 57.4%, 

alcanzándose sólo 21 cm2 de cobertura. En las asociaciones múltiples, aunque se 

registró igualmente en ambas un importante descenso en la superficie de cobertura, esta 

no alcanzó a ser estadísticamente significativa, presentándose valores de 31 cm2 en el 

sustrato inoculado y 33 cm2 en el suelo natural. 

 

2.2.3 Contribución a la cobertura por Retama.  

Los efectos de la asociación 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 

asociación con otras plantas, presentándose en todas las asociaciones superficies de 

cobertura menores que en el tratamiento Retama sola. Cuando la Retama se asoció con 

Lavanda o Mejorana no se presentaron diferencias estadísticas para la superficie de 

cobertura, alcanzándose 22 cm2 y 20 cm2 respectivamente, comparado con los 25 cm2 

que se registraron en Retama sola. En la asociación con Romero se registraron las 

menores coberturas, alcanzándose 8.22 cm2 (un 32.7% de  la cobertura de Retama sola), 

dado por el efecto deletéreo que se observó en Retama desde verano de 2003, llegando 

a desaparecer las plantas de Retama en invierno-otoño de 2005. Las asociaciones 

múltiples, por su parte, presentaron también coberturas significativamente menores que 

en Retama sola o las asociaciones de ésta con Lavanda y Mejorana, presentándose 

valores de 13.2 cm2 en el caso de la asociación múltiple en sustrato inoculado y de 10.3 

cm2 en el suelo natural. 
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2.2.4 Contribución a la cobertura por Romero.  

Los efectos de la asociación 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 presentó 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 

asoció con Lavanda, Mejorana y Retama se obtuvieron valores bastante homogéneos, de 

86.5 cm2 en el premier caso, de 78.9 cm2 en el segundo, y de 82.6 cm2 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 cm2). La asociación 

múltiple en sustrato inoculado representó el mayor incremento de superficie de cobertura 

por Romero, alcanzándose los 103 cm2 por planta, un 50% más que la cobertura en el 

tratamiento de Romero no asociado. Sólo la cobertura de las plantas de Romero en la 

asociación múltiple 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 presentó 

diferencia estadística. 

 

2.3 Componentes de crecimiento por especie vegetal. 

 

Los efectos sinérgicos o deletéreos sobre el crecimiento vegetal también se 

observaron en otros parámetros, en los que igualmente se presentó una fuerte influencia 

debida a la asociación de especies vegetales. Algunos de estos parámetros pueden estar 

a su vez relacionados con algunas tendencias mostradas por otras variables estudiadas, 

como por ejemplo la floración sobre el tamaño de la comunidad de hongos en suelo. Los 

resultados de la evolución temporal de los parámetros 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. 
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Figura 26. Evolución de la longitud (A) y del número de escapos florales (B) de Lavanda por 
tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Evolución de la longitud (A) y del número de inflorescencias (B) de Mejorana por 
tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio.  
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Figura 28. Evolución de la longitud (A) y del número de ramificaciones (B) de Retama por 
tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. 
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Figura 29. Evolución de la longitud (A), del número de inflorescencias (B) y del número de 
ramificaciones de Romero (C) por tratamiento en función de la asociación de especies vegetales 
durante tres años de estudio. 
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Tabla 9. Medias repetitivas para diferentes componentes de crecimiento (altura (L), Nº de 
flores/inflorescencias(Nºfl.) y ramificaciones (Ram)) por especie vegetales en función de la 
asociación vegetal utilizada. 

 Mejorana Lavanda Retama Romero 
Asoc.  L Nºfl. L Nºfl. L Ram. L Nºfl. Ram 
M  21.7  b* 0.69  b - - - - - - - 

L  - - 14.6  ab 0.58  bc - - - - - 

Re  - - - - 39.23  a 21.62  a - - - 

Ro  - - - - - - 27.07  a 1.55  ab 4.68  a 

ML  22.1  b 0.32  b 17.6  a 0.80  ab - - - - - 

MRe  27.5  a 1.35  a - - 34.98  a .9.24  b - - - 

MRo  15.9  c 0.03  b - - - - 25.32  a 1.97  ab 5.06  a 

LRe  - - 16.0  ab 1.32  a 33.48  a .9.18  b - - - 

LRo  - - 10.7  cd 0.06  c - - 25.24  a 1.91  ab 5.38  a 

ReRo  - - - - 21.44  b .5.27  b 23.73  a 2.05  ab 5.10  a 

Todas  18.0  bc 0.18  b 13.7  bc 0.45  bc 22.98  b .7.37  b 27.94  a 2.40  a 5.42  a 

Nat  18.6  bc 0.13  b   9.7  d 0.13  c 24.59  b .5.83  b 15.07  b 1.03  b 5.47  a 

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

 

2.3.1 Altura.  

La longitud de las plantas, en general, presentó el mismo comportamiento que se 

registró en la evolución de la superficie de cobertura general. En el caso de Lavanda no 

se registraron las fluctuaciones estacionales que sí se presentaron en la cobertura (datos 

no mostrados) (ver Figura V26A). La longitud de las plantas de Lavanda aumentó de 

forma uniforme, alcanzándose valores de entre 17.6 y 21.1 cm en los tratamientos que 

más creció (todos menos la asociación con Romero y la asociación múltiple en suelo 

natural no inoculado) en la primavera de 2005. En el caso de la asociación con Romero la 

longitud de la planta sólo alcanzó 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 

prácticamente el mismo patrón presentado por la superficie de cobertura en esta especie, 

aunque el tratamiento en que se alcanzó la mayor longitud fue en la asociación con 

Mejorana (ver Tabla 9). 

La Mejorana, por su parte, presentó el mismo comportamiento que la evolución de 

su superficie de cobertura, mostrando un importante aumento de su longitud durante 

primavera en todos los tratamientos, especialmente durante la primavera del año 2003, 

ocasión en la que aumentó su longitud entre 2 y 4 veces en comparación al invierno 

previo de ese mismo año (ver Figura 27A). Las medias de longitud no presentaron 

variaciones pronunciadas, rescatándose que al igual que ocurrió con la superficie de 

cobertura, el tratamiento que menores valores alcanzó fue la asociación Mejorana-

Romero (18 cm) y que la asociación más ventajosa resultó ser con Retama (27,5 cm). 
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Una situación 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 máxima longitud durante el primer año (hasta primavera de 

2003), posterior a lo cual comenzó una disminución de la longitud de las plantas en todos 

los tratamientos, excepto en el tratamiento no asociado. Hacia el final del estudio este 

descenso se materializó en la desaparición de todas las plantas de Retama en el 

tratamiento asociado a Romero, y la casi total desaparición en los tratamientos con 

asociaciones múltiples. 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 asociación múltiple en suelo natural no inoculado, presentaron un 

aumento significativo de su longitud durante el primer año (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 asociación múltiple en suelo natural 

presentaron durante todo el estudio las menores longitudes, lo que se reflejó en que fue 

el único tratamiento en que la longitud media de las plantas fue estadísticamente distinta 

(ver Tabla 9). 

 

2.3.2 Ramificaciones.  

El número de ramificaciones fue determinado en las plantas tanto de Retama 

como de Romero. Como se puede observar en la Figura 28B, se presentó una clara 

diferencia en el número de ramificaciones de Retama a partir de primavera de 2003, 

siguiendo en aumento en el tratamiento no asociado. En el resto de tratamientos tendió a 

la disminución, situación que como se comentó en el punto anterior, es particularmente 

notable en los tratamientos asociados a Romero y en las asociaciones múltiples, donde 

las plantas de Retama prácticamente desaparecieron. Esto también se puede observar 

en las medias repetitivas para este parámetro, donde se produjo una diferencia entre la 

media de ramificaciones de las plantas de Retama en el tratamiento no asociado, siendo 

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

No obstante, en el caso de Romero no se presentó diferencia entre los distintos 

tratamientos, observándose leves incrementos en el número de ramificaciones desde el 

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

distintos tratamientos (Tabla 9). 

 

2.3.3 Floración.  

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. Así por ejemplo, la Lavanda 

presentó flores predominantemente en verano, aunque su floración 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, 

registrándose un fuerte incremento respecto del tratamiento no asociado sobre todo en la 

asociación con Retama (128% mayor). Por el contrario, en la asociación con Romero y en 

la asociación múltiple en suelo natural apenas se produjeron escapos (ver Tabla 9).  

En el caso de Mejorana, la producción de inflorescencias presentó un carácter aun 

más estacional, observándose su emisión solamente durante la primavera de los años 

2004 y 2005 (ver Figura 27B). Además, se pudo observar el mismo efecto 

sinérgico/detrimental producto de la asociación con otras especies vegetales. En este 

caso, la asociación de Mejorana con Retama promovió la producción de inflorescencias, 

presentándose como término medio un 96% más de inflorescencias en este tratamiento 

en comparación con el de Mejorana sola, siendo significativamente distinto del resto. En 

el extremo opuesto, aunque no se registraron diferencias estadísticas, la asociación con 

Romero redujo la emisión de inflorescencias (reducción del 96%, ver Tabla 9). 

Romero, por su parte, también presentó una marcada estacionalidad en la 

producción de flores (ver Figura 29B). Esta se concentró básicamente en los períodos 

invernales de 2004 y de 2005 y, en mucho menor medida en otoño y en verano en 

algunas asociaciones. La producción de flores en Romero fue, en términos medios, 

mucho más homogénea que la presentada por las otras especies estudiadas, 

presentándose diferencias significativas sólo en dos casos (ver Tabla 9). De todas 

formas, se puede observar la tendencia que los tratamientos asociados promovieron la 

producción de un mayor número de flores en esta especie, alcanzándose los valores 

máximos en la asociación múltiple en sustrato inoculado (55% mayor número de flores 

respecto del tratamiento no asociado). Por el contrario, la producción de flores en Romero 

en el suelo natural no inoculado, a pesar de contar con la asociación múltiple, fue un 34% 

menor que en Romero solo. 
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3. DESARROLLO DE LOS HONGOS MICORRÍCICOS EN EL SUSTRATO Y EN 

LA RAÍZ 

 

Es bien sabido que el desarrollo del hongo micorrícico en el suelo puede influir 

favorablemente sobre diversas propiedades del suelo, situación que se analizará en el 

apartado 5 de este capítulo. 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 evolución de los distintos componentes de los HMA, tanto intra, 

como extraradical fue determinado por medio de los siguientes parámetros: i) densidad 

del micelio extraradical, tanto en su fracción viva como en su totalidad, ii) la proporción de 

colonización micorrícica de la raíz, así como la densidad de raíz colonizada, y iii) la 

densidad de esporas de HMA en suelo, parámetro este último que se analizará con 

mayor detenimiento en el apartado 4 de este capítulo, haciendo referencia a la diversidad 

del hongo en el suelo. 

 

3.1 Micelio micorrícico. 

 

Para determinar la densidad de las hifas de hongos micorrícicos en  el sustrato fue 

necesario optimizar diferentes pruebas citohistoquímicas para conseguir una tinción 

diferencial sobre una misma muestra, tanto de la totalidad del micelio presente en el 

sustrato así como de su fracción vital. El protocolo optimizado (que se describe en el 

apartado 4.2 de Material y Métodos) ha resultado de la adaptación de diferentes 

metodologías descritas con anterioridad, tanto para la extracción del componente fúngico 

desde el suelo, como para las diferentes tinciones de éste y su cuantificación (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 cuantificación, puesto que al tratarse de una metodología que se 

realiza microscópicamente, resulta muy susceptible de brindar un significativo error, 

debido a las interferencias que se pudieran presentar. Finalmente, la determinación de 

los componentes del micelio micorrícico ha permitido establecer relaciones entre este 

parámetro con otras importantes variables que describen la calidad del suelo, como son 

su estado de agregación, y las lógicas diferencias establecidas entre las distintas 
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asociaciones vegetales estudiadas, como con su grado de micorrización y su desarrollo a 

través del tiempo. 

 

3.1.1 Determinación del tamaño de la muestra de sustrato.  

Para determinar el tamaño de muestra de sustrato a analizar se utilizó una serie 

creciente de volumen de suelo, desde 0.5 a 2.0 g (ver Figura 30). Se observó un aumento 

lineal de la cantidad de hifas del micelio cuantificado, tanto en su fracción 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 apreció linealidad en el 

aumento de la cantidad de hifas cuantificadas, debido al aumento consecuente de la 

interferencia en la detección producida por una mayor cantidad de partículas presentes 

en el suelo acompañantes del extracto. Por consiguiente, se utilizó 1 g de sustrato para 

determinar la densidad de hifas, tanto vivas como totales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Micelio extraradical de hongos micorrícicos arbusculares (vivo y total) extraído de 0.5-
1.0-1.5 y 2.0 g de suelo Gorafe. Las barras verticales representan la desviación standard. Letras 
distintas en cada serie de barras son significativamente distintas según el test de rango múltiple de 
Tukey (p ≤ 0.05; n=4). 

 

Por otra parte, se observó una alta correlación entre la cantidad de hifas vivas en 

relación a la cantidad de hifas totales determinadas mediante la tinción doble de la 

muestra (Figura 31), utilizando la reacción de la enzima succinato deshidrogenada para la 

detección de la fracción vital de micelio micorrícico (Kough et al. 1987) y el contraste 

posterior con fucsina ácida para la detección del total de hifas micorrícicas en la muestra. 
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Figura 31. Relación establecida entre la densidad de hifas del micelio total y la densidad de hifas 
vivas determinadas en suelo utilizando la tinción doble sobre el material obtenido para una 
muestra simple. La relación obtenida se representó por la ecuación y = 1,4514x + 0,4902 (r= 
0.948; p=0.000; n=16). 

 

3.1.2 Densidad de micelio vivo y total.  

La evolución de la densidad de micelio micorrícico (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 fúngicas, especialmente durante el primer año, desde 

unos 0.2-0.45 m g-1 en verano de 2002 hasta unos 1.7-2.7 m g-1 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, ocasión en la que comenzó un 

descenso generalizado hasta invierno-primavera de 2005, alcanzándose valores de entre 

1.2-1.8 m g-1. Se puede observar además tendencias en algunos tratamientos, como en 

la asociación múltiple en suelo natural y Retama sola, que fueron los tratamientos que 

menor densidad de hifas fúngicas presentaron, o Lavanda y Mejorana solas, que 

presentaron las mayores densidades. Cabe destacarse además que el comportamiento 

global que se presentó en este parámetro fue similar al que presentó la evolución de los 

agregados hidroestables y algunos de crecimiento de la planta. 
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Figura 32. Evolución de la densidad de hifas del micelio de hongos micorrícicos en suelo por 
tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. (A) 
Evolución de la densidad de hifas vivas. (B) Evolución de la densidad de Hifas totales. 

 

Por su parte, la evolución de la densidad de la fracción viva de hifas fúngicas 

(Figura 32A) presentó un comportamiento similar al observado en el conjunto del micelio 

micorrícico, aunque sí es destacable que se apreció una influencia de la estación 

climática sobre las densidades de hifas micorrícicas vivas, registrándose aumentos 

puntuales para todas las asociaciones vegetales tanto en primavera como en otoño. En 

este sentido, la cantidad de micelio vivo, muy baja en primavera de 2002 (entre 0.03 m g-1 

en el tratamiento múltiple en sustrato inoculado y 0.24 en Mejorana sola) presentó un 

fuerte aumento, hasta primavera de 2004, cuando alcanzó densidades de entre 0.7 m g-1 

en tratamientos como la asociación múltiple en sustrato inoculado y 1.2 m g-1 en 

Mejorana y Romero solas. Con posterioridad se registró un descenso de la densidad de 

hifas vivas, alcanzándose los menores valores en invierno de 2005 (0.4 m g-1 en la 

asociación múltiple en suelo natural y 0.7 m g-1 en Mejorana sola y asociación 

Lavanda+Romero, como valores mínimo y máximo respectivamente). En este caso, el 

comportamiento global presentado por determinados tratamientos se adecuó a lo 

observado en la densidad de hifas totales, siendo los tratamientos en que a lo largo del 

estudio se presentaron los valores más bajos la asociación múltiple 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 registró 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-1 en la asociación múltiple en suelo natural, que es el valor más bajo y 

significativamente distinto del resto. Una densidad un 20% superior presentaron los 

tratamientos Retama sola, Lavanda+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 

asociación múltiple en suelo natural. Por su parte, la densidad media de micelio 

micorrícico total reflejó el mismo orden ascendente que la respectiva de micelio vivo, 

presentándose un valor medio global de 1.29 m g-1 en la asociación múltiple 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 señalarse además, que 

los tratamientos Retama sola y la asociación múltiple en sustrato inoculado presentaron 

las menores densidades de micelio de los tratamientos inoculados, con valores de 1.50 y 

1.46 m g-1 respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Valores medios para densidad de hifas del micelio micorrícico en suelo por tratamiento 
en función de la asociación vegetal. (A) Densidad de hifas vivas. (B) Densidad de hifas totales. 
Letras distintas en las gráficas son significativamente distintas según el test de rango múltiple de 
Tukey (p ≤ 0.05; n=5). 
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3.2 Colonización micorrícica. 

 

La colonización de la raíz por parte de los hongos micorrícico arbusculares es un factor 

clave y limitante para el desarrollo de las restantes estructuras, puesto que debido a su 

micotrofía obligada, el hongo debe colonizar exitosamente una raíz susceptible para 

posteriormente realizar su desarrollo extraradical, influyendo además sobre otros 

parámetros 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 

evolución de la colonización intraradical del hongo, tanto como la proporción de 

micorrización como el valor absoluto de la densidad de raíz micorrizada (Figura 34), y el 

efecto que las distintas asociaciones vegetales tienen en el comportamiento global de 

estas variables (Figura 35).  

 

3.2.1 Proporción de raíz micorrizada.  

La evolución de la proporción de raíz micorrizada se presenta en la Figura 34B. 

Como se observa, se produjo un aumento de la micorrización desde la primera etapa de 

muestreo en que fue posible determinar este parámetro, en otoño de 2002. En verano de 

2002 no fue posible recuperar una cantidad suficiente de raíz, debido al reducido 

crecimiento radical en las primeras etapas de crecimiento (ver Figura 34A). 

Posteriormente, los niveles de micorrización aumentaron hasta niveles en los que, en 

terminos generales, se mantuvieron a lo largo de la duración de este estudio. Se puede 

observar que el tratamiento Retama sola presentó la micorrización más alta durante casi 

todo el estudio, con valores de entre 55% (en otoño de 2003) y 80% (en invierno de 

2003). Otros tratamientos que presentaron altos niveles de micorrización fueron la 

asociación múltiple en suelo natural y la asociación Lavanda+Retama, aunque en 

términos globales, su nivel de micorrización alcanzó 55%, bastante inferior comparado 

con el 69.3% presentado por Retama sola (ver Figura 35B). Los demás tratamientos no 

presentaron un comportamiento regular, mostrando en términos globales, un nivel de 

micorrización de entre 40% (en la asociación múltiple en sustrato inoculado, el valor más 

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

Por otra parte, es posible observar una tendencia estacional en el comportamiento 

de la proporción de raíz micorrizada observándose aumentos de este parámetro en la 

mayoría de los tratamientos tanto en invierno como en verano durante los tres años de 

duración del estudio (ver Figura 34B). 
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Figura 34. Evolución de los parámetros de colonización por hongos micorrícicos de la raíz por 
tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. (A) 
Evolución de la densidad de raíces totales. (B) Evolución de la proporción de raíz micorrizada. (C) 
Evolución de la densidad de raíces colonizadas. 
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Figura 35. Valores medios para los parámetros de colonización por hongos micorrícicos de la raíz 
por tratamiento en función de la asociación vegetal. (A) Densidad de raíces totales. (B) Proporción 
de raíces colonizadas por hongos micorrícicos. (C) Densidad de raíces colonizadas por hongos 
micorrícicos. Las barras representan el error standard. Letras distintas en las gráficas son 
significativamente distintas según el test de rango múltiple de Tukey (p ≤ 0.05; n=5). 

 

3.2.2 Densidad de raíz micorrizada.  

Es interesante aclarar por un parte que la proporción de la raíz micorrizada no es 

un parámetro que directamente nos muestre la magnitud del componente micorrícico 

intraradical, puesto que las raíces pueden tener distintas densidades en las diferentes 

asociaciones vegetales establecidas. En este sentido, la densidad de raíz micorrizada es 

un parámetro que representa de mejor forma el tamaño de este componente, puesto que 

pondera la densidad total del sistema radical por la proporción de colonización de éste 

por HMAs. 
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Como se puede observar en la Figura 34A, la densidad radical presentó un 

crecimiento reducido durante el primer año y medio de estudio, posterior a lo cual (desde 

otoño 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 incluyó Lavanda, obteniéndose como media global 9,35 

m de raíz en 100 g de sustrato en el tratamiento Lavanda sola, 7.4 m en la asociación 

Lavanda+Retama y 6.4 m en las asociaciones Lavanda+Mejorana y Lavanda+Romero; 

por el contrario, en la asociación múltiple en suelo natural se alcanzó de forma global 3.7 

m, y en Retama sola tan sólo 2 m en 100 g de sustrato, que representa un 21% de la 

densidad alcanzada por Lavanda sola. 

 En cuanto a la densidad de raíz micorrizada (ver Figura 34C y Figura 35C), se 

observa una alta correspondencia con los resultados obtenidos para la densidad de raíz 

total, siendo destacable que los tratamientos en los que se alcanzó las menores 

densidades de raíz total se obtuvieran las mayores proporciones de micorrización. Al 

igual que se observó en la densidad de raíz total, la raíz colonizada presentó un 

significativo aumento desde otoño 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 raíz micorrizada, siguiendo un 

comportamiento similar al presentado por la evolución de la proporción de raíz 

micorrizada, presentándose mayores valores en las temporadas invierno y verano 

respecto de las temporadas de otoño y primavera, en la gran mayoría de los tratamientos, 

que no sólo resulta de la mayor prpoporción de micorrización en estas etapas, sino que al 

parecer por  neo-colonización micorrícica. 

En términos globales, los tratamientos en los que se presenta una mayor densidad 

de raíz colonizada (ver Figura 35C) son aquellos en que se presentó Lavanda, siendo 

Lavanda sola donde se alcanzó la mayor densidad con 3.5 m de raíz colonizada en 100 g 

de sustrato, seguida de las asociaciones Lavanda+Retama (3.1 m 100 g-1) y 

Lavanda+Mejorana (2.5 m 100 g-1). Por contraparte, el tratamiento que presentó la menor 

densidad de raíz micorrizada fue Retama sola, con sólo 1.1 m 100 g-1, que representó un 

30% de lo observado en Lavanda sola. Seguidos de éste, se tienen la asociación múltiple 

en suelo natural y la asociación Mejorana+Retama, con 1.8 m 100 g-1, densidades 

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

 

Las esporas de resistencia de los HMA son las estructuras naturales de dispersión 

y multiplicación del hongo, y hasta no hace mucho, eran las únicas estructuras que 

habían permitido su identificación taxonómica, basándose en los caracteres morfológicos 

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 tamaño 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 está 

bien caracterizada. Los resultados que describen el comportamiento de cada especie en 

particular se analizará con mayor detalle en el apartado correspondiente  a biodiversidad 

de HMA. 

 

3.3.1 Tamaño de la comunidad de esporas de hongos micorrícicos.  

En la Figura 36 se presenta la evolución 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 inóculo que se aplicó (en primavera de 2002) fue homogéneo en los distintos 

tratamientos, y consistió de un total de poco más de 27 esporas (de todas las especies) 

por 100 g de sustrato. Se observa un aumento generalizado de la densidad de esporas, 

hasta hacerse máxima durante el primer año en primavera de 2003. En esa ocasión fue 

el tratamiento Mejorana sola el que alcanzó las mayores densidades de esporas en el 

sustrato, con 794 esporas 100 g-1, 29 veces más que lo inoculado. Por el contrario, la 

asociación Mejorana+Retama presentó los menores valores de este parámetro, con 203 

esporas 100 g-1. 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 otoño de 

2003 y un nuevo descenso general en invierno de 2004.  

 

 

 

 

 

 



 Resultados      
 

 132 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Evolución de la densidad total de esporas de hongos micorrícico-arbusculares por 
tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años 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 presentó al mismo tiempo 

en todos los tratamientos. Se puede observar que los tratamientos Lavanda+Retama, 

Lavanda+Romero, Retama+Romero, y las asociaciones múltiples tanto en sustrato 

inoculado como en suelo natural registraron el aumento hacia el verano de 2004, en tanto 

los demás tratamientos lo hicieron en la primavera anterior. Estas altas densidades de 

esporas se mantienen hasta la finalización del estudio, presentándose 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-1 en invierno de 2005), Mejorana+Romero 

(hasta 1746 esporas 100 g-1 en invierno de 2005), Lavanda+Retama (hasta 1173 esporas 

100 g-1 en otoño de 2004), Retama+Romero (hasta 1220 esporas 100 g-1 en invierno 

2005) y las asociaciones múltiples en sustrato inoculado y en suelo natural (hasta 1122 y 

1242 esporas 100 g-1 respectivamente en otoño de 2004). Como se verá más adelante el 

importante incremento registrado en la densidad de esporas se debe principalmente al 

aumento de las poblaciones de G. constrictum. 

 

 

 

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

V
er

 0
2

O
to

 0
2

In
v 

03

P
rim

 0
3

V
er

 0
3

O
to

 0
3

In
v 

04

P
rim

 0
4

V
er

 0
4

O
to

 0
4

In
v 

05

P
rim

 0
5

Etapa muestreo

E
sp

o
ra

s 
M

A
 1

00
 g

-1

M L

Re Ro
ML MRe

MRo LRe
LRo ReRo

Todas Nat



Resultados 
 

 133 

3.3.2 Composición media de la comunidad de esporas de hongos 

micorrícicos.  

En la Figura 37 se muestran las densidades globales de las poblaciones de 

esporas de HMA en el sustrato, así como la contribución media global a la comunidad por 

parte de cada una de las especies inoculadas (se excluye la asociación múltiple 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-1. La asociación Mejorana+Romero presentó una densidad media un 11% 

menor, siendo los tratamientos en que se alcanzó, por su parte, una menor densidad 

global Retama sola (con 321 esporas 100 g-1) y la asociación múltiple en suelo natural 

(con 329 esporas 100 g-1, dato no mostrado). Se puede observar así mismo, que la 

composición media de las comunidades micorrícicas formadas estuvo fuertemente 

dominada por la presencia mayoritaria de esporas de G. constrictum, siendo la 

representación de las otras especies en la comunidad bastante minoritaria, llegando 

algunas especies a desaparecer en el transcurso de este estudio, situación que se 

analiza en el siguiente apartado de este capítulo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Contribución específica media al tamaño de la comunidad de hongos micorrícico-
arbusculares por tratamiento en función de la asociación vegetal. En cada barra se representan las 
seis especies de hongos inoculadas. 
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4  DIVERSIDAD DE HONGOS MICORRÍCICOS 

 

En este apartado se describe en una primera parte la optimización de la técnica 

de TTGE para su utilización en la identificación de las especies que se encontraban 

colonizando las raíces a lo largo del estudio. A continuación se muestran los resultados 

de diversidad y estructura de las comunidades de hongos establecidas en los 

tratamientos inoculados. Se presenta, inicialmente, el tamaño y la densidad específica de 

las poblaciones de esporas de cada especie inoculada, posteriormente la diversidad de 

hongos que se encuentra colonizando las raíces de las plantas en las diferentes 

asociaciones vegetales y su relación con las poblaciones presentes en el suelo, y 

finalmente diferentes índices 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 micorrícicos. 

 

Para conseguir la identificación de los HMA presentes en las raíces de las plantas 

de las asociaciones vegetales estudiadas, se optimizó la técnica de electroforesis en 

geles con gradiente temporal de temperatura (TTGE) luego de realización de PCR-

nidada. Este procedimiento es una de las técnicas de biología molecular orientadas al 

estudio de la biodiversidad basadas en las diferencias de las temperaturas de fusión de la 

doble cadena de ADN debidas a los cambios en la secuencia nucleotídica (Muyzer 1998; 

1999). Se utilizó para la optimización los mismos hongos inoculados en el estudio en 

mesocosmos, además de otros ecotipos de las mismas especies, con el fin de definir el 

nivel de especificidad de la técnica. Se utilizó como modelo para definir las huellas los 

perfiles obtenidos desde esporas de las especies de hongos utilizadas. 

 

4.1.1 TTGE aplicada a especies del género Glomus.  

La región NS31-AM1 del gen ADNr 18S, que permite la discriminación 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 

amplificación por PCR de ADN de esporas de seis especies de Glomus usando el 

cebador específico AM1 y el universal  NS31 produjo una única banda de 

aproximadamente 550 pb en todas las especie probadas (Figura 38).   
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Figura 38. Productos de PCR de la región NS31/AM1 del gen 18S de G. clarum (línea 1), G. 
constrictum (línea 2), G. coronatum (línea 3), G. intraradices BEG121 (linea 4), G. mosseae 
BEG122 (línea 5) y G. viscosum BEG126 (línea 6). La línea M es el Marcador III para peso 
molecular. 

 

El análisis por TTGE de los amplicones NS31-AM1 mostró diferencias leves en los 

patrones obtenidos para ciertas especies; sin embargo, especies tales como G. 

coronatum y G. mosseae, así 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 fúngicas estudiadas fue cargada en el gel 

denaturante no fue posible la resolución de las bandas de los distintos HMA (Figura 39, 

carril 8). A pesar de un protocolo extenso de optimización de la técnica de TTGE, en la 

que se utilizó variación del gradiente de temperatura, del tiempo y rampa, y del voltaje, la 

resolución no pudo ser mejorada al analizar esta región ribosomal. 

Para incrementar la resolución de la técnica de TTGE se estudió una región 

diferente del gen ribosómico. Para seleccionar una región discriminatoria dentro de AM1-

NS31, se obtuvo el perfil de fusión de las secuencias de las diferentes especies 

estudiadas (Figura 40A) y un nuevo cebador, Glo1, fue diseñado (Figura 41), el que en 

conjunto al cebador NS31 amplifica una región de unas 270 pb que presenta diferencias 

en la temperatura de fusión del dominio más bajo para las distintas especies de Glomus 

(Figura 40B).  
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Figura 39. Análisis de TTGE de la región NS31-AM1 del gen ADNr 18S de G. clarum (línea 1), G. 
constrictum (línea 2), G. coronatum (línea 3), G. intraradices BEG121 (linea 4), G. mosseae 
BEG122 (línea 5) y G. viscosum BEG126 (línea 6). La línea 7 es un control negativo de PCR y la 
línea 8 representa una mezcla de los productos de PCR de cada especie de Glomus.  

 

Figura 40. Perfiles de fusión de: (A) secuencias NS31-AM1 de G. clarum (Nº accesión AJ505619), 
G. constrictum (AJ506090), G. coronatum (AJ699076), G. intraradices BEG121 (AJ536822), G. 
mosseae BEG122 (AJ505616) y G. viscosum BEG126 (AJ505620) con una extensión GC en el 
extremo 5';  y (B) secuencias de NS31-Glo1 de las mismas especies de Glomus.  

 
G. mosseae BEG69          GTTACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TCACG 241 
G. mosseae Alic           GTTACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TCACG 241 
G. mosseae DAOM212595     GTTACGGGGAATTAGGACGTTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TCACG 241 
G. mosseae AJ505616       GTTACGGGGAATTAGGACCGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TCACG 774 
G. coronatum AJ699076     GTCACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TCACG 241 
G. coronatumbasedata      GTCACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TCACG 711 
G. viscosum AJ505620      GTTGTGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TAACG 240 
G. viscosumTarr           GTTGTGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TAACG 240 
G. intraradices AJ536822  GTTGCGGGGAATTTGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAAGC-TAACG 240 
G. intraradicesbasedata   GTTGCGGGGAATTTGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAAGC-TAACG 740 
G. clarum AJ505619        GTTGCGGGGAATCTGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TAACG 240 
G. clarumbasedate         GTTGCGGGGAATCTGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC-TAACG 770 
G. viscosum Y17652        GCCACGAGGAACCAGGACCTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCATTTTG 245 
G. viscosumbasedata       GCCACGAGGAACCAGGACCTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCATTTTG 777 
                          *    * ****   ****  **** ************************** ** *   * 

Figura 41. Alineamiento múltiple de algunas de las secuencias obtenidas para el fragmento NS31-
AM1 de diferentes especies de Hongos Micorrícico Arbusculares del género Glomus para el 
diseño del cebador para la realización de PCR nidada Glo1. 
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Puesto que el cebador Glo1 no es específico de HMA, una PCR nidada que usaba 

la banda purificada de AM1-NS31 como molde fue realizado para evitar la amplificación 

de ADN de otros organismos. Los fragmentos GC-NS31/Glo1 de las seis especies 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Análisis de TTGE de la región GC-NS31/Glo1 del gen ADNr 18S de G. clarum (línea 1), 
G. constrictum (línea 2), G. coronatum (línea 3), G. intraradices BEG121 (línea 4), G. mosseae 
BEG122 (línea 5) y G. viscosum BEG126 (línea 6). La línea 7 es un control negativo de PCR y la 
línea 8 representa una mezcla de los productos de PCR de cada especie de Glomus. La posición 
de las bandas para las diferentes especies se indica a la derecha.   

 

Mientras que una banda específica fue obtenida para G. clarum, G. constrictum, 

G. coronatum, G. intraradices y G. mosseae, cuatro fueron detectadas para G. viscosum. 

El análisis de las secuencias de las distintas bandas producidas por G. viscosum reveló 

que todas mostraron una alta homología con la secuencia del ADNr 18S de G. viscosum 

presente en la base de datos (no mostrado). Aunque esta variabilidad genética puede 

complicar la interpretación de los resultados de TTGE, cada especie es caracterizada por 

una huella específica de TTGE. 

Para determinar si el TTGE permite la discriminación de diversos hongos en una 

mezcla compleja, 2 µl de los amplicones GC-NS31/Glo1 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, línea 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 la técnica de TTGE.  

La sensibilidad para la detección de las poblaciones fúngicas minoritarias por 

extracción de ADN, la amplificación por PCR nidada y el análisis de TTGE fueron 

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

El ADN se extrajo de mezclas que contenían 1 espora de G. clarum más 1 de G. 

coronatum, 1 de G. clarum más 10 de G. coronatum, y 10 esporas de G. clarum más 1 de 

G. coronatum. En los tres casos ambas especies fueron identificadas en el gel de TTGE, 

aunque el ADN de G. clarum fue amplificado preferentemente cuando fue extraído a partir 

de una espora de cada especie (Figura 43A). Puesto que el éxito en la obtención de 

productos de PCR de esporas individuales es variable e imprevisible, la sensibilidad de 

TTGE también fue probada combinando ADNs extraído de G. clarum y de G. coronatum 

en diversas proporciones. Un límite de la detección fue observado cuando la especie 

minoritaria se encontró en relación 1:1000 o menor respecto de la concentración total de 

ADN (Figura 43B). 

 

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

 

4.1.3 Aplicación 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 podían distinguir en el gel denaturante. Los diferentes aislados de G. 
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intraradices y de G. mosseae migraron siempre a la misma posición en el gel de TTGE, y 

no podían por lo tanto ser distinguidos (Figura 44). Sin embargo, los dos aislados de G. 

viscosum produjeron dos bandas que migraron a la misma posición en el gel de TTGE, 

pero bandas adicionales fueron observadas en uno de los aislados, permitiendo así la 

distinción entre ellos. La comigración 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. Análisis de TTGE  de la región NS31-Glo1 del gen ADNr 18S de ecotipos de G. 
intraradices (líneas 1 y 2), G. mosseae (líneas 3, 4 y 5) y G. viscosum (líneas 6 y 7).   

 

4.1.4 TTGE como herramienta para determinar especies de HMA 

colonizadoras de raíces.  

Para probar el potencial de la técnica para detectar la especie de HMA 

colonizando una raíz, ADN fue extraído de las raíces de diferentes plantas de arbustos 

inoculadas con tres especies de HMA caracterizados en este trabajo, y se realizó una 

PCR nidada usando los sistemas de cebadores descritos anteriormente. En todas las 

muestras de raíz analizadas, las especies de hongos que colonizaban las raíces fueron 

identificadas claramente por análisis de TTGE (Figura 45).   

La comparación de las bandas de TTGE obtenidas de las raíces con la huella de 

TTGE de cada una de las especies de hongos permitió la identificación de G. constrictum, 

de G. intraradices y de G. mosseae en las raíces 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 raíz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Detección de HMA colonizando las raíces de diversas plantas por análisis de TTGE de 
sus regiones NS31-Glo1 del gen ADNr 18S.  Las líneas 1 a 3 son fragmentos de PCR anidada de 
esporas de G. constrictum (línea 1), G. intraradices (línea 2) y G. mosseae (línea 3).  Las líneas 4 
a 6 son fragmentos de PCR anidada de raíces de Lavandula latifolia (línea 4), de Thymus 
mastichina (línea 5) y Retama sphaerocarpa (línea 6) inoculadas con una mezcla de los hongos 
indicados. 

 

4.2 Tamaño y densidad de las poblaciones de hongos micorrícicos. 

 

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 

inoculación con el consorcio de hongos descrito en el capítulo de Material y Métodos.  

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

proporción de esporas de una especie en el total de esporas de la comunidad, demuestra 

21 654321 6543
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la importancia relativa que cada especie representa en la comunidad en un momento 

determinado, y su interpretación puede ser de utilidad para describir su estructura, así 

como la evolución temporal puede ser de gran valor para describir la pauta y/o estrategia 

que tiene una especie particular para realizar la colonización de su medio. Por otra parte, 

las diferencias en el tamaño de las poblaciones de esporas de cada especie pudo ser 

resultado de la colonización preferencial de alguna de las especies de hongo micorrícico 

presentes, resultando ser más numerosas las poblaciones de aquellas especies que 

realicen una colonización preferencial en las raíces de las comunidades vegetales 

establecidas. Esto se podrá analizar conjuntamente al presentar los resultados de las 

especies detectadas en raíz, 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 evolución de los valores de densidad específica (Di) 

de las especies de hongos micorrícicos 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 evolución del tamaño de las poblaciones de esporas en suelo para cada 

especie se presenta desde la Figura 47 a 52, en conjunto con la indicación de la 

detección realizada de las especies en la raíz mediante TTGE. 

Como se desprende de la Figura 46, existen diferentes pautas en la evolución 

temporal de Di por las distintas especies de HMA. Por una parte, se observó que algunas 

especies se ajustaban a una pauta de colonización que las llevó a desaparecer de la 

comunidad, otras especies se establecieron en la comunidad en una proporción baja 

respecto del total, pero constante en el tiempo, y otras especies presentaron una 

colonización 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. Evolución de la densidad 
específica (Di) de seis especies de hongos 
micorrícico-arbusculares por tratamiento en 
función de la asociación de especies 
vegetales durante tres años de estudio. (A) 
Evolución de Di para G. clarum BEG 125. (B) 
Evolución de Di para G. constrictum EEZ 22. 
(C) Evolución de Di para G. coronatum?. (D) 
Evolución de Di para G. intraradices BEG 
121. (E) Evolución de Di para G. mosseae 
BEG 122. (F) Evolución de Di para G. 
viscosum BEG 126. 
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Tabla 10. Medias repetitivas para densidad específica (Di) y para el tamaño de la población de 
esporas (nº esp 100 g-1) de cada una de las especies de HMA inoculadas de acuerdo a la 
asociación vegetal. 
 G.clarum G.constrictum G.coronatum G.intraradices G.mosseae G.viscosum 
Asoc. Di nº esp1 Di nº esp Di nº esp Di nº esp Di nº esp Di nº esp 

 0,03  ab 10,2  a 0,63  b 436  ab 0,02  b   8,9  ab 0,19  abc 115,0  a 0,06  bc 30,0  ab 0,07  a 41,3  a 

 L  0,02  bc   4,0  cde 0,70  a 315  c 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   5,1  b 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  c 0,03  ab 13,0  a 0,17  bc   74,3  b 0,04  c 14,3  bc 0,03  cd 11,0  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 23,0  b 

 MRe  0,02  bc   2,1  ef 0,70  a 339  c 0,05  a   7,9  ab 0,16  bc   61,9  b 0,05  bc 14,3  bc 0,03  bcd   9,4  c 

 MRo  0,02  abc   2,4  def 0,71  a 457  a 0,04  ab   5,5  b 0,16  bc   76,8  b 0,04  c   9,0  cd 0,03  bcd 12,5  c 

 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   9,2  c 

 LRo  0,03  ab   4,3  cd 0,72  a 292  c 0,03  ab   8,8  ab 0,15 bc   59,6  b 0,04  c   8,9  cd 0,03  bcd 11,0  c 

 ReRo  0,04  a   6,3  b 0,64  b 335  c 0,02  b 10,9  ab 0,20  ab 107,5  a 0,07  ab 20,7  ab 0,03  cd 13,2  c 

 odas  0,03  ab   5,2  bc 0,72  a 370  abc 0,03  ab 11,5  ab 0,14  c   76,4  b 0,05  bc   6,8  d 0,03  d 11,6  c 

*Letras distintas en las columnas representan diferencia estadística de acuerdo al test de rango 
múltiple de Tukey (p ≤ 0,05; n=5). 
1nº esp= número de esporas de hongos micorrícicos en 100 gramos de sustrato. 

 

4.2.1 Glomus clarum.  

La evolución de la densidad específica de las poblaciones de G. clarum en las 

comunidades formadas se presenta en la Figura 46A. Como se puede observar, en esta 

especie se presentó una disminución constante de su Di, aunque esta población 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 año siguiente, en verano de 2003, había desaparecido de todos los 

tratamientos, excepto de Retama y la asociación Mejorana+Retama (en las cuales 

representaba alrededor del 1%), produciéndose la desaparición total de esta especie de 

la comunidad luego del otoño de 2003. No obstante esto, el tamaño de sus poblaciones 

registró un aumento entre las temporadas de invierno y primavera de 2003, llegando a 

encontrarse hasta unas 54 esporas 100 g-1 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 presentó 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 población durante la primera etapa de 

muestreo, y en la segunda por su importante esporulación detectada en primavera de 

2003, situación esta última que determinó que este tratamiento fuera el que presentara 

los valores globales más altos de espora en esta especie, con unas 10.2 esporas en 100 

g-1 (ver Tabla 10). Por el contrario, los tratamientos Romero y la Asociación 
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Mejorana+Lavanda fueron los que presentaron los valores más bajos en los dos 

parámetros, siendo su Di de alrededor de 1%, y el tamaño medio de sus poblaciones de 

menos de 2 esporas 100 g-1 (ver Tabla 10). 

 

4.2.2 Glomus constrictum.  

La evolución de la densidad específica de las poblaciones de G. constrictum en 

las comunidades formadas se presenta en la Figura 46B. En esta especie se presenta 

una situación 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 registró en la Di de G. 

constrictum se acompañó con un aumento significativo del tamaño de sus poblaciones 

(ver Figura 48), llegándose a alcanzar hasta 1403 esporas 100 g-1 en el tratamiento 

Mejorana+Romero en invierno de 2005 y valores  de alrededor de 1000 esporas 100 g-1 

en los tratamientos Mejorana+Retama y Mejorana sola en la misma ocasión. El proceso 

de aumento de la población 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 

señalar que, en general, la población de G. constrictum representó una mayor proporción 

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). 

Sólo en los tratamientos Mejorana y Retama solas, y en la asociación Retama+Romero 

representó una proporción menor (entre 60 y 64% del total). Por su parte, dados los 

diferentes tamaños de las comunidades establecidas (ver Figura 37), sí se han 

presentado importantes diferencias en el tamaño de las diferentes poblaciones de G. 

constrictum, y dada su presencia relativamente homogénea, se presenta una tendencia 

bastante similar a la presentada por el tamaño de las distintas comunidades establecidas, 

siendo los tratamientos Mejorana sola y Mejorana+Romero donde se presentaron los 

mayores tamaños poblacionales con valores medios superiores a 400 esporas 100 g-1. 

Por el contrario, los tratamientos con los menores tamaños 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 evolución de la densidad específica 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 mayoría de los tratamientos, entre un 10-20% del 

total de la comunidad entre invierno 2003 y primavera 2004, posterior a lo cual disminuye 

drásticamente hasta llegar prácticamente a desaparecer de la comunidad en otoño 2003-

invierno 2004, al igual que ocurría con G. clarum. Esto concuerda con lo observado con el 

tamaño 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 

g-1 en esta última etapa. Posterior a esto, se presentó 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 más de 4 esporas 100 g-1 en 

ninguna etapa posterior. 

 Los tratamientos en que se presentó valores medios globales más 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 más bajas 

Mejorana y Lavanda solas (Ver Tabla 10). Esto no se relacionó directamente con los 

tamaños de las poblaciones de G. coronatum en estos tratamientos, puesto que 

Mejorana+Retama y Mejorana+Romero presentaron de las poblaciones más reducidas 

(la menor población global se presentó en Retama sola con alrededor de 5 esporas 100 

g-1). 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 evolución de la densidad específica de las poblaciones de G. intraradices en 

las comunidades formadas se presenta en la Figura 46D. En el caso de G. intraradices, 

se observó un aumento marcado de su Di en invierno de 2003, coincidiendo con la 

aparición de una significativa cantidad de esporas extraradicales en esa etapa de estudio 

(ver Figura 50), llegando a representar en aquella ocasión 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 observó una estabilización global de la Di en los distintos 

tratamientos, con valores entre 10-36% del total de las comunidades, situación que se 

mantuvo hasta primavera de 2004, donde se registró una leve disminución de los valores, 

a niveles entre 10-25%, coincidiendo con aumentos de la proporción de G. constrictum en 
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el total de la comunidad en todas las asociaciones. Cabe señalar que se registró este 

comportamiento aún cuando los tamaños de las poblaciones de G. intraradices 

presentaron un aumento desde primavera 2004 en la mayoría de los tratamientos, 

aunque no al nivel de lo registrado en el caso de G. constrictum, alcanzándose como 

máximo unas 255 esporas 100 g-1 en el tratamiento Retama+Romero en invierno de 2005 

(ver Figuras 48 y 49). 

En términos globales, los tratamientos en los que se presentó una mayor Di fueron 

Mejorana y Retama solas, y la asociación 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 asociación Lavanda+Retama y la asociación 

múltiple (14% de la comunidad en ambos casos) (ver Tabla 10). Por su parte, los 

tratamientos en que mayor fue el tamaño global de la población de G. intraradices fueron 

Mejorana sola (115 esporas 100 g-1) y  la asociación Retama+Romero (107 esporas 100 

g-1). Los demás tratamientos presentaron poblaciones globales bastantes homogéneas 

para esta especie de hongo, de entre 60 y 77 esporas 100 g-1 (ver Tabla 10). 

 

4.2.5 Glomus mosseae.  

La evolución de la densidad específica de las poblaciones de G. mosseae en las 

comunidades formadas se presenta en la Figura 46E. Como se observa, se produjo una 

disminución de la proporción 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 registró un fuerte descenso de Di, que fue asociado a un significativo descenso 

del tamaño de las poblaciones de esporas de esta especie desde verano de 2003 (ver 

Figura 51), manteniéndose con posterioridad el tamaño de estas poblaciones a niveles 

bastante bajos (hasta 20 esporas 100 g-1) y constantes hasta el final del estudio, lo que 

concuerda con la evolución registrada en la Di, que presentó valores de alrededor de 5%. 

Los tratamientos en los que se presentó de forma global los mayores valores de 

Di para G. mosseae fueron Retama sola y la asociación 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 más reducidos, tan sólo un 4% de la 

comunidad de esporas en suelo (ver Tabla 10). No obstante, dadas las diferencias en el 

tamaño de la comunidad total en los distintos tratamientos, este resultado no está 
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asociado a los tamaños de las diferentes poblaciones, siendo en los tratamientos Retama 

y Mejorana solas, y las asociaciones Lavanda+Retama y Retama+Romero donde se 

presentaron las poblaciones globales más grandes de G. mosseae (entre 20 y 22 esporas 

100 g-1). Las poblaciones más pequeñas a su vez, se presentaron en las asociaciones 

Mejorana+Romero, Lavanda+Romero y la asociación múltiple (entre 7 y 9 esporas       

100 g-1, ver Tabla 10). 

 

4.2.6 Glomus viscosum.  

La evolución de la densidad específica de las poblaciones de G. viscosum en las 

comunidades formadas se presenta en la Figura 46F. En este caso se presentó 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 excepción  del 

tratamiento Mejorana sola, en donde representó 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 ningún caso más del 10% en alguna comunidad y en algún 

momento particular del estudio, a excepción de Mejorana sola, que representó un 23% en 

invierno de 2003, un 12% en primavera de 2003 y un 11% en otoño de 2003. Un 

comportamiento similar se puede observar en el tamaño 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-1, a excepción de 

Mejorana sola, en que se han llegado a alcanzar las 110 esporas 100 g-1 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 presentó los mayores valores tanto de Di como de tamaño poblacional, 

llegando a representar en término medio un 7% del total de la comunidad, con alrededor 

de 41 esporas 100 g-1 (ver Tabla 10). Todos los demás tratamientos representaron entre 

el 3 y el 5% de las comunidades formadas, aportando entre 9 y 23 esporas 100 g-1 de 

forma global. 
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4.3 Presencia de hongos micorrícicos en raíces y su relación con las 

poblaciones en suelo. 

 

La optimización de la técnica de detección de hongos colonizadores de las raíces 

de las plantas mediante TTGE ha permitido observar la existencia o ausencia de relación 

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. Además, la ausencia de detección 

de los hongos en la raíz coincidió con una posterior desaparición de las esporas en el 

suelo.  

Como se puede observar en la Figura 47, para G. clarum existe concordancia 

temporal en la detección de las poblaciones tanto al interior de la raíz como en el suelo. 

En el primer caso, se pudo detectar la presencia en raíces de G. clarum en los 

tratamientos Mejorana sola y la asociación múltiple tanto en otoño de 2002 (la primera 

ocasión en que fue posible colectar raíz suficiente para la realización de pruebas 

moleculares y colonización de raíz) e invierno de 2003, en la asociación Retama+Romero 

en otoño de 2002, y en Romero solo y la asociación Mejorana+Lavanda en invierno de 

2003. Con posterioridad no fue posible la detección de G. clarum en ningún tratamiento ni 

en ninguna época. Algo similar ocurrió con las poblaciones de esporas en suelo que, 

como se describió 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 tamaños poblacionales en invierno y primavera de 2003. Por otra parte, coincide 

que en los tratamientos en que mayores poblaciones se registraron, tales como Mejorana 

sola, Retama+Romero y la asociación múltiple, es donde se realiza preferentemente la 

detección in planta. 
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Figura 47. Evolución de la densidad de esporas del hongo micorrícico-arbuscular G. clarum BEG 
125, y su presencia detectada colonizando las raíces de las distintas asociaciones vegetales por 
tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. El 
color naranja en la zona superior de esta figura representa detección positiva. 

 

En el caso de G. constrictum (Figura 48) se observa una situación diferente, ya 

que fue posible realizar la detección de su presencia in planta en la gran mayoría de los 

tratamientos, y a lo largo de todas las etapas del estudio, concordando perfectamente con 

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

Figura 48. Evolución de la densidad de esporas del hongo micorrícico-arbuscular G. constrictum 
EEZ 22, y su presencia detectada colonizando las raíces de las distintas asociaciones vegetales 
por tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. El 
color naranja en la zona superior de esta figura representa detección positiva. 
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G. coronatum, por su parte, presentó una pauta de colonización intra- extraradical 

muy similar a la que se describió anteriormente para G. clarum. Como se puede observar 

en la Figura 49, fue posible la detección de G. coronatum en algunos tratamientos 

durante las primeras etapas del estudio, específicamente en Mejorana en primavera de 

2003, en Romero solo y en la asociación Lavanda+Retama en invierno de 2003, la 

asociación Retama+Romero en otoño de 2002 y las asociaciones Mejorana+Lavanda y 

múltiple en otoño de 2002 e invierno de 2003. Con posterioridad a estas etapas de 

muestreo no fue posible la detección de esta especie de hongo en ninguno de los 

tratamientos analizados, mostrándose 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 desaparición de éstas. También se observa esa 

correspondencia, en términos generales, entre los tratamientos en que pudo ser 

detectada la colonización y aquellos que mayores poblaciones de G. coronatum 

mostraron (ver Tabla 10). 

Figura 49. Evolución de la densidad de esporas del hongo micorrícico-arbuscular G. coronatum?, 
y su presencia detectada colonizando las raíces de las distintas asociaciones vegetales por 
tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. El 
color naranja en la zona superior de esta figura representa detección positiva. 

 

El caso de G. intraradices es distinto, ya que fue factible detectar su presencia 

intraradical en todo momento en la gran mayoría de las distintas asociaciones vegetales 

(ver Figura 50). Incluso se detectó su presencia en otoño de 2002, ocasión en que las 

poblaciones de este hongo en el sustrato eran exiguas, lo cual pudo deberse a una 

importante esporulación intraradical. Este hecho también puede ser el motivo de la 
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permanente detección. Por otra parte, esto último se relaciona bastante bien con los 

tamaños de las poblaciones de G. intraradices, las que se encuentran en niveles 

significativos de población 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 situación, pero similar para las dos 

especies. Como se puede observar en las Figuras 50 y 51, es posible observar la 

presencia de colonización 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 excepción de G. mosseae en primavera de 2003) de las 

poblaciones de estas dos especies. 

 

Figura 50. Evolución de la densidad de esporas del hongo micorrícico-arbuscular G. intraradices 
BEG 121, y su presencia detectada colonizando las raíces de las distintas asociaciones vegetales 
por tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. El 
color naranja en la zona superior de esta figura representa detección positiva. 
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Figura 51. Evolución de la densidad de esporas del hongo micorrícico-arbuscular G. mosseae 
BEG 122, y su presencia detectada colonizando las raíces de las distintas asociaciones vegetales 
por tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. El 
color naranja en la zona superior de esta figura representa detección positiva. 

 

Figura 52. Evolución de la densidad de esporas del hongo micorrícico-arbuscular G. viscosum 
BEG 126, y su presencia detectada colonizando las raíces de las distintas asociaciones vegetales 
por tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante tres años de estudio. El 
color naranja en la zona superior de esta figura representa detección positiva. 
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4.4 Índices de biodiversidad de las comunidades de HMA. 

 

Se han utilizado tres índices con el fin de caracterizar y comparar la diversidad y la 

estructura de las comunidades de HMA en función de las distintas asociaciones vegetales 

establecidas. Estos han sido la riqueza de especies (S`), el índice de equidad de 

especies, conocido como índice de Shannon-Wienner (H`), y el índice de dominancia 

proporcional, o de Simpson (λ). Estas determinaciones se realizaron tomando en 

consideración el número de individuos (esporas) de cada especie de HMA en la 

comunidad formada en las distintas asociaciones vegetales, así como su abundancia 

proporcional. La evolución estacional de estos parámetros se puede observar en la 

Figura 53. Por otra parte, el efecto global de las distintas asociaciones vegetales sobre 

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

 

4.4.1 Riqueza de especies.  

La evolución del índice de riqueza (S`) se muestra en la Figura 53A. Como se 

puede apreciar, en las primeras etapas del estudio no fue posible la determinación de 

todas las especies inoculadas. Con posterioridad fue posible detectar un mayor número 

de especies, a la vez que también se observó un importante aumento de las poblaciones 

de todas las especies (ver Figuras 47 a 52), hasta hacerse máximos en las temporadas 

de invierno y primavera de 2003, alcanzándose en algunos tratamientos el máximo valor 

de 6, en los tratamientos inoculados. Seguido de esto, las especies de HMA encontradas 

disminuyeron en número, también en el momento en que se observó los descensos 

poblacionales de algunas especies, como G. clarum y G. coronatum, como se describió 

anteriormente. Finalmente se produce la estabilización de S` en todos los tratamientos 

entre 3 y 4, a la vez que los tamaños poblacionales de las distintas especies presentan 

una tendencia a la estabilización. 

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 índices levemente 

superiores a 4 en todos los casos. Todas las demás asociaciones vegetales en sustrato 

inoculado presentaron valores de S` entre 3.5 y 3.8, siendo la asociación múltiple en 

suelo natural el tratamiento que presentó el menor valor (3.0), significativamente distinto 

del resto. 
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Figura 53. Evolución de los índices de biodiversidad de las comunidades de hongos micorrícico-
arbusculares formadas por tratamiento en función de la asociación de especies vegetales durante 
tres años de estudio. (A) Evolución de la riquezas de especies (S`). (B) Evolución del índice de 
equidad de Shannon-Wiener (H`). (C) Evolución del índice de dominancia de Simpson (λ). 
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Figura 54. Valores medios para índices de biodiversidad de las comunidades de hongos 
micorrícico-arbusculares formadas por tratamiento en función de la asociación vegetal. (A) 
Riqueza de especies (S`). (B) Equidad de especies de Shannon-Wiener (H`). (C) Dominancia de 
Simpson (λ). Las barras representan el error standard. Letras distintas en las gráficas son 
significativamente distintas según el test de rango múltiple de Tukey (p ≤ 0.05; n=5). 
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4.4.2 Equidad.  

La evolución del índice de equidad (H`) se muestra en la Figura 53B. Este 

parámetro, como se ha descrito anteriormente, relaciona el número 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 estarían  relacionados, además de con la 

reducida detección de especies de HMA presentes como se describió en el punto previo, 

con la desigualdad en el tamaño 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 aparición en 

el suelo de una apreciable población de esporas de G. intraradices (ver Figura 50). 

Posteriormente se produjo un brusco descenso de H`, alcanzándose valores de entre 1 y 

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 asociación Retama+Romero los tratamientos con mayor valor de H` (1.06-

1.08). Por el contrario, las asociaciones Mejorana+Retama, Lavanda+Retama y la 

asociación múltiple en suelo natural, fueron los tratamientos con menores valores de H` 

(0.87, 0.86 y 0.80 respectivamente). 

 

4.4.3 Dominancia.  

La evolución del índice de dominancia proporcional (λ) se muestra en la Figura 

53C. Este parámetro de abundancia proporcional representa la mayor probabilidad de 

que los individuos que componen una comunidad pertenezcan a una misma especie, por 

lo que resulta de funcionalidad inversa al índice H`. Como se puede observar, Los 

mayores valores de λ 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 comenzó un aumento sostenido, haciéndose máximo en las últimas 

etapas de este estudio. Como la especie dominante en la comunidad fue G. constrictum, 

el esquema que sigue este parámetro es bastante similar al que presentó la densidad 

específica 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 
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diferencias importantes entre las distintas asociaciones vegetales, y dado el carácter 

inverso de este parámetro respecto de H`, resulta que los tratamientos con mayores 

valores de λ son aquellos que presentaban los menores valores de H`. En este caso, 

Mejorana y Retama solas, y la asociación Retama+Romero son los tratamientos que 

presentan los menores valores, de entre 0.51 y 0.52, estadísticamente diferentes. Todos 

los demás tratamientos forman un grupo bastante homogéneo, con valores de λ de entre 

0.57 y 0.63. 
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5 RELACIONES ENTRE MEJORA DEL SUELO, COBERTURA VEGETAL, 

DESARROLLO Y DIVERSIDAD DE HONGOS MICORRÍCICOS 

 

Para complementar el estudio realizado, comprender de mejor forma el 

comportamiento de los distintos parámetros y grupos de variables, y analizar el 

comportamiento conjunto de las distintas asociaciones vegetales sobre el conjunto de las 

variables analizadas, se realizó análisis de correlación lineal múltiple (bivariada), y 

análisis 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 

características físico-químicas del sustrato, el desarrollo del hongo, el crecimiento y 

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

 

5.1 Relaciones bivariadas entre los distintos parámetros estudiados. 

 

En la Tabla 11 se presentan los resultados del análisis de correlación lineal 

múltiple mediante los coeficientes de Pearson, así como su significancia estadística. 

Tabla 11. Relaciones bivariadas (correlacion lineal de Pearson) establecidas entre las distintas 
variables de respuesta analizadas. 
 (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 
(1)a 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* ,412** ,692** 
(4)    1,000 ,500** ,489** ,356* -,096 ,343* ,275 ,420** ,121 ,118 ,455** 
(5)     1,000 ,934** ,549** -,253 ,525** ,458** ,640** ,133 -,044 ,550** 
(6)      1,000 ,443** -,274 ,411** ,518** ,622** ,182 -,070 ,454** 
(7)       1,000 -,466** ,914** ,285 ,198 -,220 ,247 ,810** 
(8)        1,000 -,170 -,444** ,137 ,086 -,188 -,467** 
(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 correlación es significativa al nivel 0,05 (bilateral). 
**La correlación es significativa al nivel 0,01 (bilateral). 
a(1)=pHw; (2)=P disponible Olsen (µg g-1); (3)=Glomalina fácilmente extractable (mg g-1); 
(4)=Agregados hidroestables (%); (5)=Micelio total (m g-1); (6)=Micelio vivo (m g-1); (7)=Densidad 
de raíz total (m 100 g-1); (8)=Colonización micorrícica (%); (9)=Densidad de raíz colonizada (m 100 
g-1); (10)=Densidad esporas totales (esporas 100 g-1); (11)=Índice de riqueza de especies (S`); 
(12)=Índice de equidad de Shannon-Wiener (H`); (13)=Índice de dominancia de Simpson (λ); 
(14)=Superficie de cobertura total (cm2). 
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Se puede observar un gran número de variables que guardaron una relación 

estadística lineal. Entre los más interesantes, se observó una relación 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 formación de agregados hidroestables, además 

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 presentó relación directa con 

ningún otro parámetro. El contenido de glomalina FE relacionó, como era de esperar, con 

la densidad de distintos componentes del HMA, como el micelio y la raíz colonizada, 

además de con variables del crecimiento vegetal, tales como su superficie de cobertura y 

densidad radical. También resultó interesante su asociación significativa con la formación 

de agregados hidroestables en suelo y con un parámetro de diversidad, como es el índice 

de dominancia. La formación de agregados estables, como cabía esperar, presentó a su 

vez correlación con parámetros de desarrollo del hongo en el suelo como la densidad de 

micelio (tanto vivo como total), además de con la riqueza de especies de HMA en suelo y 

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

El componente micorrícico también presentó relaciones significativas entre las 

distintas variables que lo conformaron, además de con el crecimiento vegetal. En este 

caso, las relaciones positivas que destacaron, entre otras, son la lógica relación entre 

densidad de micelio total y vivo, la relación entre micelio vivo con la densidad radical, 

tanto total como de raíz colonizada, además de con la densidad de esporas en el 

sustrato. Por otra parte, la densidad de micelio también correlacionó significativamente 

con la riqueza de especies, además de con el crecimiento aéreo de las plantas, 

expresado como superficie de cobertura. La proporción de raíz micorrizada presentó una 

relación negativa, patente sobre todo al relacionarla con la densidad de raíz total, y con la 

esporulación, aunque también con la superficie de cobertura, dado la relación entre este 

parámetro respecto de la densidad radical, tanto total como de raíz colonizada. 

Los índices 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`) 

relacionó positivamente con la equidad de las comunidades (H`), y éstas dos se 

relacionaron negativamente con el índice de dominancia (λ). Finalmente, sólo λ relaciona 

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

respuesta. 

 

Para realizar el análisis multivariante, luego de definir los diferentes grupos de 

variables, se procedió a la realización de un análisis de regresión lineal múltiple, con 

método de selección de subconjuntos de variables independientes mediante pasos 

sucesivos (Pérez 2001). Para este procedimiento se utilizó como variable dependiente 

cada una de las variables y se estudió las variables que se incluían en cada caso. Con 

las variables incorporadas para cada grupo, se procedió a la realización del análisis 

factorial, para obtener nuevos factores que explicasen el comportamiento global de las 

variables incluidas (Pérez 2001). Se utilizó el método de extracción de las componentes 

principales para este fin, obteniéndose de manera ventajosa una única componente por 

cada grupo de variables. Los resultados para las variables estudiadas mediante regresión 

lineal múltiple, así 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 análisis 
factorial y estadísticos del análisis. 

Tipo grupo Variables 
estudiadas 

Variables 
selecionadas 

KMO, Chi cuad. 
y sig. de Chi 

Autovalor y var. 
explicada 

pHw pHw 

P disponible Agregados 

Agregados Glomalina FE 

Mejora del suelo 

Glomalina FE  

0.66 

25.16 

0.00 

              1.89 

62.98% 

Mic. Total Mic. Total 

Mic. Vivo Mic. Vivo 

Raíz colonizada Raíz colonizada 

Colonización Esporulación 

Crecimiento del 
hongo 

Esporulación  

0.61 

123.86 

0.00 

              2.59 

64.70% 

Raíz total Raíz total 

Raíz colonizada  Raíz colonizada  

Crecimiento 
vegetal 

Cobertura Cobertura 

0.67 

130.37 

0.00 

              2.63 

87.71% 

Esporulación Riqueza 

Riqueza Equidad 

Equidad Dominancia 

Diversidad 

Dominancia  

0.65 

32.97 

0.00 

              1.98 

65.92% 
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Finalmente, los sujetos estudiados (las unidades experimentales, de acuerdo a 

sus valores factoriales) fueron agrupados mediante la utilización de conglomerados o 

análisis cluster. Los análisis realizados fueron de tipo no jerárquico, y el método de 

agrupación utilizado fue el del vecino más lejano. Esto permitió la representación gráfica 

mediante dispersión de los sujetos y agrupación de sujetos similares en gráficos que 

utilizaron como ejes los valores factoriales de las componentes obtenidas (ver Figuras 55 

a 60). 

 

5.2.1 Relación entre características edáficas y de crecimiento vegetal.  

Los resultados del análisis multivariante para la relación 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 características del 

suelo y crecimiento vegetal, siendo el coeficiente de relación 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 características 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 asociación múltiple en suelo natural. A continuación se 

presentó un grupo con bajo efecto en la mejora de las condiciones del suelo y bajo 

crecimiento vegetal, aunque superiores al grupo anterior, y que incluyó algunos sujetos 

de asociaciones tales como Mejorana+Retama, Retama+Romero y Mejorana+Romero. El 

grupo inmediatamente superior incluyó 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 ejerció sobre la mejora de las características 

del suelo y mayor crecimiento vegetal presentó incluye tratamientos con presencia de 

Lavanda, tales como Lavanda sola, y las asociaciones Mejorana+Lavanda y 

Lavanda+Retama. 
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Figura 55. Diagrama de dispersión de los sujetos según las componentes principales obtenidas 
por análisis factorial para las variables de crecimiento vegetal (88% de la varianza total explicada) 
y las variables de características edáficas (63% de la varianza total explicada). Los polígonos 
engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto grado de similitud de acuerdo 
con el análisis de conglomerados, y debe ser entendido como una ayuda visual para la 
discriminación de grupos. 

 

5.2.2 Relación entre características edáficas y de desarrollo del hongo.  

Los resultados del análisis multivariante para la relación entre mejora del suelo y 

crecimiento del hongo micorrícico se presentan en la Figura 56. También se presentó una 

relación 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 parámetros estudiados fue el que 

incluyó los tratamientos Retama sola y la asociación múltiple en suelo natural. Los 

siguientes dos grupos mostraron un efecto medio sobre el conjunto de las variables 

analizadas, e incluyó tratamientos como Mejorana sola y asociaciones de Romero como 

Retama+Romero, Mejorana+Romero y Lavanda+Romero. Otro grupo que presentó un 

alto efecto sobre la mejora de las características edáficas, e igualmente un alto desarrollo 

del hongo se conformó por tratamientos tales como Romero solo, Mejorana+Lavanda y 

Lavanda+Retama. El grupo que presentó un mayor efecto sobre los factores estudiados 

incluyó sólo un individuo de Mejorana sola y dos de Lavanda sola. 
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Figura 56. Diagrama de dispersión de los sujetos según las componentes principales obtenidas 
por análisis factorial para las variables de crecimiento del hongo micorrícico en suelo (65% de la 
varianza total explicada) y las variables de características edáficas (63% de la varianza total 
explicada). Los polígonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto 
grado de similitud de acuerdo con el análisis de conglomerados, y debe ser entendido como una 
ayuda visual para la discriminación de grupos. 

 

5.2.3 Relación entre características edáficas y diversidad.  

Los resultados del análisis multivariante para la relación entre mejora del suelo y 

diversidad de hongos micorrícicos se presentan en la Figura 57. Como se observa, no se 

presentó una relación 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 fúngica incluyó a la asociación múltiple en suelo natural 

y sujetos de otros tratamientos como la asociación múltiple en sustrato inoculado. Aún sin 

presentar una mejora del suelo, el tratamiento Retama sola (y algunos sujetos de otros 4 

tratamientos) fue el que presentó los mayores efectos en el aumento de la diversidad. 

Otro grupo formado incluyó buena parte de los restantes tratamientos, caracterizándose 

por un importante efecto sobre la mejora de las características del suelo y un nivel medio-

alto de diversidad. Entre otros, incluyó los tratamientos Lavanda y Romero solos, y las 

asociaciones Mejorana+Lavanda, Lavanda+Retama y Retama+Romero. El tratamiento 

Mejorana sola, por su parte, representó por sí solo un grupo aparte, pues presentó 

mayores niveles de biodiversidad de HMA de forma global. 
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Figura 57. Diagrama de dispersión de los sujetos según las componentes principales obtenidas 
por análisis factorial para los índices de biodiversidad de hongos micorrícicos (66 % de la varianza 
total explicada) y las variables de características edáficas (63 % de la varianza total explicada). 
Los polígonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto grado de 
similitud de acuerdo con el análisis de conglomerados, y debe ser entendido como una ayuda 
visual para la discriminación de grupos. 

 

5.2.4 Relación entre crecimiento vegetal y desarrollo del hongo.  

Los resultados del análisis multivariante para la relación entre crecimiento vegetal 

y crecimiento del hongo micorrícico se presentan en la Figura 58. También entre los 

factores que reúnen las variables de éstos grupos se observó una dependencia lineal 

(r=0.68, p<0.001). 

 El grupo que presentó los menores niveles en ambas componentes estudiadas 

incluyó nuevamente de forma íntegra los tratamientos Retama sola y la asociación 

múltiple en suelo Natural. Con un efecto mayor para ambas componentes, se formó un 

grupo bastante grande, englobando un gran número de los tratamientos, tales como 

Romero solo, las asociaciones Mejorana+Romero, Retama+Romero, Mejorana+Retama, 

Lavanda+Retama, Mejorana+Lavanda y la asociación múltiple en sustrato inoculado. El 

tratamiento Mejorana sola formó por sí solo un grupo aparte, que presentó los mayores 

valores de desarrollo del hongo, aunque no los mayores valores en crecimiento vegetal, 

que sí presentó el tratamiento Lavanda sola, en otro grupo. 
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Figura 58. Diagrama de dispersión de los sujetos según las componentes principales obtenidas 
por análisis factorial para las variables de crecimiento vegetal (88% de la varianza total explicada) 
y las variables de crecimiento del hongo micorrícico en suelo (65% de la varianza total explicada). 
Los polígonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto grado de 
similitud de acuerdo con el análisis de conglomerados, y debe ser entendido como una ayuda 
visual para la discriminación de grupos. 

 

5.2.5 Relación entre crecimiento vegetal y diversidad.  

Los resultados del análisis multivariante para la relación entre crecimiento vegetal 

y diversidad de hongos MA se presentan en la Figura 59. Entre estas componentes 

tampoco se observó relación lineal (r=-0.207, p=0.16). 

 El grupo que presentó bajos niveles en ambas componentes se conformó 

básicamente de los tratamientos que utilizaron las asociaciones vegetales múltiples, 

además de algunos individuos de la asociación Mejorana+Retama. Otro grupo, que 

presentó un valor de diversidad de hongos bastante mayor, aunque no tan diferente 

respecto del crecimiento vegetal incluyó tratamientos tales como Mejorana y Romero 

solos, y asociaciones como Retama+Romero y los individuos restantes de la asociación 

Mejorana+Retama. Lavanda sola y sus asociaciones (con Retama y con Mejorana) 

formaron un grupo que presentó un apreciable mayor efecto sobre el crecimiento vegetal, 

aunque un término medio en cuanto a su nivel de biodiversidad. Finalmente, el 

tratamiento Retama sola formó por sí 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 dispersión de los sujetos según las componentes principales obtenidas 
por análisis factorial para las variables de crecimiento vegetal (88% de la varianza total explicada) 
y los índices de biodiversidad de hongos micorrícicos (66% de la varianza total explicada). Los 
polígonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto grado de similitud 
de acuerdo con el análisis de conglomerados, y debe ser entendido como una ayuda visual para la 
discriminación de grupos. 

 

5.2.6 Relación entre desarrollo del hongo y diversidad.  

Los resultados del análisis multivariante para la relación entre crecimiento del 

hongo micorrícico y su diversidad se presentan en la Figura 60. Las componentes 

obtenidas del análisis factorial tampoco presentaron relación para los grupos estudiados 

(r=0.253, p=0.083). 

El grupo que menos influyó sobre ambas componentes incluyó ambas 

asociaciones múltiples y algunos sujetos de la asociación Mejorana+Retama. Un grupo 

de niveles medios en ambas componentes englobó los tratamientos Romero solo y las 

asociaciones Lavanda+Romero, Mejorana+Lavanda y Mejorana+Romero. 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 más reducidos. Finalmente, 

los tratamientos donde más se desarrolló el hongo, y con igualmente altos niveles de 

diversidad incluyó íntegramente a los tratamientos Mejorana y Lavanda solas. 
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Figura 60. Diagrama de dispersión de los sujetos según las componentes principales obtenidas 
por análisis factorial para los índices de biodiversidad de hongos micorrícicos (66% de la varianza 
total explicada) y las variables de crecimiento del hongo micorrícico en suelo (65% de la varianza 
total explicada). Los polígonos engloban individuos de las distintas asociaciones vegetales con alto 
grado de similitud de acuerdo con el análisis de conglomerados, y debe ser entendido como una 
ayuda visual para la discriminación de grupos. 
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La degradación de la cubierta vegetal y la consecuente perdida de diversidad y 

estructura de las comunidades, particularmente en ambientes Mediterráneos áridos y 

semiáridos, se producen en una espiral en la que confluyen la fragilidad del ecosistema 

por razones climáticas, edáficas y la acción humana. Debido a esto, la perdida de la 

estructura y equilibrio de la cubierta vegetal es sólo una de las componentes del deterioro 

global del ecosistema, haciéndose necesario frenar este bucle de degradación de los 

ecosistemas en áreas frágiles. Las actuaciones tendientes a revertir esta espiral deben 

comprender no sólo la reposición de las especies vegetales idóneas, sino también los 

componentes microbianos propios y adecuados al mejor desarrollo de la cubierta vegetal, 

puesto que es bien conocido que la degradación de la cubierta vegetal va asociada a la 

degradación de los componentes biológicos y físico-químicos del suelo subyacente 

(Barea et al. 1996; Requena et al. 1996; Requena 1997; Pérez-Solís 2001; Wu et al. 

2002). 

Es por esto que, en este estudio se planteó como principal objetivo el análisis 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 cómo 

estas se asociaban entre sí, influenciando la formación de distintas comunidades de 

HMA. La variación en la diversidad y en la estructura de estas comunidades de hongos, 
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por efecto de las distintas características 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, así como en el efecto de selección que cada planta pueda tener sobre las 

distintas especies de HMA en la comunidad, (Bever 2002a; b), y el tamaño final y 

potencial micorrícico 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 decidió utilizar, como se justificó en el capítulo III de esta Tesis 

Doctoral, especies vegetales que fuese posible encontrar de forma natural en las 

comunidades vegetales propias de ecosistemas mediterráneos desarrollados bajo 

condiciones áridas/semiáridas, y que pudiesen ser objeto de utilización biotecnológica en 

procesos de recuperación de la cubierta vegetal en ambientes degradados y/o 

desertificados de la Cuenca Mediterránea. Ya se mencionó en el capitulo introductorio de 

esta tesis, las ventajas que presenta el hecho de utilizar este tipo de especies vegetales 

con fines de recuperación de ecosistemas mediterráneos degradados. Entre estas 

razones se cuenta el que la cobertura y consecuente protección del suelo que presentan 

especies arbustivas y matorrales, respecto de especies arbóreas es similar (Carreras 

1992; Herrera et al. 1993; Barea et al. 1996; Requena 1997); además, al tratarse de 

especies nativas, su adaptación al clima y a las condiciones edáficas particulares es 

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

Considerando además las posibles utilidades y aplicaciones prácticas de los 

estudios aquí realizado, se ha evaluado en mesocosmos (debido a las limitaciones 

mencionadas en el capítulo III de esta tesis) la evolución de parámetros edáficos sobre 

un sustrato (suelo) representativo de la hoya Guadiciano-Baztetana, que presentaba una 

casi nula cobertura vegetal, bajo nivel de agregación del suelo, reducido contenido de 

materia orgánica, escaso potencial micorrícico inicial, fuerte erosión en cárcavas, y una 

muy baja tolerancia a la erosión (de unas 4 ton ha-1 año-1, según Pujalte y Prieto 1980). 

La simulación realizada ha intentado representar los procesos que podrían haberse visto 

afectados en un hipotético proceso de recuperación del ecosistema degradado y, en 

buena medida, los resultados aquí obtenidos podrían ser extrapolables al 

comportamiento que se presentaría en un sistema en condiciones naturales. Por esto, se 

decidió comprender en este estudio un número considerable de variables que podrían 

verse influenciadas por las diferentes asociaciones vegetales, tanto a nivel de desarrollo 

del hongo, de mejora de las características del suelo, de la evolución de la diversidad y 
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estructura de las comunidades de hongos micorrícicos, así 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. Además, y considerando que estos parámetros varían a través del tiempo, se 

consideró 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 fenológicos que presentan las especies utilizadas a lo 

largo del año. 

Por su parte, las especies de HMA que se utilizaron para formar el consorcio 

inicial, comunidad de HMA que de forma dirigida se formuló y aplico homogéneamente en 

todas las asociaciones vegetales analizadas, se eligieron basados en la presencia común 

de estas especies en ambientes/ecosistemas mediterráneos. Otro aspecto de suma 

relevancia por las implicancias básicas que puede presentar este trabajo es que eran 

fácilmente distinguibles por la morfología 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 morfológicos, al menos durante alguna de las etapas de su desarrollo 

ontogénico. Respecto de esto, cabe señalar además 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 raíz colonizada) por medios 

moleculares, puesto que es posible la superposición tanto morfológica como en las 

secuencias de los genes factibles de utilizar para su identificación.  

Como ejemplo de lo anterior, Rodríguez y colaboradores (2005) realizaron 

estudios morfológicos 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-secuenciación, encontrando que se producía una aparente superposición de las 

características morfológicas 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 colección. Este 

hecho también podría explicar la divergencia filogenética que se ha encontrado para el 

aislado de G. clarum utilizado en este estudio, puesto que las divergencias morfológicas 

en esta especie, descritas en estudios previos (Schübler et al. 2001; Calvente 2003), 

podrían poseer una base en la superposición de sus secuencias, que hacen que distintos 
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aislados de esta especie aparezcan en numerosas ocasiones en ramas filogenéticas 

diferentes, más 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 orgánico, 

encontraron genotipos únicos, sugiriendo que no había recombinación. La misma 

metodología fue usada para estudiar esporas individuales de tres especies de HMA, 

Glomus mosseae, G. caledonium y G. geosporum, usando cebadores específicos para el 

dominio D2 de LSU rDNA, encontrando una copia de cada gen estudiado, por lo que se 

supone un estado homocariótico. 

 

Entrando de lleno en la temática de esta investigación, debe ser considerado, no 

obstante, que el estudio de la diversidad biológica resulta complejo debido a muchas 

razones, entre las que destacan el tratarse de un concepto relativamente reciente. 

Además, debido a la ingente cantidad de parámetros que se han intentado utilizar para su 

expresión, no existe aún paridad de criterios ni homogeneidad en su expresión y posterior 

interpretación (Magurran 1988). En el caso particular de los HMA, estas complicaciones 

se ven incrementadas por las dificultades que todavía se presentan para su 

conceptualización adecuada como especie, así como la delimitación de la unidad 

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

Tradicionalmente, ha sido la espora la unidad fundamental de estudio en este 

grupo de hongos, tanto para su caracterización morfológica, su identificación taxonómica 

y el estudio de densidades poblacionales y estructura de comunidades en suelo. Sin 

embargo, esta unidad morfológica puede poseer, como se ha mencionado en la 

Introducción de esta Tesis, varios cientos o algunos miles de núcleos, los que pueden 

poseer incluso diferentes orígenes, 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 podría 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), así como la 

superposición de secuencias entre especies consideradas diferentes (Rodríguez et al. 

2005). No obstante, esta alta variabilidad genética y fenotípica representa una 

variabilidad global baja, que puede deberse al hecho de que los HMA, al ser 

multigenómicos, buena parte de esa redundancia puede tener un efecto tampón (Koch et 

al. 2004). 
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Por lo anterior, resulta necesaria la aplicación 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 diferenciación taxonómica de los 

distintos niveles de HMA que pudieran incluirse en una comunidad. A pesar de que la 

caracterización 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 raíz (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), así como también en un amplio rango de situaciones, que va desde 

la detección monoespecífica en raíces colonizadas (Fillion et al. 2002; Isayenkov et al. 

2003) a la caracterización de las especies componentes de una comunidad compleja, 

tanto en comunidades de HMA controladas, como en este estudio, así 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 características de conservación que posee (ver Introducción). De 

todas las regiones, las que más se han utilizado son las codificantes, en especial la 

subunidad 18S, puesto que muestra el menor grado de variación. 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 optó por la utilización de la 

subunidad 18S ADNr, puesto que permitía un mayor grado de especificidad, sobre todo 

considerando que todos los hongos utilizados en el consorcio inicial pertenecían al mismo 

género, previniendo así que se incluyese otro tipo de organismos eucariotas, 

particularmente las plantas hospederas, puesto que en el caso de las raíces colonizadas 

la separación física de los distintos componentes de la simbiosis es impracticable. Y por 

otra parte, la existencia de un cebador “específico”, AM1 (Helgason et al. 1998), que era 

capaz de amplificar por PCR todos los HMA presentes en el estudio. Por otra parte, se 

optó por el sistema de TTGE para la confirmación de la presencia/ausencia de un 

determinado HMA en la raíz, 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 diferenciación de distintas 

especies basados en pequeñas diferencias en las secuencias de sus genes ribosómicos. 
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Además, ha sido utilizado exitosamente en la caracterización de otros gupos microbianos 

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

 

La optimización realizada para la detección de los HMA utilizados en este estudio 

por TTGE se basó inicialmente en el estudio realizado por Kowalchuk y colaboradores 

(2002), utilizando un cebador universal (NS31) con un extremo GC y el primer “específico 

de glomerales” AM1. El primer enfoque adoptado para la caracterización de los HMA 

consisitó en la aplicación 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 separación de los productos de PCR de los distintos hongos utilizados 

no resultó posible en todos los casos, aún menos cuando se trataba de una mezcla, que 

podría teóricamente representar una comunidad natural. Dado que la separación de las 

distintas bandas por el sistema de TTGE se basa en la variación en la secuencia, la alta 

homología presente entre las regiones NS31/AM1 de G. coronatum y de G. mosseae, y 

de G. constrictum y G. viscosum podría explicar porqué estas especies no se distinguieon 

en el gel desnaturalizante. Por otra parte, la separación parcial de la doble cadena de 

ADN se inicia desde el dominio donde la temperatura de fusión es la más baja, 

determinando de esta manera la detención parcial o total de la migración en el gel 

(Muyzer y Smalla 1998; Muyzer 1999). Como se puede apreciar en la Figura V-21A, la 

zona con la temperatura de fusión de la doble cadena más 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 podría explicar el hecho 

de que la detención de la migración se produzca para todas las especies analizadas en 

una región próxima en el gel desnaturalizante.  

En el estudio realizado por Kowalchuk y colaboradores (2002), la misma región 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 migración de las bandas eran muy 

pequeñas, observándose estas diferencias en mayor medida ente géneros y levemente 

entre las diferentes especies estudiadas del género Glomus. En un estudio posterior, 

Öpic y colaboradores (2003) también observaron que el análisis por DGGE de la región 

ribosomal NS31/AM1 permitió la discriminación de géneros de HMA, pero no siempre de 

especies. 
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Esto hizo necesaria la búsqueda de un dominio que presentara mayor variación 

en la secuencia y que produjera, por tanto, mayores diferencias en las temperaturas 

mínimas de fusión. Posterior al alineamiento de un elevado número de secuencias de la 

zona NS31/AM1, tanto propias de este estudio como de la base de datos, se encontró 

una zona conservada que permitió el diseño de un nuevo cebador, Glo1 (Figura V-22), 

que amplificaba una región de aproximadamente 270 pb cuando era usado con el 

cebador NS31-GC, y que sí presentaba mayores diferencias en las temperaturas de 

fusión en el dominio final de la secuencia para los distintos HMA (Figura V-21B), ya la vez 

que permitía una clara diferenciación ente los perfiles de los HMA utilizados (Figura V-

23). Para esto, se hizo necesaria la optimización de PCR-nidada, que tal como se ha 

utilizado aquí, combina la especificidad (relativa) para HMA del cebador AM1 (Helgason 

et al. 1998) con el poder de resolución en los geles desnaturalizantes del sistema GC-

NS31/Glo1. Sin embargo, debe ser tenido en cuenta que aunque el cebador AM1 

permitiría la discriminación 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 (Schüβler et al. 2001).  Por lo tanto, el 

enfoque presentado puede no ser útil para la identificación de estos particulares y 

ancestrales HMA.   

Por otra parte, algunos estudios recientes demuestran que el cebador AM1 no 

amplifica estrictamente sólo la subunidad 18S ADNr de HMA. Como ejemplo de esto, 

Douhan y colaboradores (2005), realizando un estudio con los cebadores NS31-AM1 y 

posterior secuenciación para la identificación de HMA in planta en tres comunidades 

vegetales, encontraron que en raíces de Quercus douglasii la mayoría de los clones 

obtenidos eran de hongos no micorrícicos. En un estudio BLAST de la secuencia del 

cebador AM1 con otras especies de distintos ordenes de hongos, encontraron sólo leves 

diferencias respecto a HMA en la zona de unión del oligonucleótico 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, 

además 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 análisis de TTGE para G. intraradices, encontrándose 

alta homología de una de ellas con Capnobotryella sp., un hongo ascomiceto (dato no 

mostrado). 

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

presenta 4 bandas, lo que podría representar algún tipo de contaminación por otro hongo 
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(micorrícico o no). No obstante, la secuenciación de cada una de las bandas obtenidas 

mostraba una alta homología 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 detección de esta técnica, aplicadaa la diferenciación de diversos 

HMA,  fue determinado en una primera aproximación partiendo de un número variable de 

esporas de HMA de G. clarum y G. coronatum, y posteriormente a partir de cantidades 

variables de ADN genómico 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 número 

variable de núcleos (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 

aproximación realizada utilizando diferentes cantidades de ADN genómico resulta más 

acertada. Además, puede presentar una mayor uniformidad al comparar la cantidad 

relativa de HMA en una comunidad, como puede ser el interior de una raíz, en la que 

generalmente no se encuentran las estructuras de resistencia. En este sentido, se mostró 

que cuando una especie representaba el 1% o menos del ADN genómico total, se 

registraba la ausencia de detección por TTGE. 

Aplicado a este estudio, como se puede apreciar en las Figuras V-28 y V-30, sólo 

fue posible la detección mediante TTGE de G. clarum y G. coronatum en las raíces 

durante las primeras etapas. En general, coincidió que aquellas asociaciones vegetales 

en que fue posible la detección de estas especies era donde se presentaba una mayor 

densidad de esporas de éstas especies en el suelo. Además, la no detección posterior a 

primavera de 2003 se asoció con un descenso brusco y generalizado de las densidades 

de esporas de estas especies.  

Respecto de las densidades específicas 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 otoño de 2002 a 

primavera de 2003, y menos de 20% en G. coronatum en igual período. Posteriormente, 

sus densidades se redujeron, hasta desaparecer de las comunidades de HMA en el 

suelo. Es posible por tanto que aún representando un nivel mayor al 1% de la comunidad 

de esporas, su contribución al conjunto génico de HMA en la raíz no alcanzase ese nivel. 

Algo parecido se podría 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 

detección en todo momento y casi en la totalidad de tratamientos, hecho que concuerda 

con sus altas densidades de esporas en el suelo, así como sus crecientes densidades 

específicas (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 detección podría verse justificada por el 

hábito de crecimiento que presenta esta especie en particular, capaz de formar 

estructuras de resistencia al interior de la raíz en un alto número. Estas estructuras 

habrían servido de reservorio de material genético, lo que podría haber ocasionado que al 

realizarse la extracción de ADN genómico desde la raíz, la proporción relativa de las 

demás especies en el extracto crudo (a excepción de G. constrictum) se encontrase por 

debajo del umbral de detección por TTGE. 

La cuantificación de cada hongo, y su contribución proporcional a la comunidad de 

HMA al interior de la raíz, podría en teoría realizarse mediante la aplicación 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 específicos 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 GIfor y GIrev, que producen un fragmento de 362 pb cercano al extremo 3’ de 

SSU rRNA. En el intento de encontrar cebadores específicos de las especies utilizadas 

en este estudio para su cuantificación en raíz, los cebadores antes mencionados fueron 

alineados conjuntamente con numerosas secuencias de diferentes especies de HMA, 

encontrándose que eran complementarios no sólo a las secuencias de G. intraradices, 

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

Otra aproximación en el intento de diseñar cebadores específicos para los HMA 

utilizados en este estudio comprendió el análisis de secuencias completas de la SSU 

rDNA, encontrándose sólo leves diferencias en las secuencias nucleotídicas que dificultó 

su diseño. Isayenkov y colaboradores (2004) también utilizaron RT-PCR para la 

cuantificación de G. intraradices colonizando raíces de Medicago truncatula. Encontraron 

que existía una alta relación entre los niveles de colonización micorrícica y las cantidades 

relativas de rRNA/rDNA. Utilizaron para la amplificación del hongo los cebadores GLOM-

RNSF/GLOM-RNSR, que amplifican una zona diferente del gen ribosómico, que incluye 
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regiones de la subunidad 5.8S y de ITS. En este sentido, el diseño de cebadores 

específicos puede requerir el análisis de regiones más variables de rDNA, como en la 

subunidad 25S rDNA o ITS. No obstante, la secuenciación de la zona LR1/LSU0805 de la 

subunodad 25S del gen DNAr de los hongos utilizados en este estudio demostró la 

presencia que polimorfismos que dificultaron el diseño de cebadores específicos, aunque 

actualmente se continúa por esa línea. Este enfoque sí podría ser útil para la resolución 

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 utilización de 

la zona NS31/Glo1 por TTGE, no presentaron perfiles que permitieran su diferenciación. 

  

Por otra parte, el nivel de diversidad reproducido en este estudio, podría 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 herbáceas, 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 Panamá, 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 químicos 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 (AÑO), estudiando suelos 

pantanosos del estuario del Tajo, encontraron una riqueza de 4 especies. En ambientes 

mediterráneos, como el aquí simulado, la diversidad natural encontrada puede ser 

todavía menor, encontrándose 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 desertificación, como el caso del trabajo realizado por 

Palenzuela y colaboradores (2002), quienes encontraron sólo3 espeies de HMA en un 

ecosistema semiárido del sureste de España (Murcia).  

En tal contexto, el nivel de diversidad de la comunidad inicial de MA utilizada aquí 

concuerda con los niveles descritos en ecosistemas similares. Además, el hecho de que 

las comunidades estén compuestas en este tipo de ambientes básicamente por especies 

del género Glomus se explicaría por la menor capacidad de adaptación 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 taxonómica, Munkvold y 

colaboradores (2004), estudiando la diversidad functional inter e intraespecífica de cuatro 

especies de HMA del género Glomus (G. mosseae, G.claroideum, G. caledonium y G. 

geosporum), encontraron que la gran diversidad intraespecífica en el crecimiento del 

micelio en las distintas especies, y la mejora en la captación 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 estadísticas significativas entre los distintos 

tratamientos, tanto a nivel puntual durante una etapa en particular del estudio, así como 

de forma global, los estudios realizados respecto de la influencia de la utilización de 

distintas especies de plantas naturales de la región Mediterránea, así como las distintas 

asociaciones posibles de éstas, no produjeron cambios de gran magnitud, primero en la 

composición, y luego en la estructura de las comunidades de HMA (ver Figura XXXX), 

tanto en las raíces como en el suelo. Esto es considerando que en todas las asociaciones 

la especie dominante resultó ser G. constrictum, que se encontraban poblaciones de G. 

intraradices en cantidades significativas, que tanto G. mosseae como G. viscosum 

representaban una pequeña proporción de la comunidad de HMA formada, y que en 

todos los casos, y aproximadamente al mismo tiempo, desaparecían 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 tamaños 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; Cázares et al. 2005). 

Dado que en este estudio las condiciones del suelo eran homogéneas en todos los 

casos, y que las propias características intrínsecas de los distintos HMA pueden 

determinar su mayor o menor adecuación a éste, antes que una mayor especificidad 

respecto de las diferentes plantas estudiadas, se podría 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, así como de distintos niveles de 
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diversidad vegetal sobre la composición y la estructuración 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, así como la modificación de las comunidades de HMA 

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

Es de considerar que este último mecanismo puede ser una estrategia de 

colonización de un nuevo ambiente por una planta alóctona (Mummey et al. 2005). De 

cualquier forma, en este estudio, la comprobación de las comunidades particulares de 

HMA formadas al interior de las raíces de las distintas plantas en asociación, por los 

objetivos propuestos y la metodología definida para conseguirlos, no ha sido posible, 

puesto que la identificación específica de la raíz obtenida sólo era posible en los 

tratamientos no asociados, siendo en tales casos, bastante similares las diferentes 

comunidades formadas, tanto en la raíz como en el suelo. Por otra parte, tampoco se 

encontró una relación directa (ni positiva ni negativa) entre el nivel de diversidad de HMA, 

ni en raíz ni en suelo, al aumentar la diversidad de la cubierta vegetal. Es de resaltar, sin 

embargo, que el máximo nivel de riqueza de especies en la cubierta vegetal en este 

estudio es 4, y que los demás 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 

permitió encontrar una dependencia lineal de la diversidad de HMA por efecto de una 

mayor diversidad en la cubierta vegetal. 

En esta temática, 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 

composición de sus comunidades era un factor que podía influir significativamente sobre 

la diversidad y estructura de las comunidades vegetales. Esto se apreciaba a nivel de 

plantas individuales, registrándose importantes especificidades entre hongo y hospedero. 

Además, Se observó que el aumento de la diversidad de HMA en el suelo influía 

positivamente sobre la diversidad de plantas, la captación de nutrientes y la productividad 

del ecosistema. En tal caso, se podría 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 analizó fue justamente el efecto de una comunidad vegetal de 

composición fija y estable en el tiempo, sobre las comunidades de HMA que 
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previsiblemente variarían 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, sí se ha encontrado una especificidad entre las 

plantas y sus asociaciones, con una comunidad de HMA en particular, la que se encontró 

de forma general en todos los tratamientos (quizá con la excepción de Retama no 

asociada). En otros estudios similares se ha hecho referencia a la especificad existente 

entre distintas especies de plantas y determinados HMA, observándose que las distintas 

asociaciones planta-HMA establecidas podían cambiar la composición fúngica y, de esta 

manera, producir distintos efectos (feed back) sobre el crecimiento de las distintas 

especies vegetales (Bever 2002a; b). Se demostró que cada especie de planta 

modificaba la composición inicial de la comunidad fúngica, efecto que era resaltado en 

una segunda generación utilizando como inóculo la misma comunidad establecida al final 

del primer ciclo, demostrando que la composición de las comunidades de esporas 

remanentes refleja la especificidad respecto a las plantas utilizadas. Tal cual se ha 

observado en este estudio, la composición 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 retroalimentación 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 básicamente al menor tamaño 

poblacional de G. constrictum asociada a esta especie vegetal, probablemente 

relacionado a los menores crecimientos presentados por esta especie. No obstante, los 

tamaños de las demás 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 índices de estructura, al igual que altos índices de riqueza de 

especies, y bajos niveles de dominancia (Figura V-35). No obstante, en las asociaciones 

que incluían Retama las comunidades presentaban estructuras similares a las que 
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presentaban las plantas acompañantes (a la Retama) cuando se presentaban solas, lo 

que demostraría la mayor influencia de éstas sobre la selección 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 botánica Probablemente, las propias adaptaciones de las distintas 

especies de HMA al sistema simulado, la selección por especificidad discutida con 

anterioridad, o la homogeneidad botánica de las plantas estudiadas condicionaron un 

estatus homogéneo en la composición de las comunidades micorrícicas, aún 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 está más relacionada con la propia competencia que puedan presentar las 

especies vegetales al estar combinadas, que por la composición de la comunidad de 

HMA. Rosendahl y Stukenbrock (2004), estudiando por secuenciación los productos 

obtenidos por PCR-nidada de la región LSU rDNA desde raíces de un pastizal no 

modificado, encontraron hasta un total de 11 conglomerados conteniendo individuos 

relacionados al género Glomus, de los que cuatro contenían especies conocidas. El 

estudio se realizó periódicamente desde mayo a noviembre, no registrándose diferencias 

en las comunidades atribuibles al cambio temporal, encontrándose además en una raíz 

individual buena parte de la diversidad total de una zona de estudio. Este comportamiento 

también se observa una composición 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 exclusión por competencia puede haber sido determinante de 

la homogeneidad de las comunidades, la que no se presentó durante el primer ciclo 

anual, cuando las proporciones relativas de estas especies de hongos llegó 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 conformación de las comunidades de HMA definitivas la propia 

capacidad adaptativa del hongo, o su capacidad competitiva interespecífica. Sobre todo 

este último aspecto parece ser el principal responsable de la estructuración 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 variación de las poblaciones de G. clarum y G. coronatum, 
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presentando un crecimiento sostenido a tasas reducidas hasta otoño 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 demás 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 Mediterránea similares al sistema de 

mesocosmos aquí simulado, también se encontró que la principal especie constituyente 

de las comunidades de HMA era G. constrictum (Palenzuela et al. 2002; Azcón-Aguilar et 

al. 2003). Esto podría deberse a dos motivos distintos y bastante contrapuestos. El priero 

sería una lógica mejor adaptación a este tipo particular de ambientes por parte de esta 

especie de hongo, así 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 podría 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 raíces 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). Sólo se presenta una 

variación apreciable en la temporada invierno-primavera de 2003, ocasión en que 

aumentó significativamente la densidad poblacional de casi todas las especies de HMA 

en suelo, que repercutió en que se pudiese encontrar consistentemente el máximo de 

riqueza de especies de HMA (6), al igual que altos valores de equidad y bajos niveles de 

dominancia, debido a la proporción equilibrada de las diferentes poblaciones. Con 

posterioridad a esto, los valores de los índices se estabilizaron, a excepción de la 

dominancia, que siguió 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 colonización del medio por las distintas especies de HMA; i) especies que presentan 

una colonización mayoritaria, tanto en el medio intra- como extrarradical, ii) especies que 

presentan una colonización minoritaria, pero que son constituyentes permanentes de las 

comunidades, y iii) especies efímeras, 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 encontrarían aquellas 

especies con mayores ventajas adaptativas al medio físico, que según algunos estudios 

previos, podría ser el principal factor determinante de la composición de las comunidades 

(Mangan et al. 2004). En este caso particular, además de la adaptación propia de G. 

constrictum observada en este estudio y en estudios anteriores en ecosistemas similares 

al aquí simulado (Palenzuela et al. 2002; Azcón-Aguilar et al. 2003), G. intraradices 

contaría con la ventaja adaptativa de la formación de estructuras de resistencia 

intrarradicales, protegidas en gran medida de las fluctuaciones ambientales, además de 

convertirse en una importante fuente de inóculo espacialmente cercana a las raíces sobre 

las cuales realizar una nueva colonización. En la segunda pauta se encontrarían 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 colonización intrarradical de 

forma permanente, acoplados a los distintos estados fenológicos de éste. En este estudio 

este comportamiento fue observado en G. mosseae y G. viscosum. Y en la tercera pauta, 

se podrían encontrar especies con una menor adaptabilidad al medio y/o con un menor 

grado de especificidad con el hospedero. 

Esto último podría tener bastante lógica si se observa que en esta tercera pauta 

encontraríamos 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 España dominado por la presencia de plantas 

terófitas. En este caso, la anualidad de las plantas determinaría 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 adaptación a este tipo de comportamiento por parte del hongo podría 

explicar el cese de su colonización aproximadamente al año del establecimiento, aún 

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, 

que se observa de manera acelerada (¡sus poblaciones se reducen casi a cero en una 

sola estación!) se deba a la germinación generalizada de las estructuras de resistencia y 

no directamente a la degradación de éstas. Por tanto, el desplazamiento de estas 

poblaciones se observaría, tal cual se registró en este estudio, en el segundo ciclo anual 

de crecimiento, y podría deberse a la fuerte competencia espacial que le significa el tener 

que encontrar un nicho ecológico, que no es el propio, dentro de otros hongos que han 

estado permanentemente colonizando, y que están más adaptados a este tipo de plantas 

perennes. Por otra parte, el caso de G. clarum podría 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 raíces colonizadas de plantas de olivo, 

por lo que perfectamente puede ser una especie asociada a plantas terófitas 

acompañantes del cultivo (malas hierbas). Además, 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 

herbáceas anuales. Tampoco es probable que se deba a un aporte diferencial de 

propágulos infectivos iniciales, puesto que del total de propágulos aportados, G. 

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

A mayor escala, probablemente se hubiese podido encontrar indicios de una 

separación espacial de las distintas especies de HMA. No obstante, estas diferencias 

espaciales en colonización se han visto básicamente a nivel de distintas familias de HMA, 

siendo los miembros de la familia Glomaceae los más rápidos en colonizar las raíces 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 podría haber permitido la aparición de las especies 

que presentaron un menor tamaño poblacional, o que desaparecieron podría haber sido 

la separación 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 separación espacial y temporal, formando agregados de pequeño volumen por una 

parte, y siendo A. colossica preferentemente esporuladora en la estación cálida, al 

contrario de G. gigantea, que esporulaba en la estación fría. Esto podría promover la 

diversidad en las comunidades de plantas, debido a las asociaciones específicas 

establecidas entre distintos hongos con determinadas plantas, que presentan  un 

desarrollo fenológico diferencial. En el presente estudio, sin embargo, no se registró la 
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separación temporal, aún cuando algunos aspectos fenológicos de las plantas eran 

variables según la especie, como fue el caso de la floración (Figuras V-7 a V-10). Según 

los resultados obtenidos, y en base a lo discutido con anterioridad, las especies 

dominantes no presentaron una estacionalidad en cuanto a su expresión intra- y 

extrarradical, presentándose en todo momento en densidades considerables en el suelo, 

y colonizando las raíces en todas las asociaciones estudiadas. El efecto competitivo pudo 

haber sido el desencadenante final de que no se realizase un segundo ciclo de 

colonización por parte de las especies de HMA que desaparecen de la comunidad, aún 

cuando en el primero sí parece haberse mostrado esta característica (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, sí se encontraron tendencias estacionales respecto 

de la expresión de los distintos componentes fúngicos tanto en suelo como en raíz (ver 

Figuras V-13 y V-15). Se pudo encontrar que aunque el micelio total de HMA en suelo no 

sufría cambios bruscos, y su crecimiento se producía a tasa decrecientes en el suelo, el 

micelio vivo sí presentaba una marcada estacionalidad, aumentando sus tasas de 

crecimiento en las temporadas de primavera y otoño. Por su parte, en términos 

generales, la proporción de raíz colonizada por HMA, así 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 fúngicos 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 climática sobre la 

densidad de hifas fúngicas extrarradicales y la colonización intrarradical, encontraron 

fuertes variaciones estacionales, presentándose los mayores niveles de colonización 

intraradical y densidad de micelio total y activo durante la estación estival, y los menores 

niveles en primavera y otoño. Bohrer y colaboradores (2004), trabajando con diferentes 

especies de zonas pantanosas a lo largo de siete meses, encontraron que los niveles de 

colonización en este tipo de plantas eran dependientes de la época en que se analizaba, 

siendo mayores los niveles de colonización en la temporada de primavera, y menores 

hacia finales del verano. Además, al ser independiente de los diversos factores abióticos 

analizados, concluyeron que las variaciones de los niveles de colonización son 

dependientes de la fenología 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 variación temporal de la micorrización, relacionándola con el 

estado fenológico de las plantas, siendo las colonizaciones mayores hacia finales de 

otoño, y la esporulación mayor en invierno. Routsalainen y colaboradores (2002), 

analizando la estacionalidad de la colonización micorrícica y por DSE en seis especies de 

plantas herbáceas de prados bajo-alpinos, encontraron que la variación en la 

colonización micorrícica era dependiente de la especie vegetal, presentando algunas 

especies altas colonizaciones en épocas específicas (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 

producían los mayores niveles de colonización micorrícica, mientras que los mayores 

niveles de colonización no micorrícica se registraban en otoño. Por otra parte, el análisis 

molecular, utilizando NS31/AM1, reveló cambios estacionales de las comunidades de 

HMA.  

Como se puede observar, no existe concordancia respecto de la época del año en 

que se producen los mayores niveles de expresión de la colonización por parte del 

hongo, tanto del medio intra- como extrarradical. En este estudio, sin embargo, el estudio 

fue a largo plazo, y permitió corroborar las observaciones realizadas en tres años 

consecutivos, sobre plantas perennes. Quizá por esto, el estado fenológico de las plantas 

tiene efectos menores sobre los parámetros de crecimiento del HMA. En todo caso, 

resulta lógico el comportamiento observado, en que bajo condiciones térmicas más 

adecuadas al desarrollo y funcionamiento de la simbiosis, el componente extrarradical 

presente un incremento, sobre todo en su fracción metabólicamente activa. Por el 

contrario, las mayores proporciones y longitudes de raíz colonizada en los períodos 

invernal y estival, puede resultar en una ventaja adaptativa, quedando el micosimbionte 

más protegido en la matriz radical en épocas con condiciones, sobre todo térmicas, más 

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 conformación de las comunidades de HMA. Entre estas causas podemos contar, 

además de la probablemente diferencial adecuación al medio edáfico utilizado, las 

propias interacciones de las especies entre sí, y las interacciones con la flora microbiana 

no micorrícica, parámetro este último no evaluado. Como se puede observar en las 

Figuras V-5 y V-6, se produjo una fuerte influencia de la asociación vegetal sobre el 
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crecimiento de cada una de las plantas en la asociación (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 reducción en su crecimiento. En numerosos estudios se ha puesto de 

manifiesto la elevada concentración de aceites escenciales en esta especie (Angelini et 

al. 2003; del Baño 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 Baño et al. 2003, 2004; Moreno et al. 2005; Peng et al. 

2005), alelopáticos, inhibiendo la germinación 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 

presentarían muchas de las especies afectadas por la actividad antimicrobial de los 

componentes de los aceites esenciales de Romero. Estos efectos podrían ser causa, 

directa o indirecta, del efecto deletéreo en la cobertura expresada por las plantas 

acompañantes en las asociaciones que contienen romero. 

Por el contrario, se observaron efectos sinérgicos en la asociación de Lavanda y 

Mejorana, (Figura V-6A y V-6B). Este efecto podría 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, así como su principal componente por separado, fenchona (49%), 

eran capaces de aumentar considerablemente la respiración del suelo (al triple), así como 

el tamaño de las poblaciones de microorganismos del suelo (tres órdenes de magnitud). 

A pesar de esto, la especie particular de HMA pareciera ser preponderante antes que la 

especie vegetal en la composición de las comunidades bacterianas asociadas tanto a las 

esporas, como a los demás 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 más próxima a retama y la zona más 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 protección de suelo, incrementando sus tazas de 

recuperación y facilitando la sucesión vegetal consecuente. Por estas razones, su utilidad 

en programas de recuperación de ecosistemas degradados puede tener un significativo 

impacto positivo, asociada a otras plantas propias de la sucesión vegetal, ya que 

potenciará 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 prácticamente se duplicó (Figuras V-6A y V-6B), duplicándose también el efecto 

protector unitario por parte de estas especies vegetales. No obstante, Retama no 

presenta esa elevada capacidad de protección de suelo, lo que puede estar fuertemente 

condicionado por su arquitectura, con ramas largas y angostas, y muchas veces carentes 

de estructuras foliares verdaderas. Aún así, el efecto promotor del crecimiento en sus 

especies asociadas justifica con creces su utilización. 

Las demás 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 siguió el mismo patrón presentado por 

la evolución de la cobertura específica. En Retama resulta claro el efecto deletéreo de la 

asociación con las especies de plantas utilizadas, reflejado en un brusco descenso, 

desde el primer momento, tanto de su longitud total como del número de sus 

ramificaciones, produciéndose incluso su desaparición en la asociación con Romero. Aún 

así, el efecto beneficioso otorgado a las plantas con las que se asoció, en particular 

Lavanda y Mejorana, justifica su incorporación 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 

incorporación en la comunidad vegetal. Por otra parte, se presentaron importantes 

diferencias en el número 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 asociación con Retama en ambas especies incrementó 

significativamente el número de inflorescencias, lo que representa una ventaja ecológica 

importante de tener en cuenta, porque se estaría viendo incrementado el potencial de 

dispersión de estas especies, con todas las ventajas que podría 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 características 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 raíces de las plantas. Entre esos efectos beneficiosos, atribuibles al 

crecimiento fúngico tenemos el descenso del pH, la producción de glomalina, y la 

formación de agregados estables. Es de destacar, no obstante, que el crecimiento 

vegetal se relaciona significativamente, y de la misma forma que el desarrollo fúngico, 

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 más crecieron 

las plantas son también aquellos en que más se desarrolló el micelio fúngico, 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 

función de absorción de la raíz es electroneutra, y que dependiento de la naturaleza 

catiónica o aniónica 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 absorción de nutrientes que realice.  

Como ejemplo de lo anterior, Bago y Azcón-Aguilar (1996) encontraron que la 

formación de la micorriza arbuscular era capaz de producir importantes cambios de pH 

rizosféricos, mucho más intensos que en plantas no micorrizadas. En este estudio, se 

observa que aunque debido a diferentes fuentes de N utilizadas (NO3
- o NH4

+) el efecto 

sobre el pH rizosférico es distinto, pero que plantas micorrizadas producen una mayor 

acidificación terminal (no en etapas prematuras de desarrollo de la raíz) incluso cuando la 

fuente de N utilizada es NH4
+, demostrando que la micorriza es el órgano más activo que 

la propia raíz en los procesos rizosféricos que inducen los cambios de pH. Además, 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 economías 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 alcalinización (de 

5.9 a 6.9) cuando el medio fue suplido con NO3
-. En presencia de NH4

+ la morfogénesis y 

desarrollo extraradical del hongo fue fuertemente reducido. Este efecto no se observó en 
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hongos no asociados, que se desarrollaban a partir de esporas germinadas, lo que 

sugiere la necesidad del normal funcionamiento simbiótico, con los flujos bidireccionales 

de nutrientes propios de ésta, para que se produzcan las modificaciones en el pH del 

sustrato.  

Tampoco se observó una relación del descenso del pH con diferencias en cuanto 

a la esporulación y a la diversidad de HMA. A diferencia de este resultado, Coughlan y 

colaboradores (2000), encontraron que la acidificación de suelos donde se desarrollaba 

Acer saccharum (maple) producía una mayor esporulación inicial, pero una reducida 

diversidad taxonómica, aunque el encalado producía una mayor esporulación total de  un 

mayor número de taxa, que incluso podían aparecer estando inicialmente ausentes en el 

suelo. 

Aunque es bien conocido el efecto que tiene la MA sobre la absorción de P en el 

suelo, en este estudio no se observó una correlación entre el contenido de P disponible 

en el sustrato y el desarrollo del hongo en el suelo. Presumiblemente, a mayor densidad 

de hifas se podría haber realizado una mayor movilización 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 lógico si se 

piensa que el diseño y funcionamiento del sistema establecido es totalmente cerrado, por 

lo que los únicos aportes de P al sistema podrían haberse producido desde algún pool 

menos lábil, como por ejemplo la descomposición de los elementos aéreos, o 

mineralización. 

No obstante lo anterior, quizá el efecto más importante encontrado sea el 

significativo aumento de la proporción de agregados estables de suelo (en el sustrato), 

puesto que el suelo original poseía un 25% de agregados hidroestables (ver Tabla 3), y  

se logró alcanzar al final del estudio entre 58 y 75%. Por otra parte, se presentaron 

importantes y significativas relaciones entre esta característica edáfica y la densidad del 

micelio extrarradical del HMA, así 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 

micorrícicas 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 agregación del suelo puede ser explicado por tres 

procesos distintos, pero simultáneos: i) crecimiento de las hifas en la matriz del suelo, 

donde crean el “esqueleto estructural” que enreda físicamente partículas de suelo, ii) las 

raíces e hifas crean condiciones que posibilitan la formación de microagregados de suelo, 
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y iii) las raíces e hifas sujetan como una red los microagregados y pequeños 

macroagregados, formando agregados mayores. El hecho de haber encontrado 

relaciones significativas ente este parámetro y la densidad de micelio extrarradical podría 

estar corroborando estos puntos. 

Además de este efecto de entrelazamiento, existen otros mecanismos por los 

cuales los HMA pueden favorecer la formación de agregados en el suelo, que es 

mediante la secreción de glomalina. Wright y colaboradores (1996) y Wright y Upadhyaya 

(1996), fueron capaces de extraer y caracterizar parcialmente esta proteína desde hifas 

activas de HMA, la cual es producida en cantidades significativas,  encontrándola también 

en grandes cantidades en el suelo, siendo esto último determinado por métodos 

indirectos, mediante la utilización del anticuerpo monoclonal utilizado para detectar la 

proteína en las hifas. Entre otras características, esta proteína presenta una alta 

estabilidad térmica, insolubilidad, y resistencia a la proteólisis, lo que puede ser debido a 

la glicosilación (es una glico-proteína), por lo que podría ser encontrada en suelo con 

bastante posterioridad al cese de la actividad de la simbiosis micorrícica (Wright et al. 

1996; Wright 2000). Estas características pueden conferir un papel importante a la 

glomalina como material cementante de las partículas de suelo (Wrigth y Upadhyaya 

1998), siendo otro proceso a tener en cuenta en el papel de los HMA en la estabilización 

del suelo. Presenta además la capacidad de absorber y estabilizar una serie de 

compuestos tóxicos y metales pesados, por lo que puede ser utilizada como herramienta 

para la recuperación de ecosistemas contaminados (González-Chávez et al. 2004). Otros 

estudios han demostrado también que la relación existente entre el carbono orgánico del 

suelo y la glomalina es altamente significativa (Borie et al. 2000; Bird et al. 2002), 

sugiriendo que puede representar una fracción importante de la materia orgánica 

edáfica.Wright y Upadhyaya (1998) encontraron que todas las fracciones de glomalina 

obtenidas desde un gran número de suelos de origen y uso distinto (total, fácilmente 

extractable e inmunorreactiva para las dos fracciones anteriores) correlacionaban de 

manera altamente significativa y lineal con la formación de agregados estables en suelo, 

en especial la fracción fácilmente extractable e inmunorreactiva fácilmente extractable.  

Por lo anterior, en este estudio se escogió la fracción de glomalina fácilmente 

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, además de con parámetros de crecimiento de la 

planta. Aunque no en la magnitud esperable, esta variable también correlacionó positiva y 
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significativamente con la proporción de agregados estables en suelo (Tabla V-3). Cabría 

esperar que en mayor medida, estos resultados se deban al efecto de las mayores 

densidades de componentes fúngicos 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 fúngico, como lo demuestran 

las correlaciones obtenidas, así como los resultados del análisis 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 orgánico 

conforme aumentaban los años de cero labranza. También encontraron correlaciones 

positivas entre carbono orgánico y glomalina total, aunque no se encontró relación entre 

glomalina y densidad de micelio, así como tampoco con estabilidad de agregados de 

suelo, sugiriendo que la agregación y estabilización en los suelos estudiados podría estar 

gobernada por otro tipo de interacciones.  

 Por otra parte, considerando que la técnica espectrofotométrica utilizada para la 

cuantificación de glomalina no es específica de este compuesto, importantes 

interferencias pueden haber propiciado que las relaciones encontradas sean de baja 

magnitud, pudiendo haberse considerado en la cuantificación buena parte de la proteína 

microbiana o presente en detritus y exudados radicales. Por otra parte, estudios recientes 

de Wright y colaboradores (2006), utilizando diferentes métodos de extracción 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 optimización más profunda, con otros tipos de 

métodos de extracción y cuantificación de este componente, más selectivos, y que 

permitan conocer de mejor forma cuáles son sus verdaderas implicancias en procesos de 

recuperación de ecosistemas degradados. 

En relación a la cobertura vegetal, y su relación con los contenidos de glomalina 

en el suelo, Knorr y colaboradores (2003) encontraron una correlación entre la 

densidad/diversidad de plantas herbáceas 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, quizá por el 

mencionado efecto deletéreo que significó la asociación a Romero y la consiguiente 

menor cobertura vegetal. Respecto a este último punto, Eviner y Chapin III (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 agregación 

de suelo. La biomasa bacterial activa si estuvo relacionada con la agregación, no así la 

longitud radical  ni el tamaño de las poblaciones de hongos. Bearden y Petersen (2000) 

encontraron que la inoculación con HMA en un Vertisol semi-árido, promovió la formación 

de agregados de suelo estables por efecto del crecimiento radical y las hifas micorrícicas 

en comparación al mismo suelo pasteurizado, pero no con respecto al suelo no 

pasteurizado y no inoculado con HMA. En este caso, la comparación puntual entre los 

tratamientos que soportaron las asociaciones múltiples de plantas (dado que en este 

caso lo único que cambia es la inoculación con HMA), sí se registró una diferencia 

significativa entre el nivel de formación de agregados estables, poniendo de manifiesto el 

efecto beneficioso de la inoculación con HMA del consorcio utilizado. No obstante, cabe 

señalar que estos dos tratamientos son los que menores niveles de agregación global 

presentan, por lo que, considerando la relativa homogeneidad de las comunidades de 

HMA formadas, la formulación de las asociaciones vegetales puede ser un factor de 

mayor importancia, pudiendo las diferentes relaciones de sinergia/competición afectar la 

formación de agregados estables de partículas de suelo por diferentes mecanismos, 

como puede ser un efecto directo del diferencial crecimiento hipógeo o de la posible 

modificación de las comunidades microbianas. 

 

Comentarios Finales 

 

Como se mencionó con anterioridad, esta tesis posee un carácter finalista, dado 

su orientación aplicada, esperándose que la simulación realizada pudiese otorgar bases 

para la incorporación de especies de plantas y de HMA en programas de revegetación en 

la región Mediterránea. Este aspecto cobra mayor importancia ante los efectos 

esperables del proceso de cambio climático global sobre los diversos ecosistemas de 

esta región. En este sentido, las variaciones tanto térmicas como de humedad ambiental 

condicionarán fuertemente la composición de las comunidades vegetales, siendo a gran 

escala justamente esas zonas (de transición entre las regiones mediterráneas y 

eurosiberianas) las más afectadas (Thuiller et al. 2005). Las comunidades de HMA, por 

su parte, parecen poseer una capacidad adaptativa considerable a cambios graduales en 

la concentración de CO2 ambiente, otro de los factores que más influencia presenta en 

este proceso global (Klironomos et al. 2005). Considerando que las zonas áridas y 

semiáridas de la Cuenca Mediterránea española se verán 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 biotecnológica en la recuperación 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 características físico-químicas del suelo. Cabe señalar, que este estudio es uno 

de los primeros en estudiar, en condiciones piloto, distintas asociaciones vegetales 

propias de áreas mediterráneos, y su utilización con vistas a estabilización de 

ecosistemas degradados por medio de la utilización de otra herramientas biotecnológicas 

como la inoculación con HMA. 

En este sentido, la utilización tanto de HMA como de otros inoculantes 

microbianos se ha estudiado en una amplia serie de ecosistemas, encontrándose 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 

demás microorganismos. Dadas las limitaciones inherentes a ecosistemas como el 

simulado en este estudio, la inoculación con HMA resulta una alternativa deseable, 

puesto que puede significar buena parte de la función de adquisición de nutrientes en las 

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

Una aplicación tecnológica, estudiada en los últimos tiempos con la finalidad de 

promover la recuperación de este tipo de ecosistemas estresados, es la utilización de 

residuos orgánicos (Caravaca et al. 2002; Palenzuela et al. 2002; Medina 2005). En este 

sentido, se podría incrementar la velocidad de recuperación de un ecosistema 

degradado/desertificado, realizando la correcta elección de la o las plantas idóneas. 

Idealmente, estas plantas debieran mostrar efectos sinérgicos en su asociación, como se 

ha mostrado en este estudio, y ser inoculadas desde su producción en vivero con HMA o 

inoculantes de segunda generación. Finalmente, la adición de material orgánico 

estabilizado, que actuará como es bien sabido, como material cementante de las 

micropartículas de suelo, como fuente de energía para microorganismos heterótrofos, y 

finalmente como fuente de nutrientes para la planta, entre otros muchos beneficios 

posibles. 

Otro beneficio de la utilización de plantas inoculada/micorrizada desde vivero 

puede ser su función como “isla de fertilidad” en su aplicación posterior en condiciones 

naturales (Azcón-Aguilar et al. 2003), desde las cuales se puede extender la presencia de 

propágulos de HMAs al suelo adyacente. Por otra parte, la inoculación, además del 
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efecto obvio sobre el crecimiento de la planta, permitirá que la mayor cobertura que éstas 

alcancen proteja de mejor manera el suelo contra la erosión (Estaún et al. 1997).  

La utilización de inoculantes más completos, que consideren no solamente los 

simbiontes micorrizógenos, sino además otros grupos microbianos rizosféricos 

adecuados a las plantas que se desee establecer con fines de recuperación de la 

cubierta vegetal, denominados inoculantes de segunda generación (Barea et al. 1996; 

Barea 1997), puede ser una alternativa biotecnológica relativamente y económica, de la 

cual se podrían obtener grandes beneficios.  En especial si se considera la incorporación 

de plantas leguminosas, la posibilidad de desarrollar este tipo de inoculantes puede 

significar un rápido aumento del índice de protección 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 mediterráneo en ecosistemas semiáridos del sureste español (Valladares et 

al. 2002; Rodríguez-Echeverría et al. 2003). 

Por otra parte, como se desprende de los resultados obtenidos en esta Tesis 

Doctoral, aún cuando la presencia de una leguminosa (como Retama en este caso) sea 

efímera, su función como planta facilitadota del establecimiento de la planta asociada, y 

los índices de crecimiento y cobertura que estas alcanzan justifican su incorporación en 

una asociación vegetal destinada a la recuperación de un ecosistema degradado. Un 

modelo para la creación de inoculantes duales, conteniendo tanto Rhizobium como HMA, 

podría considerar pasos tales como i) creación de una colección de muestras de 

microsimbiontes, a partir de nódulos y de suelo (para Rhizobium y HMA 

respectivamente), ii) identificación en condiciones controladas de los aislados más 

efectivos, iii) creación del inóculo en medio sólido para su aplicación en campo (o en 

planta de forma viverística), y iv) seguimiento del impacto de la inoculación en el 

crecimiento de la planta (y evaluación del efecto de la inoculación dual sobre la mejora 

del medio edáfico) (Leseur et al. 2001). En ensayos de larga duración, realizados en 

suelos de ecosistemas mediterráneos desertificados, como el simulado en este estudio, 

Requena y colaboradores (2001) demostraron que la inoculación con HMA y Rhizobium 

nativos no sólo mejoraba el establecimiento de plantas de Anthyllis cytisoides y 

Lavandula multifida, sino que también mejoraba la fertilidad y calidad del suelo 

revegetado. Entre los parámetros que mayor efecto positivo presentaron se encuentra el 

potencial micorrícico, la agregación de las partículas de suelo, el contenido total de N en 

el suelo y el contenido en materia orgánica (MO).  
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Finalmente, cabe mencionar que como consecuencia de este estudio se pretendió 

incrementar, en primera instancia, el conocimiento de la simbiosis micorrícica, con 

especial referencia a ambientes degradados de la cuenca mediterránea. Entre los 

aspectos analizados, se pudo observar el efecto preponderante de la asociación vegetal 

sobre el propio comportamiento de la estructuración de la comunidad vegetal y el 

crecimiento de cada planta en la asociación, por sobre el efecto de la comunidad de 

HMA. No obstante, se puedo observar el importante beneficio de la inoculación 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 identificación y 

caracterización de hongos micorrícicos, permitieron el caracterizar cuales eran las 

especies de HMA que realmente se encontraban colonizando las plantas utilizadas, así 

como realizar su posterior seguimiento, tanto a nivel de raíz como de suelo. Este es uno 

de los primeros estudios que han permitido de una manera sencilla cumplir este objetivo. 

Esta herramienta podría ser utilizada en condiciones naturales y estudiar de esta manera 

la efectividad de la inoculación realizada, ya sea en campo o en vivero, y evaluar así 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 algún taxon  botánico 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 revegetación los 

hacen más deseables para su utilización como inoculante, un hecho importante que debe 

ser tenido en cuenta cada vez con mayor interés en procesos de recuperación de 

ecosistemas degradados. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



“…Porque de la tierra 

no salen sólo minerales 

ni brotan sólo plantas; 

salen ideas y brotan sentimientos…” 

 

(Angel Ganivet) 
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1. El mayor crecimiento de las plantas, tanto en cobertura como en longitud de 

raíces condicionó una mejora significativa de las condiciones del suelo. Entre los 

parámetros que mejor representaron el efecto del crecimiento vegetal sobre la 

mejora del sustrato, se encontraron el descenso en el valor de pH y la formación 

de agregados hidroestables. 

2. El desarrollo del hongo en el suelo, particularmente hifas, se relacionó a la vez 

que con un mayor crecimiento vegetal, con una mejora del nivel de agregados 

estables en el suelo, y con una mayor actividad biológica general, representado 

por un mayor descenso en los valores de pH. 

3. Aún cuando la presencia proporcional de Retama en las distintas asociaciones 

vegetales de las que formó parte se redujo significativamente desde el comienzo 

del estudio, la promoción del crecimiento y la consecuente mejora de las 

condiciones del suelo justifica su inclusión 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 características 

del suelo son aquellas que incluyen Lavanda, puesto que esta espeie presentó los 

mayores índices de crecimiento vegetal, a la vez que promovió asociaciones 

sinérgicas con las demás especies vegetales. 
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5. Las diferencias presentes en las secuencias nucleotídicas en la zona NS31/Glo1 

de los distintos HMA utilizados han permitido la obtención de perfiles genéticos 

distinguibles por medio de PCR-nidada-TTGE, que posibilitó su seguimiento a 

través del tiempo. 

6. Las especies de HMA que se encontraron persistentemente colonizando la raíz 

fueron aquellas que mantuvieron a lo largo del tiempo mayores poblaciones de 

esporas en el sustrato, encontrándose eventualmente especies con poblaciones 

reducidas en el suelo colonizando raíces, y sólo durante las primeras etapas de 

estudio aquellas especies que desaparecen de la comunidad con posterioridad. 

7. La competencia interespecífica 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. 

8. Tanto G. constrictum como G. intraradices se presentaron de forma permanente y 

en una alta proporción en las comunidades de HMA, tanto a nivel intra- como 

extrarradical, a la vez que G. mosseae y G. viscosum presentaron una proporción 

baja del total de la comunidad, pero estable en el tiempo, en tanto que G. clarum y 

G. coronatum se presentaron en la comunidad de HMA sólo durante el primer 

ciclo anual. 

9. El aumento de diversidad de la cubierta vegetal no se relacionó con un aumento 

en los niveles de diversidad de HMA resultante tanto en suelo como en la raíz. 

Además, la diversidad de HMA no presentó relación con la mejora de las 

características del suelo, con el crecimiento vegetal, ni con el aumento de los 

propágulos de HMA en el sustrato. 

10. “Los cambios en la diversidad y estructura vegetal no han producido un cambio 

importante en la composición y estructura de las comunidades de HMA, 

pareciendo este parámetro ser más dependiente de características intrínsecas de 

cada hongo y/o de las características del suelo”. 
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Anexo 1. Valoración de pH por asociación vegetal y etapa de muestreo, y media global por 
asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  8,89  ab 8,68  cd 8,45  ab 7,97  e 8,31  abc 8,41  bcd 8,29  abc 8,08  ab 7,99  abc 8,32  c 8,51  ab 7,98  c 8,32  cde 

 L  8,92  ab 8,62  d 8,35  c 8,02  d 8,15  d 8,38  cde 8,32  abc 8,02  ab 7,85  ef 8,40  abc 8,51  ab 7,92  c 8,29  e 

 Re  8,93  ab 8,86  a 8,45  ab 8,07  bcd 8,36  ab 8,54  a 8,43  a 8,10  ab 8,07  a 8,32  c 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 8,27  bc 8,01  ab 7,83  ef 8,46  ab 8,41  b 8,09  b 8,33  bcd 

 ML  8,78  ab 8,69  bcd 8,46  ab 8,06  cd 8,22  cd 8,29  e 8,24  bc 8,00  ab 7,91  cde 8,49  ab 8,49  ab 8,12  ab 8,31  cd 

 MRe  8,89  ab 8,82  abc 8,42  ab 8,06  cd 8,33  abc 8,44  bc 8,22  bc 8,07  ab 7,96  bcd 8,53  a 8,55  a 8,18  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  8,70  b 8,68  cd 8,44  ab 8,10  abc 8,22  cd 8,41  bcd 8,34  abc 7,97  b 7,84  ef 8,47  ab 8,55  a 8,18  ab 8,32  cde 

 LRo  8,76  ab 8,80  abc 8,48  a 8,12  ab 8,36  ab 8,32  de 8,22  c 8,00  ab 7,89 def 8,46  ab 8,50  ab 8,14  ab 8,34  bcd 

 ReRo  8,88  ab 8,84  ab 8,39  bc 8,13  a 8,36  ab 8,39  cde 8,33  abc 7,99  b 7,81  f 8,38  bc 8,49  ab 8,17  ab 8,35  bcd 

 Todas  8,85  ab 8,78  abc 8,46  ab 8,12  ab 8,36  ab 8,50  ab 8,36  ab 8,03  ab 7,85  ef 8,52  ab 8,50  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 8,51  a 8,59  a 8,21  a 8,39  a 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 asociación vegetal y etapa de muestreo, y media 
global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  17,3  bcd 14,3  abcd 11,4  b   5,7  bc   5,1  cd 6,77  a 3,60  e 6,69  ab 5,96  ab 4,39  c 4,39  a 10,66  a 8,18  ab 

 L  17,4  bcd 12,5  bcd   9,9  bc   4,7  bc   5,6  bcd 7,30  a 5,92  abc 7,90  a 4,14  c 4,33  c 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   5,6  d   5,3  bc 10,0  a 6,89  a 5,44  abcd 6,38  ab 4,60  bc 4,33  c 4,33  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  bcd 5,97  b 4,93  bc 5,62  ab 5,62  a   5,32  ab 7,09  cd 

 MRe  17,9  bcd 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  c 4,30  a   4,81  ab 7,58  bcd 

 MRo  17,7  bcd 11,2  d   6,7  d   7,3  ab   5,8  bcd 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  19,6  a 14,8  ab 12,2  b 10,3  a   8,2  abc 7,26  a 6,74  a 6,25  ab 7,42  a 5,56  ab 5,56  a   4,69  ab 8,90  a 

 LRo  18,9  ab 15,2  ab 18,4  a   3,3  c   4,1  d 6,29  ab 4,43  bcd 5,69  b 5,96  ab 5,57  ab 5,57  a   5,92  ab 8,36  ab 

 ReRo  18,5  abc 14,7  abc 11,4  b   3,3  c   9,1  ab 6,77  a 3,85  de 6,21  ab 6,18  ab 5,89  ab 5,89  a   6,57  ab 7,87  bc 

 Todas  18,2  abcd 15,1  ab 12,8  b   5,0  bc   7,6  abcd 6,91  a 4,23  bcd 6,65  ab 4,77  bc 5,66  ab 5,66  a   3,62  ab 7,80  bc 

 Nat  17,7  bcd 16,4  a 12,0  b   4,2  bc   7,2  abcd 5,57  b 4,34  bcd 5,18  b 4,68  bc 6,32  a 6,32  a   6,89  ab 7,93  bc 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 asociación vegetal y etapa de muestreo, y media 
global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  5,54  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  bcd3 6,25  ab 6,45  bc 

 L  5,44  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 8,81  ab  6,92  a 6,64  ab 

 Re  5,71  bcd 6,63  ab 4,99  bc 4,01  c 6,10  bcd 4,98  d 5,49  de 6,52  ab 5,51  d 7,62  cd 7,93  bcde 5,11  b 5,88  d 

 Ro  6,24  abcd 7,32  ab 5,96  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 6,97  ab 6,18  a 4,89  ab 6,81  abc 6,40  abc 6,29  ab 7,45  a 6,79  ab 9,10  a 8,88  a 6,76  a 6,92  a 

 MRe  6,17  abcd 6,88  ab 6,28  a 5,08  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 5,54  cd 4,96  e 7,39  ab 6,08  bcd 8,30  abc 8,82  ab 6,11  ab 6,45  bc 

 LRe  6,85  a 6,87  ab 4,83  c 4,68  abc 6,77  abc 6,71  ab 6,15  abc 7,45  a 6,32  abcd 8,54  ab 8,74  ab 5,98  ab 6,66  ab 

 LRo  6,08  abcd 6,54  b 5,60  abc 4,31  bc 6,14  bcd 6,81  a 5,75  bcd 7,13  ab 5,54  d 7,97  bcd  7,59  de 5,48  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 5,90  cd 7,64  cd 8,37  abcd 5,46  ab 6,24  c 

 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  c 

 Nat  6,07  abcd 7,72  a 5,45  abc 4,36  bc 6,90  ab 5,86  abcd 6,40  a 5,59  c 5,83  d 7,35  d 7,79  cde 6,02  ab 6,28  c 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Proporción de agregados hidroestables por asociación vegetal y etapa de muestreo, 
y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  41,14  ab   37,58  de   60,51abcd 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  bcd 66,91  ab   73,61  a     72,53  a     62,67  abc 75,28  ab   82,86  a     50,18  b    58,49  abc 57,82  c    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   65,59  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  bcd 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     68,57  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  c     70,49  ab   68,63  d    55,89  ab   50,33  bc   64,78  abc 56,67  d 

 Nat  26,78  c 35,34  e     45,35  e     64,85  ab   54,72  b     45,76  e     65,48  abc 58,84  c     55,05  e    49,67  b    47,66  c    66,07  abc 51,30  e 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M    51,6bcde 150,9  ab 122,2  de 332,9  ab 211,7  cd 174,9  def 215,6  c 350,6  ab 226,5  cd 191,8  de 162,5  cd 156,7  cd 195,7  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 344,9  b 260,4  ab 231,8  ab 284,2  ab 

 Re    14,1  e   58,7  d   77,3  e   98,6  d 135,4  de 120,3  f 130,7  d 141,7  f 109,4  e 117,1  e   96,7  e 104,6  e 100,4  f 

 Ro  107,3  a 175,9  ab 225,9  ab 345,9  ab 340,2  a 329,4  b 322,5  a 303,8  bc 276,3  cd 332,7  b 284,6  a 253,2  ab 274,8  abc

 ML    91,1  ab 157,6  ab 199,5  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 292,3  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 211,5  a 214,3  abc 272,1  b 307,1  ab 349,3  ab 240,8  bc 274,6  bcd 430,8  a 338,9  b 281,8  a 271,1  a 272,4  abc

 LRo    74,9  abc 196,1  ab 206,4  abc 200,8  c 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 181,5  e 

 Todas    73,3  abc 134,4  bc 207,2  abc 183,7  c 217,8  cd 234,3  bc 235,2  bc 222,6  def 293,3  c 244,9  cd 199,8  bc 167,9  c 201,2  de 

 Nat    22,2  de   90,5  cd 105,9  de 125,9  cd 119,2  e 137,2  ef 150,3  d 179,6  ef 215,3  d 179,1  de 132,6  de 142,4  cd 133,4  f 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 según asociación vegetal 
y etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 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  c   86,22  b   65,11  bc   57,94  bc   71,05  b 

 ML  32,87  a 47,43  b 61,87  b 78,17  ab 110,94  a 148,15  a 92,42  a 113,43  a 152,92  b 160,73  a   86,79  b   78,99  b   97,06  a 

 LRe  33,85  a 82,08  a 94,34  a 92,95  a 109,60  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 28,24  c 21,22  c   29,04  b   37,37  cd 27,57  c   29,89  b   59,32  c   46,75  b   33,55  d   35,42  c   32,36  c 

 Todas  21,79  ab 38,56  bc 54,10  b 33,62  c   47,78  b   67,14  bc 52,54  bc   57,00  b   98,30  c   80,44  b   46,59  cd   47,71  c   53,80  bc

 Nat  4,09  c 22,59  c 21,19  c 23,40  c   22,63  b   33,10  d 30,94  c   35,61  b   61,48  c   50,86  b   27,26  d   38,93  c   31,01  c 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 L  6,85  ab 6,85  ab   9,82  ab 12,78  ab  14,08  b 15,93  b 16,15  ab 18,20  b 18,90  abc 19,30  a 18,15  ab 18,45  a 14,62  ab 

 ML  7,67  ab 7,67  ab 11,00  a 14,33  a 19,28  a 20,83  a 20,28  a 23,33  a 22,33  a 23,67  a 19,67  a 21,11  a 17,60  a 

 LRe  8,80  a 8,80  a 11,73  a 14,65  a 14,75  b 15,00  b 16,20  ab 18,50  b 20,60  ab 21,00  a 20,60  a 21,00  a 15,97  ab 

 LRo  5,89  b 5,89  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  c 3,38  c 10,31  ab 17,25  a   8,25  c   8,75  c   9,50  d 10,50  d 14,00  c 10,75  c   9,75  c 11,00  b   9,73  d 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de inflorescencias en plantas de Lavanda por asociación vegetal y etapa de 
muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 L  - - - - 0,30  ab 0,30  ab - 2,25  bc 3,20  b 0,05  a - 0,90  a 0,58  bc 

 ML  - - - - 0,50  ab 0,10 b - 3,40  ab 4,00  b 0,00  a - 1,60  a 0,80  ab 

 LRe  - - - - 1,50  a 1,20  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  c 0,00  a - 0,30  a 0,06  c 

 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  c 0,00  a - 0,80  a 0,13  c 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 según asociación vegetal 
y etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  12,90  abc 37,72  b 30,55  bc   83,22  b 52,91  bc 43,73  b   53,90  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   72,98  bc 56,66  b   75,62  b   52,68  b   53,78  b 58,80  b 

 MRe  20,25  a 55,85  a 59,66  a 119,97  a 82,23  a 73,83  a 100,63  a 143,92  a 98,06  a 146,54  a 114,00  a 118,09  a 94,42  a 

 MRo    6,48  c 17,32  c 21,43  c   19,65  c 16,30  d 20,33  b   20,00  c   25,21  d 30,05  b   26,04  c   24,79  c   22,60  c 20,85  d 

 Todas  11,76  bc 11,70  c 31,14  bc   36,64  c 32,10  cd 32,32  b   41,28  bc   37,92  cd 44,73  b   34,94  c   31,25  bc   27,51  bc 31,11  cd 

 Nat    6,98  c   8,72  c 35,15  bc   38,53  c 29,03  cd 30,43  b   41,85  bc   58,69bcd 47,34  b   39,66  c   30,69  bc   30,03  bc 33,09  cd 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 10. Longitud de plantas de Mejorana por asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  12,23  a 12,23  a   8,95  ab 24,75  abc 23,33  ab 23,03  ab 24,25  ab 32,85  ab 25,00  b 25,10  b 24,55  b 24,45  b 21,73  b 

 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 24,20  b 25,60  b 25,20  b 26,50  b 22,05  b 

 MRe  10,40  a 10,40  a 10,20  a 32,95  a 28,10  a 29,30  a 30,20  a 39,30  a 33,40  a 33,60  a 34,60  a 37,10  a 27,46  a 

 MRo    7,75  a   7,75  a   5,50  b 19,55  bc 18,15  b 18,35  b 17,60  b 20,80  c 18,00  b 18,80  bc 18,80  b 19,40  b 15,87  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  c   8,50  c 20,75  b 18,02  bc 

 Nat    7,50  a   7,50  a   8,00  ab 15,67  c 29,33  a 21,17  b 23,00  ab 30,67  ab 23,00  b 21,00  bc 19,00  b 24,00 b 18,63  bc 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de inflorescencias en plantas de Mejorana por asociación vegetal y etapa 
de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  - - - - - - -   7,65  ab - - - 0,60  b 0,69  b 

 ML  - - - - - - -   2,90  bc - - - 0,90  b 0,32  b 

 MRe  - - - - - - - 10,10  a - - - 6,10  a 1,35  a 

 MRo  - - - - - - -   0,20  c - - - 0,20  b 0,03  b 

 Todas  - - - - - - -   1,80  bc - - - 0,40  b 0,18  b 

 Nat  - - - - - - -   1,40  bc - - - 0,20  b 0,13  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 según asociación vegetal 
y etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 Re  3,53  abc 14,67  b 19,33  a 24,65  b 33,84  ab 30,08  a 32,68  a 35,42  a 27,34  a 29,27  a 24,18  a 26,15  a 25,10  a 

 MRe  4,49  a 23,68  a 12,79  b 43,10  a 43,95  a 32,62  a 27,85  a 17,31  bc 15,89  b 15,29  b 15,36  ab 11,10  b 21,95  a 

 LRe  4,89  a 13,35  bc 13,95  ab 37,57  a 39,91  a 27,08  a 30,92  a 18,99  b 11,34  bc 15,98  b 13,35  b 11,08  b 19,87  a 

 ReRo  2,44  bc   5,56  c   6,78  cd 16,63  b 23,21  bc 14,29  b 10,48  b   9,25  bc   5,05  c   4,64  b   0,31  c   0,00  c   8,22  b 

 Todas  4,23  ab 21,83  ab 10,87  bc 23,81  b 25,07  bc 21,60  ab 14,53  b 12,08  bc   9,74  bc   7,24  b   6,19  bc   0,86  bc 13,17  b 

 Nat  1,77  c 21,37  ab   4,87  d 19,44  b 19,10  c 21,72  ab   9,40  b   7,93  c   7,17  bc   6,58  b   1,36  c   3,01  bc 10,31  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 Re  37,53  ab 37,53  ab 36,35  a 42,15  ab 41,48  ab 41,24  ab 40,20  a 38,95  a 40,15  a 40,85  a 37,40  a 37,00  a 39,23  a 

 MRe  44,50  a 44,50  a 45,50  a 45,00  a 43,60  a 45,70  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  30,67  b 30,67  b 31,89  a 31,67  bc 27,94  cd 28,11  c 20,44  b 20,22  b 16,78  bc 16,56  b   2,33  c   0,00  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  b 20,75  b 14,75  c 21,25  b 21,50  b   2,25  bc 22,98  b 

 Nat  28,00  b 28,00  b 33,50  a 28,50  c 28,50  bcd 33,00  bc 30,50  ab 31,00  ab 15,50  c 24,5  b 23,00  b   4,50  bc 24,59  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de ramificaciones en plantas de Retama por asociación vegetal y etapa de 
muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 Re  5,70  ab 5,70  ab 10,35  a 21,95  a 26,75  a 25,35  a 21,25  a 25,40  a 26,30  a 28,70  a 27,10  a 34,85  a 21,62  a 

 MRe  7,40  ab 7,40  ab 12,20  a 11,30  b 13,40  b 11,70  b   9,50  b 10,30  b   8,50  b   9,10  b   6,80  b   3,30  b   9,24  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   7,90  b 11,90  b   7,80  b   5,20  b   5,00  b   3,40  b   3,90  b   0,50  b   0,00  b   5,27  b 

 Todas  8,80  a 8,80  a 11,40  a 11,60  b 12,80  b 10,00  b   6,80  b   6,80  b   5,00  b   4,40  b   1,60  b   0,40  b   7,37  b 

 Nat  4,50  b 4,50  b   7,00  a   7,75  b   9,50  b   9,75  b   6,00  b   6,75  b   5,00  b   5,25  b   2,25  b   1,75  b   5,83  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 según asociación vegetal 
y etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 Ro  26,82  a 43,97  ab   56,48  bc 86,48  a   85,04 ab   82,34 ab   80,62  b   75,95  b   69,08  b   83,21 ab   71,14  b 63,29  a   68,70  b 

 MRo  27,07  a 68,49  a   74,96  b 79,19  a 100,39 ab   86,84 ab   96,48 ab   93,53 ab 119,87  a 108,11 ab 103,45 ab 80,14  a   86,54 ab 

 LRo  26,43  a 66,16  a   76,84  b 66,05  ab   76,38  bc   82,29 ab   91,06  b   83,59  b 105,93 ab   85,47 ab 108,99 ab 77,34  a   78,88 ab 

 ReRo  24,62  a 62,63  ab   77,14  b 68,29  ab   78,26  bc   84,66 ab 102,58 ab   91,96 ab 122,23  a   97,72 ab 101,31 ab 79,18  a   82,55 ab 

 Todas  35,56  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    9,32  b 37,81  b   44,67  c 44,57  b   48,45  c   51,99  b   68,09  b   77,43  b   99,29 ab   81,97  b   73,32  b 70,40  a   58,94  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 Ro  11,60  a 11,60  a 25,00  a 29,73  a 30,00  a 29,17  a 31,35  a 32,35  a 30,60  a 31,45  a 30,75  a 31,20  a 27,07  a 

 MRo  11,95  a 11,95  a 23,00  a 26,80  a 27,35  a 27,85  a 28,70  a 29,05  a 29,30  a 29,30  a 29,50  a 29,10  a 25,32  a 

 LRo  11,30  a 11,30  a 21,80  a 27,00  a 28,05  a 27,85  a 29,20  a 29,30  a 29,30  a 29,20  a 29,20  a 29,40  a 25,24  a 

 ReRo  10,80  a 10,80  a 21,20  a 25,40  a 25,85  a 25,95  a 27,10  a 27,30  a 27,20  ab 27,70  a 27,70  a 27,80  a 23,73  a 

 Todas  12,90  a 12,90  a 25,60  a 29,40  a 30,00  a 29,90  a 31,60  a 32,00  a 32,20  a 33,20  a 33,40  a 32,20  a 27,94  a 

 Nat    5,00  b   5,00  b 10,60  b 11,60  b 16,20  b 16,10  b 17,60  b 18,80  b 22,00  b 20,40  b 18,60  b 19,00  b 15,07  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de flores en plantas de Romero por asociación vegetal y etapa de 
muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 Ro  - - - - - 0,00  b 11,50  a - 0,00  b 0,50  a   6,65  b - 1,55  ab 

 MRo  - - - - - 0,90  a 13,80  a - 0,20  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 estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de ramificaciones en plantas de Romero por asociación vegetal y etapa de 
muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 Ro  2,80  ab 2,8o  ab 4,25  a 4,05  b 4,95  a 4,70  a 5,15  a 5,45  a 5,50  a 5,60  a 5,55  a 5,35  b 4,68  a 

 MRo  3,00  ab 3,00  ab 4,60  a 4,40  ab 5,00  a 5,20  a 5,20  a 5,90  a 5,80  a 6,20  a 6,20  a 6,20  ab 5,06  a 

 LRo  2,70  ab 2,70  ab 5,10  a 5,20  ab 5,60  a 5,20  a 5,90  a 6,40  a 6,40  a 6,80  a 6,30  a 6,20  ab 5,38  a 

 ReRo  3,00  ab 3,00  ab 4,50  a 4,60  ab 5,20  a 5,10  a 5,60  a 5,90  a 6,10  a 6,10  a 6,00  a 6,10  ab 5,10  a 

 Todas  3,40  a 3,40  a 5,00  a 5,00  ab 5,40  a 5,40  a 5,80  a 6,20  a 6,40  a 6,40  a 6,20  a 6,40  ab 5,42  a 

 Nat  1,40  b 1,40  b 5,80  a 5,80  a 5,20  a 5,60  a 5,20  a 6,80  a 6,80  a 7,00  a 7,20  a 7,40  a 5,47  a 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 micorrícico total por asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,39  ab    0,83  cdef  2,49  a      2,44  ab    2,44  ab    2,30  bcd   2,21  cd    2,40  a      2,33  b    2,19  a      1,62  ab    1,80  a      1,95  b 

 L  0,45  a      1,14  ab    1,61  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  c    2,19  bcd   1,61  g    1,58  fg    1,95  bc    1,70  de    1,45  de    1,27  de    1,23  e    1,50  g 

 Ro  0,21  c    0,99abcde 2,05  b    2,71  a      2,33  ab    1,92  ef    2,02  de    2,55  a    1,98  c    1,73  bcd   1,52  abcd 1,75  ab    1,81  c 

 ML  0,25  bc    1,01  abcd 2,58  a    1,94  c    2,34  ab    1,90  ef    1,88  ef    2,12  b    2,09  c    1,64  de    1,40  abcd 1,70  abc   1,74  cd 

 MRe  0,19  c    0,90  bcde 1,35  de    1,88  c    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    1,91  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  c    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    2,52  b    2,55  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    1,91  c    1,93  cde   2,34  bc    2,36  bc    1,72  cd    2,07  c    1,47  de    1,31  cd    1,51  cd    1,55  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    1,85  cd    1,43  e    1,29  d    1,50  cd    1,46  g 

 Nat  0,22  c    0,60  f    0,78  f    2,03  c    1,68  e    1,80  fg    1,73  g    1,56  d    1,44  f    1,40  e    1,03  e    1,19  e    1,29  h 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 micorrícico vivo por asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,24  a      0,28  ab    0,31  b    0,58  a      0,45  ab    0,69  bc    0,66  bc    1,16  a      0,78  b    0,84  a      0,68  a      0,85  a      0,63  a 

 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    0,59  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    0,30  a    0,46  a      0,54  ab    0,38  bcd   0,50  def   0,51  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    0,46  a    0,35  c    0,49  ab    0,52  de    0,51  de    1,07  ab    0,72  bcd   0,58  bcd   0,54  abcd 0,76  ab    0,53  bc 

 MRe  0,05  c    0,13  c    0,10  cd    0,45  abc   0,44  abc   0,58  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  c    0,60  cdef  0,53  d    0,62  ab    0,75  ab    0,51  bcd 

 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  bcd   0,50  e    0,45  e 

 LRo  0,12  bc    0,25  abc   0,10  cd    0,57  a    0,33  cd    0,76  ab    0,77  b    0,86  bc    0,54  ef    0,48  d    0,69  a    0,66  bcd   0,51  bcd 

 ReRo  0,08  bc    0,16  bc    0,07  d    0,41  bc    0,37  bcd   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  c    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    0,44  e 

 Nat  0,03  c    0,13  c    0,05  d    0,33  c    0,28  d    0,45  f    0,44  ef    0,76  c    0,53  f    0,50  d    0,42  d    0,53  de    0,37  f 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 asociación vegetal y etapa de muestreo, y media global 
por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 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 3,91  cde 11,12  a 19,54  a 21,73  a 14,83  a 9,71  a 13,73  a 9,35  a 

 Re  - 0,27  f 0,78  e 1,25  f 1,41  f 3,29  e   1,91  d   4,28  e   2,17  e   2,54  e 1,63  e   2,03  f 1,96  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  bcd 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 

 MRo  - 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 8,55  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 5,48  a   9,16  ab 11,13  cd 11,97  bcd 10,81  abc 5,16  bc   8,80  bcd 6,30  bc 

 Nat  - 0,31  ef 1,02  de 1,37  f 2,45  bcd 3,46  de   4,87  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 estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Proporción de raíz micorrizada por asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  - 35,1  bcde 39,4  d 64,9  ab 63,5  abc 65,2  a 73,4  b 45,6  cde 47,3  bc 25,6  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  - 52,3  a 79,5  a 72,6  a 64,6  abc 54,4  ab 85,5  a 78,4  a 69,6  a 70,9  a 66,0  a 67,9  a 69,25  a 

 Ro  - 42,5  ab 65,9  abc 52,1  bc 53,5  c 44,0  bcd 60,1  cde 45,9  cde 35,6  de 30,9  de 48,4  cd 37,2  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 39,9  cd 37,9  cd 59,3  ab 39,8  fg 48,00  cd 

 MRo  - 19,4  e 51,4  bcd 58,7  abc 72,0  ab 28,3  e 49,0  ef 37,8  ef 40,0  cd 30,6  de 48,4  cd 49,2  cde 44,07  de 

 LRe  - 32,6  bcde 63,5  abc 64,3  ab 73,5  a 50,2  bc 69,0  bc 51,1  c 45,8  cd 45,0  bc 53,2  bc 53,7  bc 54,71  b 

 LRo  - 20,3  de 62,5  abc 44,7  c 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 48,3  ef 48,6  cd 37,6  cde 29,7  de 48,1  cd 39,2  fg 47,85  cd 

 Todas  - 23,9  cde 47,7  cd 54,5  abc 59,4  abc 26,0  e 44,2  f 35,6  f 28,5  e 29,2  de 46,2  cd 44,5  defg 39,98  e 

 Nat  - 22,4  de 41,0  d 59,1  abc 68,9  ab 47,2  bc 73,9  b 62,5  b 57,3  b 53,3  b 65,5  a 58,3  b 55,40  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 raíz micorrizada por asociación vegetal y etapa de muestreo, y media 
global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  - 0,14  a 0,25  cd 0,49  bc 0,31  bc 3,32  a 4,36  bc 1,69  c   5,04  b 2,34  c 5,14  a 3,27  cde 2,39  bc 

 L  - 0,13  ab 0,46  a 0,53  b 0,34  b 1,82  bcd 6,92  a 4,44  a 10,38  a 3,55  bc 3,98  abc 6,27  a 3,53  a 

 Re  - 0,08  bcd 0,25  cd 0,30  d 0,20  c 1,80  bcd 1,63  d 1,68  c   1,60  c 1,79  c 1,08  d 1,36  e 1,07  d 

 Ro  - 0,09  abcd 0,32  abcd 0,27  d 0,32  bc 1,60  bcd 4,01  bc 2,67  bc   5,01  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 5,74  ab 3,68  ab   5,31  b 3,32  bc 2,90  bc 4,20  bc 2,52  b 

 MRe  - 0,06  cd 0,27  bcd 0,37  bcd 0,19  c 2,26  b 2,56  cd 1,59  c   3,64  bc 3,04   bc 4,36  ab 1,60  de 1,81  c 

 MRo  - 0,05  cd 0,23  cd 0,30  d 0,30  bc 1,11  d 3,27  cd 2,52  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   4,73  b 5,58  a 4,10  abc 4,97  abc 3,12  a 

 LRo  - 0,06  cd 0,42  ab 0,33  cd 0,51  a 1,37  d 3,42  cd 1,67  c   4,31  b 4,70  ab 3,94  abc 5,66  ab 2,40  bc 

 ReRo  - 0,10  abcd 0,31  abcd 0,53  b 0,41  ab 1,42  cd 2,57  cd 2,33  c   3,92  b 3,42  bc 2,99  bc 3,06  cde 1,91  bc 

 Todas  - 0,09  abcd 0,23  cd 0,29  d 0,41  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  bcd 1,46  c   4,09  b 2,82  bc 2,64  bcd 3,12  cde 1,84  c 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número total de esporas en 100 g de sustrato por asociación vegetal y etapa de 
muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 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  c    1063  ab      892 abcd   497  c       499  e     461,12  cd

 Re    32  bcd     77  bcd   232  c    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   735 abcd   664  bc    813abcde  492,06  cd

 MRe    38  bc    107  bc    237  c    203  e      258  bcd    173  f      253  cdef     873  b       695  bcd    809 abcd 1298  ab      657 bcde 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 

 ReRo    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  bcd    145  f          63  d     1097  ab    1122  ab    1110  abc    870  abc  505,20bcd

 Nat    13  e      14  d    182  c    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 estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de esporas de G.clarum en 100 g de sustrato por asociación vegetal y 
etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  6,00  a 9,00  a 20,00  b 80,00  a 0,00  b 7,50  a - - - - - - 10,21  a 

 L  6,00  a 7,00  ab   1,00  b 31,25  b 0,00  b 2,50  b - - - - - -   4,00  cde

 Re  4,00  a 5,00  ab   5,00  b 12,50  cd 1,25  ab 1,25  b - - - - - -   2,42  def 

 Ro  3,00  a 3,00  ab 10,00  b   3,75  cd 0,00  b 0,00  b - - - - - -   1,65  f 

 ML  3,00  a 3,00  ab 18,00  b   0,00  d 0,00  b 0,00  b - - - - - -   2,00  f 

 MRe  2,00  a 3,00  ab 15,00  b   2,50  cd 2,50  a 0,00  b - - - - - -   2,08  ef 

 MRo  4,00  a 2,00  ab   8,00  b 15,00  c 0,00  b 0,00  b - - - - - -   2,42  def 

 LRe  3,00  a 5,00  ab 18,00  b   5,00  cd 0,00  b 0,00  b - - - - - -   2,58  def 

 LRo  2,00  a 6,00  ab 38,00  a   5,00  cd 0,00  b 0,00  b - - - - - -   4,25  cd 

 ReRo  7,00  a 4,00  ab 54,00  a 10,00  cd 0,00  b 0,00  b - - - - - -   6,25  b 

 Todas  6,00  a 1,00  b 50,00  a   5,00  cd 0,00  b 0,00  b - - - - - -   5,17  bc 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero; 
Todas=una planta de cada especie. 

 

Anexo 26. Densidad específica de G.clarum por asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,08  b 0,08  a 0,06  bc 0,11  a 0,00  b 0,02  a - - - - - - 0,03  ab 

 L  0,11  ab 0,04  a 0,00  d 0,07  ab 0,00  b 0,01  b - - - - - - 0,02  bc 

 Re  0,11  ab 0,07  a 0,02  cd 0,04  bc 0,01  ab 0,01  b - - - - - - 0,02  bc 

 Ro  0,08  b 0,01  a 0,02  cd 0,01  c 0,00  b 0,00  b - - - - - - 0,01  c 

 ML  0,08  b 0,04  a 0,05  cd 0,00  c 0,00  b 0,00  b - - - - - - 0,01  bc 

 MRe  0,07  b 0,02  a 0,07  bc 0,01  c 0,01  a 0,00  b - - - - - - 0,02  bc 

 MRo  0,12  ab 0,05  a 0,05  bc 0,06  b 0,00  b 0,00  b - - - - - - 0,02  abc 

 LRe  0,09  b 0,06  a 0,0  cd 0,01  c 0,00  b 0,00  b - - - - - - 0,02  bc 

 LRo  0,15  ab 0,08  a 0,10  b 0,02  c 0,00  b 0,00  b - - - - - - 0,03  ab 

 ReRo  0,27  a 0,09  a 0,10  b 0,04  bc 0,00  b 0,00  b - - - - - - 0,04  a 

 Todas  0,18  ab 0,04  a 0,15  a 0,01  c 0,00  b 0,00  b - - - - - - 0,03  ab 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de esporas de G.constrictum en 100 g de sustrato por asociación vegetal y 
etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M    82,0  bc 116,0  cd 168,0  bcd 210,0  bcd 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  bcd 231,3  bcd 200,0  ab 163,8  cde 213,8  bcd 378,8  c   783,8abc 575,0  bcd   382,5  b 403,3  b 315,8  c 

 Re    43,0  c   55,0  d   99,0  de 123,8  de 116,3  b   93,8  de 147,5  cde 335,0  c   180,0  d 211,3  e   661,3  b 401,3  b 205,6  d 

 Ro  177,0  a 257,0  a 158,0  bcd 197,5  bcd 263,8  ab 423,3  a 236,3  abc 426,3  c   425,0  cd 478,8  cde   466,3  b 498,8  ab 334,0  c 

 ML    78,0  bc 173,0  abc 304,0  a 380,0  a 321,3  a   76,3  e 283,8  ab 517,5  bc   506,3bcd 496,3  cde   502,5  b 595,0  ab 352,8  bc 

 MRe    81,0  bc   57,0  d   42,0  e   52,5  e 121,3  b 107,5  de 162,5  cde 680,0  ab   54,5  bcd 623,8abcd 1057,5 ab 547,5  ab 339,6  c 

 MRo    82,0  bc   56,0  d 129,0  cde 161,3  cde 167,5  ab 231,3  bcd 115,0  de 511,3  bc   905,0 ab 958,8  a 1403,3  a 775,0  a 457,9  a 

 LRe    62,0  c 109,0  cd 217,0  bc 271,3  bc 102,5  b 405,0  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  c 178,0  abc 156,0  bcd 195,0  bcd 197,5  ab 181,3bcde 156,3  cde   96,7  d   666,3abc 372,5  de   480,0  b 775,0  a 292,2  c 

 ReRo    28,0  c 210,0  ab 109,0  de 136,3  de   98,8  b 263,8  bc 147,5  cde   62,5  d 1036,3  a 491,3  cde   865,0 ab 580,0  ab 335,7  c 

 Todas    32,0  c 114,0  cd 243,0  ab 303,8  ab 181,3  ab 317,5  ab   97,5  e   48,8  d   873,8 ab 788,8  abc   792,5 ab 651,3  ab 370,3  abc

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 específica de G.constrictum por asociación vegetal y etapa de muestreo, 
y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,61  a 0,68  a 0,26  abc 0,27  d 0,42  c 0,59  ab 0,74  ab 0,81  a 0,83  ab 0,74  bc 0,84  ab 0,73  b 0,63  b 

 L  0,74  a 0,67  a 0,39  abc 0,53  ab 0,68  ab 0,61  ab 0,73  ab 0,81  a 0,83  ab 0,78  abc 0,81  ab 0,87  ab 0,70  a 

 Re  0,79  a 0,66  a 0,24  c 0,39  cd 0,53  abc 0,64  ab 0,61  bc 0,54  b 0,72  b 0,63  d 0,75  b 0,75  ab 0,60  b 

 Ro  0,80  a 0,86  a 0,45  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 0,85  ab 0,88  ab 0,86  ab 0,71  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 0,91  a 0,72  a 

 ReRo  0,67  a 0,75  a 0,37  abc 0,37  cd 0,55 abc 0,53  b 0,57  c 0,76  a 0,84  ab 0,72  b 0,73  b 0,77  ab 0,64  b 

 Todas  0,60  a 0,83  a 0,31  abc 0,59  a 0,68  ab 0,77  a 0,73  ab 0,83  a 0,86  ab 0,82  ab 0,78  ab 0,80  ab 0,72  a 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de esporas de G.coronatum en 100 g de sustrato por asociación vegetal y 
etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  2,0  ab   3,0  ab   1,0  d 93,8  a 6,3  a 1,3  a - 0,0  a 0,0  a - - -   8,9  ab 

 L  0,0  b   5,0  ab   3,0  d 81,3  a 2,5  a 2,5  a - 0,0  a 0,0  a - - -   7,9  ab 

 Re  1,0  ab   6,0  ab   9,0  cd 42,5  a 0,0  a 2,5  a - 0,0  a 0,0  a - - -   5,1  b 

 Ro  0,0  b 12,0  a 62,0  a 78,8  a 0,0  a 3,8  a - 0,0  a 0,0  a - - - 13,0  a 

 ML  2,0  ab   3,0  ab 51,0  ab 85,0  a 0,0  a 0,0  a - 0,0  a 0,0  a - - - 11,8  ab 

 MRe  2,0  ab   8,0  ab 46,0  abc 38,8  a 0,0  a 0,0  a - 0,0  a 0,0  a - - -   7,9  ab 

 MRo  5,0  a   8,0  ab 15,0  bcd 36,3  a 1,3  a 0,0  a - 0,0  a 0,0  a - - -   5,5  b 

 LRe  2,0  ab   0,0  b 53,0  ab 96,3  a 7,5  a 0,0  a - 0,0  a 0,0  a - - - 13,2  a 

 LRo  1,0  ab   3,0  ab 48,0  ab 53,8  a 0,0  a 0,0  a - 0,0  a 0,0  a - - -   8,8  ab 

 ReRo  0,0  b   0,0  b 58,0  a 68,8  a 0,0  a 2,5  a - 0,0  a 1,3  a - - - 10,9  ab 

 Todas  2,0  ab   0,0  b 36,0  abcd 92,5  a 6,3  a 0,0  a - 1,3  a 0,0  a - - - 11,5  ab 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero; 
Todas=una planta de cada especie. 

 

Anexo 30. Densidad específica de G.coronatum por asociación vegetal y etapa de muestreo, 
y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,03  ab 0,02  ab 0,00  c 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 estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de esporas de G.intraradices en 100 g de sustrato por asociación vegetal y 
etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  10,0  a 10,0  ab 158,7  ab 188,8  a 92,5  a   85,0  bc 76,3  ab 171,3  ab 138,8  ab 138,8  ab 137,5  bc 172,5  a 115,0  a 

 L    1,0  b 18,0  a 168,0  a   36,3  de 73,8  ab   47,5  c 36,3  ab   51,3  cde 101,3  abc 121,3  abc   42,5  d   31,7  c   60,7  b 

 Re    1,0  b   5,0  ab   95,0  cd   28,8  e 51,3  bc   27,5  c 70,0  ab 238,8  a   50,0  c 112,5  abc 160,0  b   68,8  bc   75,7  b 

 Ro    0,0  b   5,0  ab 186,0  a   48,8  cde 70,0  ab 136,7  ab 67,5  ab 140,0  bc   33,8  c 108,8  abc   56,3  d   38,8  c   74,3  b 

 ML    0,0  b   0,0  b 174,0  a   58,8  cde 72,5  ab   23,7  c 80,0  ab   86,3bcde   45,0  c   95,0  bc   82,5  cd   98,3  abc   68,0  b 

 MRe    0,0  b   0,0  b   80,0  d   37,5  de 71,3  ab   27,5  c 57,5  ab 112,5  bcd   87,5  abc   67,5  c 142,5  bc   58,8  bc   61,9  b 

 MRo    0,0  b   5,0  ab   56,0  d   31,3  de 70,0  ab   87,5  bc 41,3  ab 137,5  bc   73,8  bc 137,5  ab 183,3  b   98,8  abc   76,8  b 

 LRe    0,0  b   1,0  b 152,0  abc 116,3  b 55,0  bc   81,7  bc 27,5  b   13,8  e   80,0  bc   91,3  bc   47,5  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 88,8  ab   41,7  de 167,5  a   61,3  c   48,8  d   67,5  bc   59,6  b 

 ReRo    0,0  b   0,0  b 103,0  bcd   86,3  bcd 47,5  bc 186,3  a 98,8  a   18,8  e 165,0  a 165,0  a 255,0  a 165,0  a 107,5  a 

 Todas    0,0  b   0,0  b   80,0  d   95,0  bc 26,3  c   66,3  bc 30,0  b     1,3  e 113,8  abc 161,3  a 196,3  ab 146,3  ab   76,4  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero; 
Todas=una planta de cada especie. 

 

Anexo 32. Densidad específica de G.intraradices por asociación vegetal y etapa de muestreo, 
y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,10  a 0,10  a 0,36  abc 0,28  a 0,34  a 0,24  ab 0,15  b 0,17  bcd 0,15  ab 0,20  bc 0,11  ab 0,19  ab 0,19  abc 

 L  0,02  b 0,12  a 0,44  a 0,08  d 0,25  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 0,45  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 0,24  ab 0,21  ab 0,21  bc 0,08  ab 0,14  c 0,12  ab 0,11  ab 0,16  bc 

 LRe  0,00  b 0,01  a 0,41  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 0,23  ab 0,30  a 0,28  ab 0,19  a 0,14  c 0,10  b 0,08  b 0,15 bc 

 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  bcd 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 estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de esporas de G.mosseae en 100 g de sustrato por asociación vegetal y 
etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  5,0  a 14,0  a 40,0  b 91,3  a 60,0  a 11,3  a 17,5  ab   1,3  c   2,5  b   7,5  ab   0,0  b   1,3  a 30,0  ab 

 L  6,0  a   9,0  ab 29,0  b 36,3  bc 17,5  b 23,8  a 21,3  a 16,3  a 16,3  b 10,0  ab 18,8  a 10,0  a 17,8  ab 

 Re  1,0  a   5,0  b 41,0  b 85,0  a 11,3  b 15,0  a 21,3  a 15,0  ab 21,3  ab 12,5  ab 13,8  ab 15,0  a 21,4  a 

 Ro  5,0  a   8,0  ab 44,0  b 48,8  abc 32,5  ab 10,0  a   5,0  bc   7,5  abc   5,0  b   2,5  b   2,5  b   1,3  a 14,3  bc 

 ML  5,0  a   3,0  b 21,0  b 86,3  a 20,0  b   1,3  a 12,5  abc   1,3  c 12,5  b   7,5  ab   5,0  ab 17,5  a 16,1  ab 

 MRe  0,0  a   3,0  b 19,0  b 48,8  abc 33,8  ab 12,5  a   8,8  abc   6,3  abc 21,3  ab   5,0  b   6,3  ab   7,5  a 14,3  bc 

 MRo  1,0  a   2,0  b 18,0  b 26,3  c 23,8  b 15,0  a   5,0  bc   3,8  c   3,8  b   5,0  b   1,3  b   3,8  a   9,0  cd 

 LRe  1,0  a   3,0  b 24,0  b 77,5  ab 31,3  ab 26,3  a   8,8  abc   2,5  c 46,3  a 22,5  a   5,0  ab   5,0  a 21,1  ab 

 LRo  1,0  a   5,0  b 32,0  b 18,8  c 22,5  b   3,8  a   6,3  bc   3,8  c   7,5  b   3,8  b   1,3  b   1,3  a   8,9  cd 

 ReRo  2,0  a   6,0  b 78,0  a 35,0  bc 37,5  ab 20,0  a 13,8  abc   6,3  abc 21,3  ab 16,3  ab   2,5  b 10,0  a 20,7  ab 

 Todas  6,0  a   4,0  b 18,0  b   3,8  c 13,8  b   7,5  a   3,8  c   5,0  c 10,0  b   3,8  b   3,8  ab   2,5  a   6,8  d 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 específica de G.mosseae por asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,09  a 0,12  ab 0,07  bc 0,12  bc 0,20  a 0,03  bcd 0,04  abc 0,00  b 0,00  c 0,01  b 0,00  b 0,00  c 0,06  bc 

 L  0,13  a 0,05  bc 0,08  bc 0,08  bc 0,06  c 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  0,04  a 0,07  abc 0,19  a 0,27  a 0,08  bc 0,10  a 0,08  ab 0,02  ab 0,09  a 0,03  a 0,02  b 0,04  a 0,08  a 

 Ro  0,13  a 0,03  bc 0,08  bc 0,11  bc 0,09  bc 0,02  cd 0,01  c 0,01  ab 0,01  c 0,00  b 0,01  b 0,00  c 0,04  c 

 ML  0,15  a 0,04  bc 0,04  c 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  c 

 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  c 0,04  c 

 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  c 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 0,02 bc 0,02  ab 0,00  b 0,01  abc 0,07  ab 

 Todas  0,16  a 0,13  ab 0,06  bc 0,01  c 0,06  c 0,02  d 0,05  abc 0,08  a 0,01  c 0,00  b 0,00  b 0,00  c 0,05  bc 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Número de esporas de G.viscosum en 100 g de sustrato por asociación vegetal y 
etapa de muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  14,0  a   2,0  ab 110,8  a 93,8  a   8,8  ab 36,3  a 23,8  a 35,0  a 27,5  ab 42,5  a 13,8  ab 87,5  a 41,3  a 

 L    0,0  a 22,0  a   30,0  bc 21,3  cd   1,3  b 23,8  ab 12,5  bcd 18,8  b 23,8  ab 21,3  b   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   8,8  b   7,5  cd 35,0  a   3,8  cd   2,5  cd   8,8  abc 15,0  b 10,6  c 

 Ro    0,0  a   7,0  ab     7,0  c 25,0  cd 13,8  ab 40,0  a   6,3  cd   1,3  c   7,5  cd 12,5  bcd   0,0  c 21,3  b 11,0  c 

 ML    0,0  a   3,0  ab   15,0  bc 56,3  b 27,5  a 10,0  b 18,8  ab 17,5  bc 33,8  a 17,5  bc   8,8  abc 67,5  ab 23,0  b 

 MRe    0,0  a   2,0  ab     6,0  c 13,8  cd 13,8  ab 15,0  ab   8,8  bcd 17,5  bc   1,3  d   8,8  bcd 12,5  abc 13,8  b   9,4  c 

 MRo    0,0  a 15,0  ab     5,0  c 13,8  cd   7,5  ab 38,8  a   3,8  d 17,5  bc 12,5  bcd 10,0  bcd   8,8  abc 17,5  b 12,5  c 

 LRe    0,0  a   6,0  ab   11,0  bc 31,3  c 12,5  ab 20,0  ab   6,3  cd   0,0  c   6,3  cd   8,8  bcd   3,8  bc   5,0  b   9,2  c 

 LRo    0,0  a   3,0  ab   14,0  bc 17,5  cd 18,8  ab 22,5  ab 12,5  bcd   0,0  c 13,8  bcd   5,0  cd 16,3  ab   8,8  b 11,0  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   5,0  b 13,2  c 

 Todas    0,0  a   0,0  b   47,0  bc   3,8  d 11,3  ab 17,5  ab   2,5  d   1,3  c 16,3  bcd   0,0  d 20,0  a 20,0  b 11,6  c 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple de Tukey (p<0,05). M=Mejorana; L=Lavanda; Re=Retama; Ro=Romero; 
Todas=una planta de cada especie. 

 

Anexo 36. Densidad específica de G.viscosum por asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,10  a 0,01  a 0,23  a 0,12  a 0,04  a 0,11  a 0,05  ab 0,03  ab 0,03  b 0,06  a 0,02  bcde 0,10  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  bcd 

 Ro  0,00  a 0,02  a 0,01  b 0,06  b 0,04  a 0,08  ab 0,03  b 0,00  b 0,02  bc 0,03  bc 0,00  e 0,04  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  c 0,01  cd 0,01  bcde 0,02  bc 0,03  bcd 

 MRo  0,00  a 0,09  a 0,02  b 0,05  bc 0,02  a 0,10  ab 0,02  b 0,02  ab 0,01  bc 0,01  cd 0,01  cde 0,02  bc 0,03  bcd 

 LRe  0,00  a 0,07  a 0,03  b 0,05  bc 0,06  a 0,05  ab 0,03  b 0,00  b 0,01  bc 0,01  cd 0,00  de 0,01  c 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  0,00  a 0,00  a 0,09  b 0,03  bc 0,00  a 0,08  ab 0,08  a 0,00  b 0,01  bc 0,00  d 0,02  bcde 0,01  c 0,03  cd 

 Todas  0,00  a 0,00  a 0,07 b 0,01  c 0,06  a 0,03  b 0,02  b 0,04  ab 0,02  bc 0,00  d 0,02  abc 0,02  bc 0,03  d 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Índice de riqueza de especies de HMA por asociación vegetal y etapa de muestreo, 
y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  3,25  a 4,75  a 5,33  ab 6,00  a 4,25  ab 5,00  a 4,00  a 3,25  ab 3,50  a 3,75  a 3,00  ab 3,25  ab 4,11  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 4,25  ab 5,50  ab 5,75  ab 4,25  ab 4,75  ab 3,50  ab 4,00  a 3,50  a 3,50  ab 3,75  a 4,00  a 4,08  a 

 Ro  2,50  abc 4,00  a 5,75  a 5,50  ab 4,00  ab 4,33  abcd 3,25  ab 2,75  bc 3,50  a 3,50  ab 2,50  b 3,25  ab 3,74  bc 

 ML  3,00  ab 2,75  ab 5,50  ab 5,00  bc 4,00  ab 3,00  e 4,00  a 3,25  ab 3,75  a 3,75  a 3,50  a 3,50  ab 3,75  bc 

 MRe  2,00  bc 2,75  a 5,75  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 3,50  ab 3,77  b 

 MRo  2,75  abc 3,25  ab 5,50  ab 6,00  a 3,75 abc 4,00  bcd 3,25  ab 3,75  a 3,50  a 3,50  ab 3,33  ab 3,50  ab 3,84  b 

 LRe  2,25  abc 3,00  a 6,00  a 5,75  ab  4,25  ab 4,00  bcd 3,75  a 2,25  cd 4,00  a 4,00  a 3,00  ab 3,00  b 3,77  b 

 LRo  2,00  bc 3,25  a 6,00  a 5,75  ab 3,75  abc 3,50  de 3,50  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 5,50  ab 3,00  cd 4,25  abcd 4,00  a 2,50  bcd 3,75  a 2,75  bc 3,67  a 3,00  b 3,60  bc 

 Todas  3,00  ab 2,00  a 6,00  a 4,50  cb 4,50  a 3,75  cde 2,75  b 2,50  bcd 3,75  a 2,50  c 3,50  a 3,25  ab 3,50  c 

 Nat  1,75  c 1,25  a 4,50  b 4,00  d 2,33  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 estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Índice de equidad de especies de HMA por asociación vegetal y etapa de 
muestreo, y media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,94  a 1,01  a 2,84  a 1,65  a 1,20  a 1,07  ab 0,80  abc 0,56  b 0,52  bc 1,01  a 0,48  ab 0,66  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  0,53  ab 0,99  ab 3,19  a 1,50  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 1,35  bc 0,90  bc 0,91  ab 0,65  c 0,60  ab 0,40  c 0,92  abc 0,43  ab 0,38  ab 0,92  ab 

 ML  0,61 ab 0,47  cde 3,27  a 1,22  c 0,85  c 0,78  b 0,81  abc 0,55  b 0,56  bc 0,91  abc 0,56  ab 0,64  a 0,94  ab 

 MRe  0,40  b 0,42  de 2,67  a 1,52  ab 1,13  ab 0,91  ab 0,80  abc 0,55  b 0,53  bc 0,62  de 0,47  ab 0,41  ab 0,87  b 

 MRo  0,71  ab 0,69  abcd 3,47  a 1,35  bc 0,94  bc 0,98  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  bcde 2,97  a 1,34  bc 1,16  ab 0,80  b 0,73  bc 0,44  b 0,56  bc 0,68  de 0,34  b 0,33  b 0,86  b 

 LRo  0,55  ab 0,72  abcd 3,23  a 1,25  c 0,82  c 0,85  b 0,83  abc 0,63  ab 0,61 bc 0,77  bcd 0,49  ab 0,33  b 0,92  ab 

 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 0,53  bc 0,96  ab 0,65  a 0,61  ab 1,08  a 

 Todas  0,91  ab 0,41  de 3,70  a 1,00  d 0,93  bc 0,69  b 0,66  c 0,51  b 0,47  bc 0,78  bcd 0,61  a 0,59  ab 0,94  ab 

 Nat  0,47  ab 0,16  e 3,01  a 0,78  e 0,75  c 0,86  b 0,71  bc 0,49  b 0,90  a 0,49  e 0,53  ab 0,51  ab 0,80  b 

Letras distintas en una columna demuestran diferencia estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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 asociación vegetal y etapa de muestreo, y 
media global por asociación vegetal. 
Plantas  Ver 02  Oto 02  Inv 03  Prim 03  Ver 03  Oto 03 Inv 04 Prim 04 Ver 04 Oto 04 Inv 05 Prim o5 X repet. 

 M  0,47  a 0,50  c 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  c 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 0,64  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 0,54  ab 0,54  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 0,58  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  c 0,64  ab 0,72  ab 0,60  de 0,61  c 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 estadística significativa de acuerdo al 
test de rango múltiple 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. Análisis factorial de los parámetros edáficos, prueba de Bartlett, componentes principales, 

varianza explicada y matriz de componentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KMO y prueba de Bartlett

,661

25,162

3

,000

Medida de adecuación muestral de
Kaiser-Meyer-Olkin.

Chi-cuadrado
aproximado

gl

Sig.

Prueba de esfericidad
de Bartlett

Varianza total explicada

1,889 62,983 62,983 1,889 62,983 62,983

,627 20,893 83,876

,484 16,124 100,000

Componente
1

2

3

Total
% de la
varianza % acumulado Total

% de la
varianza % acumulado

Autovalores iniciales
Sumas de las saturaciones al cuadrado

de la extracción

Método de extracción: Análisis de Componentes principales.

Matriz de componentesa

-,833

,780

,767

MRPHW

MRGLOFE

MRAGRE

1

Compone
nte

Método de extracción: Análisis de componentes principales.

1 componentes extraídosa. 
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Anexo 41. Análisis factorial de los parámetros de crecimiento vegetal, prueba de Bartlett, componentes 

principales, varianza explicada y matriz de componentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KMO y prueba de Bartlett

,674

130,367

3

,000

Medida de adecuación muestral de
Kaiser-Meyer-Olkin.

Chi-cuadrado
aproximado

gl

Sig.

Prueba de esfericidad
de Bartlett

Varianza total explicada

2,631 87,709 87,709 2,631 87,709 87,709

,297 9,915 97,625

7,126E-02 2,375 100,000

Componente
1

2

3

Total
% de la
varianza % acumulado Total

% de la
varianza % acumulado

Autovalores iniciales
Sumas de las saturaciones al cuadrado

de la extracción

Método de extracción: Análisis de Componentes principales.

Matriz de componentesa

,972

,940

,896

MRRATOT

MRRACOL

MRCOBERT

1

Compone
nte

Método de extracción: Análisis de componentes principales.

1 componentes extraídosa. 
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Anexo 42. Análisis factorial de los parámetros de desarrollo del hongo, prueba de Bartlett, 

componentes principales, varianza explicada y matriz de componentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KMO y prueba de Bartlett

,613

123,860

6

,000

Medida de adecuación muestral de
Kaiser-Meyer-Olkin.

Chi-cuadrado
aproximado

gl

Sig.

Prueba de esfericidad
de Bartlett

Varianza total explicada

2,588 64,699 64,699 2,588 64,699 64,699

,820 20,508 85,207

,536 13,407 98,614

5,544E-02 1,386 100,000

Componente
1

2

3

4

Total
% de la
varianza % acumulado Total

% de la
varianza % acumulado

Autovalores iniciales
Sumas de las saturaciones al cuadrado

de la extracción

Método de extracción: Análisis de Componentes principales.

Matriz de componentesa

,945

,932

,632

,653

MRMICTOT

MRMICVIV

MRRACOL

MRESPTOT

1

Compone
nte

Método de extracción: Análisis de componentes principales.

1 componentes extraídosa. 
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Anexo 43. Análisis factorial de los parámetros de biodiversidad del hongo, prueba de Bartlett, 

componentes principales, varianza explicada y matriz de componentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KMO y prueba de Bartlett

,651

32,969

3

,000

Medida de adecuación muestral de
Kaiser-Meyer-Olkin.

Chi-cuadrado
aproximado

gl

Sig.

Prueba de esfericidad
de Bartlett

Varianza total explicada

1,978 65,919 65,919 1,978 65,919 65,919

,644 21,468 87,387

,378 12,613 100,000

Componente
1

2

3

Total
% de la
varianza % acumulado Total

% de la
varianza % acumulado

Autovalores iniciales
Sumas de las saturaciones al cuadrado

de la extracción

Método de extracción: Análisis de Componentes principales.

Matriz de componentesa

,727

,857

-,845

MRS

MRH

MRSIMPSO

1

Compone
nte

Método de extracción: Análisis de componentes principales.

1 componentes extraídosa. 
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Anexo 44. Dendograma del análisis de conglomerados para la relación bivariada ente las componentes 

principales resultantes del análisis factorial para parámetros edáficos y crecimiento vegetal. 

 

 

 

 

 

C A S E      0         5        10        15        20        25 
             +---------+---------+---------+---------+---------+ 
      5,00   òø 
      9,00   òú 
      5,00   òú 
      5,00   òôòø 
      8,00   òú ó 
      2,00   òú ùòø 
      4,00   ò÷ ó ó 
      8,00   òòò÷ ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
      2,00   òø   ó                                           ó 
      8,00   òú   ó                                           ó 
      2,00   òôòòò÷                                           ó 
      2,00   ò÷                                               ó 
     12,00   òø                                               ó 
     12,00   òôòòòø                                           ó 
     11,00   òú   ó                                           ó 
     11,00   òú   ó                                           ó 
     12,00   ò÷   ùòòòòòòòòòòòòòòòòòø                         ó 
      3,00   òø   ó                 ó                         ó 
      3,00   òú   ó                 ó                         ó 
      3,00   òú   ó                 ó                         ó 
     12,00   òôòòò÷                 ó                         ó 
      3,00   ò÷                     ó                         ó 
      6,00   òø                     ó                         ó 
      6,00   òôòø                   ó                         ó 
      9,00   ò÷ ó                   ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
      7,00   òø ùòòòòòòòø           ó 
     10,00   òú ó       ó           ó 
     10,00   òôò÷       ó           ó 
      7,00   òú         ó           ó 
     11,00   ò÷         ó           ó 
      1,00   òø         ó           ó 
      4,00   òôòø       ó           ó 
      6,00   ò÷ ó       ó           ó 
     10,00   òø ó       ùòòòòòòòòòòò÷ 
     10,00   òú ó       ó 
     11,00   òú ùòø     ó 
      7,00   òú ó ó     ó 
      9,00   òú ó ó     ó 
      1,00   òú ó ó     ó 
      1,00   òôò÷ ó     ó 
      7,00   òú   ó     ó 
      9,00   òú   ùòòòòò÷ 
      4,00   òú   ó 
      6,00   òú   ó 
      1,00   òú   ó 
      5,00   òú   ó 
      4,00   ò÷   ó 
      8,00   òòòòò÷ 
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Anexo 45. Dendograma del análisis de conglomerados para la relación bivariada ente las componentes 

principales resultantes del análisis factorial para parámetros edáficos y biodiversidad de hongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 C A S E      0         5        10        15        20        25              +---------+---------+---------+---------+---------+ 
      8,00   òø 
      9,00   òú 
      6,00   òú 
      8,00   òú 
      4,00   òôòø 
      4,00   òú ó 
      5,00   òú ùòòòòòø 
      2,00   òú ó     ó 
      4,00   ò÷ ó     ó 
      2,00   òûò÷     ó 
      5,00   ò÷       ùòòòòòø 
      4,00   òø       ó     ó 
      7,00   òôòòòòòø ó     ó 
      9,00   òú     ó ó     ó 
     11,00   ò÷     ó ó     ó 
      7,00   òø     ùò÷     ó 
     10,00   òôòø   ó       ó 
      7,00   òú ó   ó       ó 
      8,00   òú ó   ó       ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
      9,00   ò÷ ùòòò÷       ó                   ó 
      2,00   òø ó           ó                   ó 
     10,00   òú ó           ó                   ó 
     10,00   òôò÷           ó                   ó 
      2,00   òú             ó                   ó 
      5,00   ò÷             ó                   ùòòòòòòòòòòòòòø 
      5,00   òø             ó                   ó             ó 
      6,00   òôòòòòòòòòòòòòò÷                   ó             ó 
      8,00   ò÷                                 ó             ó 
     12,00   òø                                 ó             ó 
     12,00   òôòòòòòø                           ó             ó 
     12,00   ò÷     ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷             ó 
     11,00   òûòø   ó                                         ó 
     12,00   ò÷ ùòòò÷                                         ó 
      6,00   òø ó                                             ó 
      9,00   òôò÷                                             ó 
     11,00   ò÷                                               ó 
      1,00   òø                                               ó 
      1,00   òú                                               ó 
      1,00   òôòòòòòòòòòòòø                                   ó 
      1,00   ò÷           ó                                   ó 
      3,00   òø           ó                                   ó 
      3,00   òôòòòø       ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
     11,00   ò÷   ùòø     ó 
      3,00   òø   ó ó     ó 
      6,00   òôòòò÷ ùòòòòò÷ 
      7,00   òú     ó 
     10,00   ò÷     ó 
      3,00   òòòòòòò÷ 
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Anexo 46. Dendograma del análisis de conglomerados para la relación bivariada ente las componentes 

principales resultantes del análisis factorial para parámetros edáficos y desarrollo del hongo. 

 

 

 

 

 

 

 

 C A S E      0         5        10        15        20        25 
              +---------+---------+---------+---------+---------+ 
      1,00    òø 
      1,00    òôòòòø 
      1,00    òú   ó 
      2,00    ò÷   ó 
      9,00    òø   ùòòòø 
     10,00    òú   ó   ó 
      5,00    òú   ó   ó 
      4,00    òôòòò÷   ó 
      7,00    òú       ó 
      7,00    òú       ó 
      8,00    òú       ó 
      9,00    òú       ùòòòòòòòø 
      7,00    ò÷       ó       ó 
      4,00    òø       ó       ó 
      5,00    òôòòòø   ó       ó 
      2,00    òú   ó   ó       ó 
      5,00    òú   ó   ó       ó 
      4,00    ò÷   ó   ó       ó 
      4,00    òø   ùòòò÷       ó 
      5,00    òú   ó           ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
      8,00    òú   ó           ó                               ó 
      9,00    òú   ó           ó                               ó 
      6,00    òôòòò÷           ó                               ó 
      6,00    òú               ó                               ó 
      8,00    òú               ó                               ó 
      8,00    ò÷               ó                               ó 
      1,00    òûòø             ó                               ó 
      2,00    ò÷ ùòòòòòòòòòòòòò÷                               ó 
      2,00    òòò÷                                             ó 
      3,00    òø                                               ó 
     12,00    òú                                               ó 
      3,00    òôòø                                             ó 
     12,00    òú ó                                             ó 
     12,00    òú ùòòòòòø                                       ó 
     12,00    ò÷ ó     ó                                       ó 
     11,00    òø ó     ó                                       ó 
     11,00    òôò÷     ó                                       ó 
      3,00    òú       ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
      3,00    ò÷       ó 
     10,00    òûòø     ó 
     11,00    ò÷ ó     ó 
      7,00    òø ùòòòòò÷ 
     10,00    òú ó 
      9,00    òôò÷ 
      6,00    òú 
      6,00    òú 
     10,00    òú 
     11,00    ò÷ 
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Anexo 47. Dendograma del análisis de conglomerados para la relación bivariada ente las componentes 

principales resultantes del análisis factorial para parámetros de crecimiento vegetal y desarrollo del 

hongo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  C A S E      0         5        10        15        20        25               +---------+---------+---------+---------+---------+ 
      9,00    òø 
     11,00    òú 
      6,00    òú 
      5,00    òú 
      9,00    òôòø 
      6,00    òú ó 
     10,00    òú ó 
      7,00    òú ó 
     10,00    òú ùòòòø 
     10,00    òú ó   ó 
     10,00    ò÷ ó   ó 
      6,00    òø ó   ó 
      9,00    òú ó   ó 
      6,00    òôò÷   ó 
     11,00    òú     ùòòòòòòòø 
     11,00    òú     ó       ó 
     11,00    ò÷     ó       ó 
      4,00    òø     ó       ó 
      7,00    òôòø   ó       ó 
      4,00    òú ó   ó       ó 
      7,00    òú ùòòò÷       ó 
      7,00    ò÷ ó           ùòòòòòòòòòòòø 
      4,00    òø ó           ó           ó 
      4,00    òôò÷           ó           ó 
      5,00    òú             ó           ó 
      8,00    òú             ó           ó 
      8,00    ò÷             ó           ó 
      5,00    òø             ó           ó 
      9,00    òú             ó           ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
      8,00    òôòòòòòòòòòòòòò÷           ó                     ó 
      8,00    ò÷                         ó                     ó 
      1,00    òø                         ó                     ó 
      1,00    òú                         ó                     ó 
      1,00    òôòòòòòòòòòø               ó                     ó 
      1,00    ò÷         ó               ó                     ó 
      2,00    òø         ùòòòòòòòòòòòòòòò÷                     ó 
      2,00    òôòòòø     ó                                     ó 
      5,00    ò÷   ùòòòòò÷                                     ó 
      2,00    òòòûò÷                                           ó 
      2,00    òòò÷                                             ó 
      3,00    òø                                               ó 
      3,00    òôòø                                             ó 
      3,00    òú ó                                             ó 
      3,00    ò÷ ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
     12,00    òø ó 
     12,00    òôò÷ 
     12,00    òú 
     12,00    ò÷ 
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Anexo 48. Dendograma del análisis de conglomerados para la relación bivariada ente las componentes 

principales resultantes del análisis factorial para parámetros de crecimiento vegetal y diversidad de 

hongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 C A S E      0         5        10        15        20        25              +---------+---------+---------+---------+---------+ 
      6,00   òø 
     12,00   òú 
      9,00   òôòø 
     11,00   ò÷ ó 
      7,00   òø ùòòòø 
     11,00   òú ó   ó 
      4,00   òôò÷   ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
      6,00   ò÷     ó                   ó 
     12,00   òø     ó                   ó 
     12,00   òôòòòòò÷                   ó 
     12,00   ò÷                         ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
      5,00   òûòòòòòòòø                 ó                     ó 
      8,00   ò÷       ó                 ó                     ó 
      2,00   òø       ó                 ó                     ó 
      2,00   òôòø     ùòòòòòòòòòòòòòòòòò÷                     ó 
      2,00   òú ùòø   ó                                       ó 
      5,00   ò÷ ó ó   ó                                       ó 
      2,00   òòò÷ ùòòò÷                                       ó 
      8,00   òûòø ó                                           ó 
      9,00   ò÷ ùò÷                                           ó 
      4,00   òø ó                                             ó 
      8,00   òôò÷                                             ó 
      5,00   òú                                               ó 
      8,00   ò÷                                               ó 
      3,00   òø                                               ó 
      3,00   òôòòòø                                           ó 
      3,00   ò÷   ùòòòòòòòòòòòòòø                             ó 
      3,00   òòòòò÷             ó                             ó 
      1,00   òø                 ó                             ó 
     10,00   òú                 ó                             ó 
      1,00   òú                 ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
      1,00   òôòòòòòø           ó 
      7,00   òú     ó           ó 
      1,00   ò÷     ó           ó 
     10,00   òø     ùòòòòòòòòòòò÷ 
     11,00   òú     ó 
     10,00   òôòø   ó 
      6,00   ò÷ ó   ó 
      5,00   òø ùòòò÷ 
      9,00   òú ó 
      4,00   òú ó 
      7,00   òôò÷ 
      4,00   òú 
     10,00   òú 
      7,00   òú 
      6,00   òú 
      9,00   òú 
     11,00   ò÷ 
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Anexo 49. Dendograma del análisis de conglomerados para la relación bivariada ente las componentes 

principales resultantes del análisis factorial para parámetros de desarrollo del hongo y biodiversidad de 

hongos. 

 

 

 

 

 

 C A S E      0         5        10        15        20        25              +---------+---------+---------+---------+---------+ 
 
      4,00   òø 
      7,00   òú 
      4,00   òú 
      7,00   òú 
      8,00   òú 
      4,00   òú 
      8,00   òú 
      9,00   òôòòòòòòòø 
      5,00   òú       ó 
      9,00   òú       ó 
      5,00   òú       ùòòòòòòòòòòòø 
      5,00   ò÷       ó           ó 
      6,00   òø       ó           ó 
      8,00   òôòø     ó           ó 
     11,00   ò÷ ùòòòòò÷           ó 
      4,00   òø ó                 ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
      7,00   òôò÷                 ó                           ó 
      5,00   ò÷                   ó                           ó 
     12,00   òø                   ó                           ó 
     12,00   òôòòòòòòòø           ó                           ó 
     12,00   ò÷       ó           ó                           ó 
     11,00   òûòø     ùòòòòòòòòòòò÷                           ó 
     12,00   ò÷ ó     ó                                       ó 
      6,00   òø ùòòòòò÷                                       ó 
      8,00   òú ó                                             ó 
      9,00   òú ó                                             ó 
      6,00   òôò÷                                             ó 
     11,00   ò÷                                               ó 
      1,00   òø                                               ó 
      1,00   òú                                               ó 
      1,00   òôòòòø                                           ó 
      1,00   ò÷   ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø             ó 
      2,00   òûòø ó                             ó             ó 
      2,00   ò÷ ùò÷                             ó             ó 
      2,00   òûò÷                               ó             ó 
      2,00   ò÷                                 ó             ó 
      9,00   òø                                 ó             ó 
     10,00   òú                                 ùòòòòòòòòòòòòò÷ 
     10,00   òôòòòø                             ó 
     11,00   òú   ó                             ó 
      6,00   òú   ùòòòòòø                       ó 
     10,00   ò÷   ó     ó                       ó 
      7,00   òûòø ó     ó                       ó 
     10,00   ò÷ ùò÷     ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
      3,00   òø ó       ó 
      3,00   òôò÷       ó 
      3,00   ò÷         ó 
      3,00   òòòòòòòòòòò÷ 




