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RESUMEN

Las micorrizas arbusculares, simbiosis hongo-planta beneficiosa para ambos organismos, han jugado un
papel clave en el origen y evolucién de las plantas sobre la Tierra, asf como en el desarrollo de la estructura
y diversidad de los ecosistemas terrestres. La mayoria de las plantas dependen de estar micorrizadas para
sobrevivir, particularmente en ambientes fragiles y sometidos a estreses, como son los caracteristicos de
alta montafia. Asf ocurre probablemente en Sierra Nevada, un refugio excepcional para la flora y uno de los
enclaves con mayores niveles de biodiversidad de Europa. Sierra Nevada alberga 66 endemismos exclusi-
vos, algunos de ellos en peligro de extincion. Para investigar el posible papel de las micorrizas en la con-
servacién de flora amenazada de Sierra Nevada se han llevado a cabo estudios con los siguientes objetivos:
(i) determinar el estado micorricico de especies de plantas amenazadas de Sierra Nevada, (ii) analizar la di-
versidad de los hongos micorricicos asociados a dichas especies, (iii) establecer un banco de germoplasma
de hongos micorricicos de Sierra Nevada, y (iv) verificar los efectos de la micorrizacién dirigida con dichos
hongos autéctonos sobre la produccién de plantas de calidad. Los resultados obtenidos muestran que la ma-
yoria (76%) de las especies seleccionadas son micorricicas. La densidad de esporas de hongos micorricicos
en la rizosfera de las plantas seleccionadas es relativamente baja. Sin embargo, la diversidad de hongos es
bastante elevada. Se han detectado unos 50 morfotipos distintos, pertenecientes a los géneros Glomus, Acau-
lospora, Entrophospora, Gigaspora, Scutellospora, Pacispora, Diversispora y Ambispora. Algunos morfotipos no co-
rresponden a ninguna especie descrita hasta la fecha. Los géneros mejor representados en Sierra Nevada
son Glomus y Acaulospora. En las altas cumbres y suelos dcidos predominan las especies del género Acau-
lospora, mientras que a medida que se desciende en altitud y en suelos alcalinos y con elevado contenido
en Ca y Mg predominan las especies del género Glomus. Estos resultados apoyan la existencia de mecanis-
mos de adaptacion de los hongos micorricicos a determinadas condiciones edafocliméticas, a considerar en
la eleccion de los hongos adecuados para micorrizar plantas segtin especie y localizacion.
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SUMMARY

Arbuscular mycorrhizal symbioses have played a key role in plant evolution on Earth as well as on the
development and maintenance of the structure and diversity of terrestrial ecosystems. Most of the
plants depend on mycorrhizas to thrive, particularly in fragile and stressed environments, as those in
certain areas of the high Mediterranean mountains of Sierra Nevada (Granada, Spain). Sierra Nevada
constitutes an exceptional refuge for the flora and one of the enclaves with higher biodiversity levels
of the European continent. It presents about 2100 plant species and 66 exclusive endemisms, some of
them in serious extinction danger. With the objective of ascertaining the impact of mycorrhizal asso-
ciations at facilitating the conservation of species from the threatened flora of Sierra Nevada a research
programme was initiated aimed at (i) determining the mycorrhizal status of selected species of the en-
dangered flora of Sierra Nevada, (ii) analysing the diversity of the mycorrhizal fungi associated to the
selected species, (iii) to establish a mycorrhizal fungi germplasm bank and (iv) to study the effect of a
tailored mycorrhizal inoculation with autochthonous mycorrhizal fungi on the development of the tar-
get plants. It was found that most of the selected species (76%) form arbuscular mycorrhizas in natu-
ral conditions. The spore density of mycorrhizal fungi in the rhizosphere of the selected plants was
relatively low. However, the diversity of mycorrhizal fungi was quite high. About 50 different mor-
photypes were detected, belonging to the genera Glomus, Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Scute-
llospora, Pacispora, Diversispora and Ambispora. Some morphotypes do not correspond to any of the
species described up to now. The most frequent genera in Sierra Nevada are Glomus and Acaulospora.
Acaulospora species are the most frequent in the high mountains and in acidic soils, whereas Glomus spe-
cies predominate at lower altitudes and in neutral and basic soils. All these results will be discussed in
the context of conservation of mycorrhizal diversity as a component of the programmes for propaga-
tion and conservation of threatened plant species in Sierra Nevada National Park.

Key words: Diversity, mycorrhizal fungi, arbuscular mycorrhiza, endangered plant species, endemism,
Sierra Nevada, Glomeromycota.

Las micorrizas han desempefiado un papel clave
en la evolucion de las plantas sobre la superficie
terrestre (SIMON et al. 1993; REDECKER et al.
2000), asi como en el desarrollo y mantenimiento

INTRODUCCION

La mayoria de las plantas desarrollan en su habitat
natural las llamadas micorrizas, asociaciones sim-

bidticas hongo-raiz mutuamente beneficiosas para
el hongo y la planta. Los hongos micorricicos co-
lonizan las raices, sin causarles dafio alguno y
desarrollan una red de hifas externas que se ex-
tienden y ramifican en el suelo. Este micelio ex-
terno actta como wun sistema radical
complementario, muy efectivo y de extraordinaria
importancia para la adquisicién de nutrientes y
agua por las plantas. Adicionalmente, las micorri-
zas confieren a las plantas una mayor capacidad de
resistencia/ tolerancia a estreses ambientales, tanto
de tipo bidtico como abiético. Se ha demostrado que
las micorrizas estdn presentes en todos los biomas y
ecosistemas terrestres desde hace mas de 400 millo-
nes de afios, siendo la simbiosis vegetal mds exten-
dida en la naturaleza (SMITH & READ 2008).
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de la estructura y diversidad de los ecosistemas
(VAN DER HEIJDEN et al. 1998). Esto es debido a
la capacidad que confieren a las plantas para des-
arrollarse en ambientes extremos (BAREA et al.
2007). Particularmente, las micorrizas son impor-
tantes para el establecimiento y desarrollo de las
plantas en ecosistemas frégiles y amenazados
(HASELWANDTER 1987), como son los caracte-
risticos de las altas montafias Mediterrdneas, par-
ticularmente en Sierra Nevada.

Sierra Nevada constituye un refugio excepcional
para la flora y uno de los enclaves con mayor in-
dice de biodiversidad del continente europeo. La
diversidad floristica de Sierra Nevada es debida
a su aislamiento geografico y a lo abrupto de los
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gradientes ecolégicos que presenta, con elevados
rangos altitudinales que condicionan la existen-
cia de una gran diversidad de nichos ecolégicos.
Presenta 2.100 especies vegetales catalogadas, 116
de las cuales se encuentran amenazadas, con 66
endemismos exclusivos, algunos de ellos en pe-
ligro de extinciéon (BLANCA et al. 2002).

En los hébitats de alta montafia, la flora vascular
ha desarrollado numerosas adaptaciones que han
sido impuestas por los factores de estrés inheren-
tes a las rigurosas condiciones ambientales (bajas
temperaturas, periodos de crecimiento reducidos,
suelos poco profundos, etc.). Estas adaptaciones
se manifiestan en variadas estrategias de vida y
procesos fisiolgicos (KORNER 1999). Entre tales
estrategias adaptativas estd la capacidad para for-
mar asociaciones simbi6ticas con hongos micorri-
cicos. En este sentido, se han descrito varios tipos
de micorrizas en comunidades vegetales de mon-
tafia, como son las ectomicorrizas y las micorrizas
ericoides, orquidoides y arbusculares (HASEL-
WANDTER & READ 1980; READ & HASEL-
WANDTER 1981; KORNER 1999). Entre estos
tipos de micorrizas, solo las micorrizas arbuscula-
res se han encontrado en las comunidades a
mayor altitud (HASELWANDTER & READ 1980;
READ & HASELWANDTER 1981).

Es conocido que la conservacién in situ 'y ex situ de
flora amenazada presenta limitantes eco-fisiol6gi-
cos que dificultan la auto regeneracién de las es-
pecies en su medio natural y su produccién en
vivero. En este sentido se pensé que uno de tales
limitantes podria estar condicionado por el carac-
ter micotréfico de muchas plantas, es decir, la ne-
cesidad que tienen de alimentarse a través de un
hongo, o, en otras palabras, de formar micorrizas.
Las condiciones en que se desarrollan las plantas
en Sierra Nevada pueden dificultar que encuen-
tren propagulos de micorrizas adecuados, y en
nimero suficiente, como para permitir una mico-
rrizaciéon optimizada de la planta, lo que en dltimo
extremo dificultarfa su establecimiento y desarro-
llo y puede representar un obstédculo en la lucha
por la conservacion de dichas especies.

Hasta el inicio del presente proyecto, no existia
estudio alguno en el que se hubiera realizado una

prospeccién de micorrizas y los hongos respon-
sables de su formacién, en el Parque Nacional de
Sierra Nevada, y son escasos atin los llevados a
cabo en ecosistemas similares de otros paises
(READ & HASELWANDTER 1981; FUCHS &
HASELWANDTER 2004; CRIPPS & EDDING-
TON, 2005; SCHMIDT et al. 2008; ZUBEK et al.
2009). Esta falta de informacion sobre un aspecto
clave del funcionamiento de las comunidades ve-
getales es critica, ya que la no consideracién del
papel de las micorrizas y su impacto en la propa-
gacion y desarrollo de las plantas puede condi-
cionar negativamente los resultados de cualquier
estrategia de conservacion.

En el presente estudio se propusieron las investi-
gaciones pertinentes para, en una primera fase,
determinar el estado micorricico de las especies
objeto de estudio asi como la diversidad de hon-
gos micorricicos asociados con dichas plantas.
Ello permitiria establecer un banco de hongos
procedentes de rizosfera y raiz de especies ame-
nazadas, muchas de ellas endémicas, de Sierra
Nevada. Esta serfa la base para que, en una se-
gunda fase, se pueda incorporar la tecnologia de
la micorrizacién dirigida en la multiplicacion y
produccién de plantas con vistas a su utilizacién
en programas de recuperacién, conservaciéon y
reintroduccién de dicha flora en sus ambientes
naturales.

De acuerdo con lo que antecede, los objetivos del
presente estudio fueron los siguientes: (1) inves-
tigar el estado micorricico de las plantas selec-
cionadas, pertenecientes todas ellas a la flora
amenazada de Sierra Nevada; (2) analizar la di-
versidad de hongos formadores de micorrizas
asociados a dichas plantas; (3) establecer un
banco de germoplasma de hongos micorricicos
autéctonos de Sierra Nevada que facilite en un
futuro la micorrizacién dirigida de especies ame-
nazadas, y finalmente (iv) verificar los efectos de
la micorrizacién dirigida con dichos hongos au-
téctonos sobre la produccién de plantas de cali-
dad, que facilite el éxito de su reintroduccién en
sus hébitats naturales, en el contexto de los pro-
gramas de conservacién de flora amenazada del
Parque Nacional.
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MATERIAL Y METODOS

Plantas objeto de estudio

Las 17 especies seleccionadas en el presente es-
tudio, pertenecientes a un total de 13 familias bo-
tdnicas, son las que se recogen en la Tabla 1.
Todas ellas presentan algtin tipo de amenaza de
acuerdo al Libro Rojo de la Flora Silvestre Ame-
nazada de Andalucia (BLANCA et al. 1999; 2000),
siete de ellas son endémicas de Sierra Nevada y
otras dos endémicas de Sierra Nevada y Sierra de
Baza (BLANCA et al. 2002).

Muestreos

En colaboracién con los técnicos / investigadores del
Parque Nacional de Sierra Nevada y del departa-
mento de Conservacién de Flora de la Consejeria
de Medio Ambiente de la Junta de Andalucia, se
procedié al muestreo de raices y suelo asociado de
las especies seleccionadas. Los muestreos se lleva-
ron a cabo durante la primavera y el verano de
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2007, segun la altitud a la que creciera la planta y
las posibilidades de acceder a las mismas.

Procesado de las muestras

Andlisis fisicoquimico de los suelos: Se determin el
pH, el contenido en materia organica, en carbona-
tos totales y en los principales nutrientes, inclu-
yendo C, N, P, K, Ca y Mg, de todos los suelos
muestreados. Los andlisis se llevaron a cabo en el
Servicio de Ionémica del Centro de Edafologia y
Biologia Aplicada del Segura (CSIC, Murcia), utili-
zando los métodos estdndar para ello. Para mds in-
formacion, consultar PALENZUELA et al. (2010).

Deteccién de micorrizas: Las raices recolectadas se
observaron en primer lugar a nivel macroscépico
y con el microscopio de diseccién para analizar su
estructura y detectar posibles ectomicorrizas. Pos-
teriormente, parte de las raices recogidas se so-
metieron a un proceso de digestién y tincién con
azul tripdn (PHILLIPS & HAYMAN 1970) y se ob-
servaron al microcopio 6ptico para determinar la

Estado de
Familia Especie Endemismo conservacion
en SN

Ophioglossaceae Ophioglossum vulgatum No EN
Aspidiaceae Dryopteris tyrrhena No CR
Papaveraceae Papaver lapeyrousianum No EN
Caryophyllaceae Arenaria nevadensis Exclusivo SN CR
Plumbaginacea Armeria filicaulis subsp. trevenqueana Exclusivo SN EN
Crassulaceae Sempervivum tectorum No VU
R Sorbus hybrida No CR
osaceae Sorbus torminalis No EN
Lequminosae Hippocrepis nevadensis Exclusivo SN VU
9 Hippocrepis prostrata Exclusivo SN VU
Aquifoliaceae llex aquifolium No EN
Umbelliferae Laserpitium longiradium Exclusivo SN CR
Scrophulariacece Odontites granatensis Exclusivo SN CR
Artemisia alba ssp. nevadensis Exclusivo SN+SB VU

Compositae Artemisia granatensis Exclusivo SN CR
Artemisia umbelliformis No EN

Amaryllidacece Narcissus nevadensis Exclusivo SN+SB CR

Tabla 1. Especies objeto de estudio con indicacién de la familia botédnica a la que pertenecen, la distribucién geografica (segun se
trate de endemismos exclusivos de Sierra Nevada -SN- o de SN y Sierra de Baza -SN+SB-), y su estado de conservacion en Sierra
Nevada, de acuerdo a la Lista Roja de la IUCN (CR: En peligro critico; EN: En peligro; VU: Vulnerable).

Table 1. Target species, their botanical family, geographical distribution (depending on its character of endemism exclusive from Sie-
rra Nevada —SN- or from SN and Sierra de Baza -SN+SB-), and conservation status in Sierra Nevada according to the IUCN Red List

(CR: Critically Endangered; EN: Endangered; VU: Vulnerable).
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presencia o ausencia de micorrizas y de las distin-
tas estructuras caracteristicas de la simbiosis. Otra
parte de las raices se congel6 a -80°C para poste-
riores andlisis moleculares de los hongos micorri-
cicos presentes.

Determinacion de la diversidad de hongos micorrici-
cos: A partir del suelo rizosférico muestreado se
procedié al aislamiento y multiplicacién de los
hongos micorricicos asociados a las plantas ob-
jeto de estudio. Las esporas de los hongos se ais-
laron, a partir de muestras representativas de 50
g de suelo, mediante la técnica del tamizado hu-
medo y decantacién, seguida por una centrifu-
gacion en sacarosa (SIEVERDING 1991). Las
esporas aisladas se caracterizaron morfolégica-
mente y, en los casos dudosos, también mediante
el empleo de técnicas moleculares.

Establecimiento de cultivos enriquecedores

Con la finalidad de enriquecer las poblaciones de
hongos micorricicos existentes en el suelo y que se
manifieste mejor la diversidad y evolucién tempo-
ral de las mismas, se procedi6 al establecimiento
de cultivos enriquecedores. Hay que recordar en
este punto que los hongos formadores de micorri-
zas arbusculares (las tnicas detectadas en el pre-
sente estudio) son simbiontes estrictos incapaces
de crecer y completar su ciclo de vida en ausencia
de una planta hospedadora. No es posible, por
tanto, hacerlos crecer en los medios habituales de
laboratorio. Por lo tanto, para la multiplicacién de
los hongos presentes en los suelos muestreados se
prepararon cultivos (macetas) con los suelos reco-
lectados y plantas hospedadoras adecuadas con los
que los hongos presentes en el suelo pudieran es-
tablecer la simbiosis y, consecuentemente, comple-
tar su ciclo de vida y multiplicarse.

Caracterizacién morfolégica de los hongos
micorricicos

Se ha basado fundamentalmente en la ontogenia
de las esporas, su morfologfa y la estructura de las
paredes que presentan, siguiendo métodos bien es-
tablecidos al respecto (SPAIN 1990; BRUNDRETT
et al. 1994). También se han tenido en cuenta las ca-
racteristicas de las hifas y de las micorrizas que
producen. Los criterios de clasificaciéon seguidos

coinciden bdsicamente con los empleados por el
INVAM (International Culture Collection of Ar-
buscular and Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal
Fungi, www.invam.caf.wvu.edu), con algunas mo-
dificaciones descritas recientemente (OEHL et al.
2006; PALENZUELA et al. 2008).

Caracterizacién molecular de los hongos
micorricicos

Cuando la caracterizacién morfoldgica de los hon-
gos encontrados no permitia asignarlos claramente
a una especie determinada se procedi6 a caracteri-
zarlos molecularmente. Para ello se aplicaron téc-
nicas de biologfa molecular basadas en Ia
amplificacién mediante PCR y posterior secuen-
ciaciéon de un fragmento de la subunidad pequefia
(18S) de los genes ribosémicos. La metodologia se-
guida es la descrita previamente para otros hon-
gos micorricicos (FERROL et al. 2004;
PALENZUELA et al. 2008). Basicamente, se partia
de esporas individualizadas. Los extractos de
ADN se amplificaban mediante PCR anidada, em-
pleando cebadores universales de eucariotas en el
primer ciclo de PCR y especificos de hongos mico-
rricicos en el segundo. Los productos de la PCR se
secuenciaron y las secuencias obtenidas se compa-
raron con las incluidas en las bases de datos y se
sometieron a un analisis filogenético.

Establecimiento del banco de germoplasma de
hongos micorricicos

Después de un afio aproximadamente del estable-
cimiento de los cultivos enriquecedores, se proce-
di6 al aislamiento de esporas de los mismos como
se ha descrito anteriormente. Se clasificaron las es-
poras en base a su morfologia y de todos aquellos
morfotipos que presentaban un niimero aceptable
(entre 20 y 50) de esporas homogéneas y aparente-
mente viables se establecieron cultivos puros mo-
noespecificos. Estos cultivos puros se mantienen
en crecimiento en un invernadero protegido de po-
sibles contaminaciones y, una vez comprobada su
homogeneidad, constituyen la base del banco de
germoplasma de hongos micorricicos.

Experimentos en invernadero

Estos ensayos se han llevado a cabo con el fin de
determinar el efecto de la micorrizacién dirigida
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con los hongos autéctonos aislados a lo largo del
proyecto sobre la produccién de plantas de cali-
dad con micorrizacién optimizada.

Multiplicacién del material vegetal: Por tratarse de
plantas amenazadas en peligro de extincién, la dis-
ponibilidad de material para su uso en experi-
mentacién es muy limitada. Se ha tratado de
solventar este problema mediante distintas apro-
ximaciones: enraizamiento de estaquillas, germi-
nacién de semillas cuando se disponia de ellas y
germinacion de esporas en el caso de los helechos.

Diserio experimental: Con aquellas especies vegeta-
les que se consiguié un niimero minimo de plantu-
las homoggéneas (40), se procedié a evaluar el efecto
de la inoculacién con hongos micorricicos autécto-
nos sobre su supervivencia y desarrollo. Para ello
se utilizaron suelos con caracteristicas similares a
aquellos en los que se desarrolla cada especie ob-
jeto de estudio. Parte del suelo se tindaliz6 1 h du-
rante tres dias consecutivos para eliminar los
hongos micorricicos que pudiera haber presentes
(SE) y posteriormente se le adicioné un filtrado de
suelo natural exento de propdgulos de hongos mi-
corricicos, con objeto de reponer el resto de la co-
munidad microbiana original. La otra parte del
suelo se mantenia como suelo natural, no esterili-
zado (SN). Para cada especie en concreto se selec-
cionaron tres hongos micorricicos que se hubieran
detectado en su rizosfera y que se hubieran logrado
multiplicar en cultivos puros y formaran parte del
banco de hongos establecido. Con esos tres hongos
micorricicos se elaboré un in6éculo mixto, con el que
se inocularon la mitad de las plantulas que se trans-
plantaron tanto en el suelo estéril (SE+M), como en
el suelo natural que retenia los propagulos mico-
rricicos de partida (SN+M).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estado micorricico de las especies objeto de
estudio

Trece de las 17 especies investigadas, el 76%, pre-
sentan micorrizas arbusculares en las que se po-
dian observar la mayoria de las estructuras tipicas
que caracterizan la simbiosis, fundamentalmente
arbusculos (Tablas 2 y 3, Figura 1). Tres de estas es-
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pecies, llex aquifolium, Laserpitium longiradium y el
pteridofito Dryopteris tyrrhena, forman micorrizas
arbusculares de tipo Paris (Tabla 2, Figura 1), ca-
racterizadas por la ausencia de hifas intercelulares,
abundancia de hifas que forman lazadas dentro de
las células (ovillos o coils) y arbusculos que se ori-
ginan a partir de los ovillos (DICKSON et al. 2007).
Los dos pteridofitos estudiados, Ophioglossum vul-
gatum y Dryopteris tyrrhena presentan micorrizas
arbusculares con una estructura muy peculiar,
como se ha descrito previamente para otros hele-
chos IQBAL et al. 1981; ZHANG et al. 2004). En es-
pecial D. tyrrhena, que ademds de presentar
colonizacién tipo Paris, tenfa células frecuente-
mente colonizadas con vesiculas y arbtisculos o ve-
siculas y ovillos, simultdneamente (Figura 1).

En cuatro de las especies micorrizadas (O. vulga-
tum, H. nevadensis, A. umbelliformis y N. nevadensis)
se detectd la presencia de endofitos finos simulta-
neamente con los endofitos mas gruesos, que son
los mas frecuentes en la mayoria de los ecosiste-
mas (Tabla 3). Los endofitos finos parecen estar
bien adaptados a ambientes muy frios con condi-
ciones muy adversas. Se ha descrito un incre-
mento de su presencia relativa tanto en gradientes
altitudinales en el norte de Noruega (RUOTSA-
LAINEN et al. 2004), como en los montes Tatra
(ZUBEK et al. 2009), y en gradientes latitudinales
en la zona artica de Canadé (OLSSON et al. 2004).
Estos resultados sugieren que la colonizacién por
endofitos finos puede jugar un papel especifico,
aunque desconocido por el momento, en la nutri-
cién de las plantas alpinas y articas.

En tres de las especies investigadas (Papaver lapey-
rousianum, Arenaria nevadensis y Sempervivum tecto-
rum) no se detectd ningun tipo de micorriza (Tabla
2). Arenaria nevadensis pertenece a una familia que
esta compuesta casi exclusivamente por especies no
micorricicas, la Caryophyllaceae, mientras que las
otras dos pertenecen a familias integradas por es-
pecies mayoritariamente no micorricicas, aunque
con alguna excepciéon (HARLEY & HARLEY 1987;
CRIPPS & EDDINGTON 2005). En el caso de Papa-
ver lapeyrousianum, se han descrito micorrizas ar-
busculares en una especie préxima, Papaver rhoeas,
aunque la intensidad de su colonizacién micorri-
cica es muy baja (WIJESINGHE et al. 2001). En al-
gunas de las raices de P. lapeyrousianum estudiadas
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Ereeerrea e Estado micorricico DSE

NM MA

Ophioglossum vulgatum ++ (especial) +

Dryopteris tyrrhena +++ (especial)

Papaver lapeyrousianum o2

Arenaria nevadensis .

Armeria filicaulis subsp. trevenqueana +2

Sempervivum tectorum 4

Sorbus hybrida ++

Sorbus torminalis +

Hippocrepis nevadensis +++

Hippocrepis prostrata +++

llex aquifolium +++ (Paris)

Laserpitium longiradium +++ (Paris)

Odontites granatensis +++

Artemisia alba ssp. nevadensis 4+

Artemisia granatensis ++

Artemisia umbelliformis +

Narcissus nevadensis +++

Tabla 2. Estado micorricico de las especies objeto de estudio (NM = no micorrizadas; MA = con micorrizas arbusculares; DSE = pre-
sentan endofitos septados oscuros). El niimero de signos + indica la intensidad de la colonizacién.

Table 2. Mycorrhizal status of the target plant species (NM = non-mycorrhizal; MA = with arbuscular mycorrrizas; DSE = associa-
ted to dark septate endophytes). The number of + signs indicates the colonization intensity.

Estructuras fongicas

Especie vegetal
Coils Hifas gruesas | Hifas finas | Arbusculos Vesicula

Ophioglossum vulgatum + ¥ +

Dryopteris tyrrhena + + + +

Papaver lapeyrousianum

Arenaria nevadensis

Armeria filicaulis subsp. trevenqueana + +

Sempervivum tectorum

Sorbus hybrida + + + +
Sorbus torminalis + + +
Hippocrepis nevadensis + + + + +
Hippocrepis prostrata + + +
llex aquifolium + + + +
Laserpitium longiradium + + + +
Odontites granatensis + + + +
Artemisia alba ssp. nevadensis + + + +
Artemisia granatensis + + +
Artemisia umbelliformis + + + +

+ + +

Narcissus nevadensis

Tabla 3. Estructuras fungicas detectadas en las especies objeto de estudio.

Table 3. Fungal structures detected in the root of the target plant species.
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N. nevadensis

251m 25um

Q. vulgatum D. tyrrhena A filicaulis
subsp trevenqueana

A
A. granatensis

Figura 1. Raices micorrizadas de las especies objeto de estudio, en las que pueden observarse algunas de las estructuras caracteris-
ticas de las micorrizas arbusculares. Abreviaturas: ap = apresorio; ar = arbusculo; ¢ = ovillo o coil; ca = arbtisculos que se originan a
partir de ovillos o coils; h = hifa; v = vesicula.

Figure 1. Mycorrhizal roots from the target plants showing some of the characteristic structures of the arbuscular mycorrhizal
symbiosis. Abbreviations: ap = appressorium; ar = arbuscule; ¢ = coil; ca = arbusculate coil; h = hypha; v = vesicle.
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se detectaron estructuras similares a las de las mi-
corrizas arbusculares, aunque su frecuencia era
muy reducida y no pudo precisarse su naturaleza
exacta. Serfa necesario un nuevo muestreo para
confirmar estas apreciaciones. A falta de datos adi-
cionales, estas especies habria que considerarlas
como no micorricicas.

En otra de las especies estudiadas, Armeria filicau-
lis subsp. trevenqueana, aunque en algunas de sus
rafces se apreciaban estructuras, fundamental-
mente hifas y vesiculas, similares a las caracteristi-
cas de las micorrizas arbusculares, no se pudieron
detectar arbusculos (Tabla 3). Esta especie proba-
blemente se puede considerar dentro del grupo de
las denominadas micotrofas facultativas, es decir
“especies que pueden alcanzar su madurez repro-
ductiva sin micorrizas, al menos en las condicio-
nes mas favorables de sus hdbitats naturales”
(JANOS 2007). La familia Plumbaginaceae estd in-
tegrada por especies normalmente consideradas
como no micorricicas. En un estudio llevado a cabo
en Europa Central sobre micorrizas en plantas ha-
16fitas, entre las cuales se encontraban especies del
género Armeria, concretamente A. maritima (HIL-
DEBRANDT et al. 2001), se mostraba que esta es-
pecie estaba micorrizada, particularmente en las
marismas mds secas que se investigaron. Estos re-
sultados apoyan los aqui descritos en el sentido de
considerar el género Armeria como compuesto por
especies micotrofas facultativas.

Aproximadamente la mitad de las especies
muestreadas presentaba endofitos septados os-
curos (DSE, de sus siglas en inglés, dark septate en-
dophytes). Estos endofitos se han descrito con
frecuencia en plantas de ecosistemas alpinos
(READ & HASELWANDTER 1981; FUCHS &
HASELWANDTER 2004; CRIPPS & EDDING-
TON 2005; SCHMIDT et al. 2008; ZUBEK ef al.
2009) y en las zonas polares (NEWSHAM et al.
2009). Aunque su funcién contintia siendo des-
conocida en la actualidad, algunos estudios su-
gieren que ejercen un efecto beneficioso sobre el
crecimiento de la planta en determinadas condi-
ciones (MANDYAM & JUMPPONEN 2005;
NEWSHAM et al. 2009).

En ninguna de las especies muestreadas se en-
contraron ectomicorrizas o endomicorrizas del
tipo orquidoide o ericoide. Esto no es de extrafiar

porque ninguna de las especies estudiadas per-
tenece a una de las familias que forman especifi-
camente esos tipos de simbiosis.

Caracteristicas de los suelos

Las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos en
los que crecian las plantas objeto de estudio se re-
cogen en la Tabla 4. En concordancia con la elevada
diversidad de ambientes caracteristica de Sierra
Nevada, también los suelos muestran notables di-
ferencias entre ellos. Asi encontramos suelos dcidos,
como son aquellos en los que crecen D. tyrrhena, S.
tectorum, S. hybrida y A. granatensis, neutros como
los de S. torminalis y L. longiradium y bésicos como
los de A. filicaulis, H. nevadensis y A. alba. También
variaban mucho en su contenido en materia orga-
nica, siendo algunos bastante ricos, como los de O.
vulgatum, S. hybrida'y N. nevadensis, y muy pobres la
mayoria de los que se encuentran en las altas cum-
bres de Sierra Nevada, como son aquellos en los
que crecen P. lapeyrousianum, A. nevadensis y A. gra-
natensis. Finalmente, el contenido en carbonatos y
Ca también variaba mucho, siendo muy elevado en
los suelos en los que crecfan A. alba, O. granatensis,
H. nevadensis y A. filicaulis. En los suelos correspon-
dientes a estas dos tltimas especies también era
muy elevado el contenido en Mg, como corres-
ponde a suelos dolomiticos. En general se trata de
suelos bastante pobres, como suele ser habitual en
los ecosistemas de alta montafia (BILLINGS 1979).

Diversidad de hongos micorricicos

La densidad de esporas de hongos micorricicos
en la rizosfera de las plantas es relativamente
baja (inferior a 2 esporas/g de suelo), excep-
tuando a O. vulgatum y N. nevadensis (Figura 2).
Sin embargo, esta densidad es similar a la des-
crita en general en ambientes mediterrdneos
(AZCON-AGUILAR et al. 2003). Las plantas en
cuya rizosfera se detectaba mayor densidad de
hongos micorricicos estaban todas micorrizadas,
pero también en las que no se detectaron mico-
rrizas se encontraron esporas de hongos micorri-
cicos a niveles similares a los encontrados en
plantas micorrizadas. Probablemente esos hon-
gos micorricicos estaban asociados simbidtica-
mente con especies acompafiantes de la planta
muestreada. La tinica excepcién es A. nevadensis,
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Materia Carbonatos
5 pH p . totales C N Ca K Mg
Especie vegetal (H,0) org(oa/or;lca (CO%CC) (%) (%) (%) (%) (%)
(g/100g)
Ophioglossum vulgatum 6.5 52.05 4,1 1255 | 1.05 | 0.1 0.21 0.35
Dryopteris tyrrhena 5.6 10.95 3,1 589 | 038 | 0.44 0.40 0.58
Papaver lapeyrousianum 6.6 0.84 3,5 0.38 | 0.03 0.69 0.51 1.06
Arenaria nevadensis 6.5 0.93 nd 0.63 | 0.04 | 0.11 0.30 | 0.55
Armeria filicaulis ssp trevenqueana 7.8 6.28 64,4 13.13 | 0.06 |1572 | 0.05 [1275
Sempervivum tectorum 57 6.91 nd 9.41 0.65 0.50 0.71 0.36
Sorbus hybrida 6.0 22.71 3,8 8.77 | 0.68 0.35 0.64 0.52
Sorbus torminalis 7.1 4.50 3,0 289 | 0.24 0.22 0.48 0.09
Hippocrepis nevadensis 7.8 4.40 54,2 8.06 | 0.14 |20.62 0.41 9.50
Hippocrepis prostrata 6.1 5.08 3,0 334 | 030 | 0.24 0.78 0.37
llex aquifolium 6.2 575 3,5 3.91 0.29 0.21 0.42 0.36
Laserpitium longiradium 7.2 3.25 56 542 | 0.19 | 1.45 1.21 1.29
Odontites granatensis 7.7 1.83 16,1 336 | 0.13 5.88 1.22 1.75
Artemisia alba ssp. nevadensis 7.9 2.54 48,8 11.25 | 0.17 |18.86 0.49 1.42
Artemisia granatensis 6.0 0.81 3,2 265 | 0.17 | 0.12 0.49 0.32
Artemisia umbelliformis 6.2 1.89 nd 215 | 0.16 | 0.34 0.37 0.70
Narcissus nevadensis 6.4 19.96 3,3 17.01 1.34 1.18 0.46 0.43
Tabla 4. Caracteristicas de los suelos en los que crecen las especies objeto de estudio. nd = no determinado.
Table 4. Characteristics of the soils where the target plant species were growing. Nd = not determined.
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Figura 2. Numero de esporas de hongos formadores de micorrizas arbusculares en la rizosfera de las plantas objeto de estudio. Los
resultados se expresan como el valor medio (n=5) + el error estdndar.

Figure 2. Spore number of arbuscular mycorrhizal fungi in the rhizosphere of the target plant species. Results are expressed as the

mean value (n=5) + standard error.
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que apenas presentaba hongos micorricicos en su
rizosfera. Se sabe que algunas plantas no mico-
rricicas son capaces de producir compuestos que
ejercen un efecto inhibidor sobre los hongos mi-
corricicos y sobre su potencial infectivo en el
suelo (FONTENLA et al. 1999). Probablemente las
duras condiciones ambientales en la zona donde
crece A. nevadensis, junto a la presencia de algtin
compuesto inhibidor en sus exudados radicales
justifiquen la ausencia casi total de hongos mico-
rricicos en su rizosfera.

La riqueza de especies de hongos micorricicos en
las rizosferas muestreadas se recoge en la Figura 3.
Con la excepcién de N. nevadensis, que fue la que
mostraba mayor riqueza y, en menor medida,
A. alba, las especies que presentaban mayor den-
sidad de hongos en su rizosfera no fueron las que
albergaban una mayor diversidad de estos hon-
gos. En consonancia con los resultados de densi-
dad de esporas, la especie vegetal que presentaba
una menor riqueza de hongos micorricicos en su
rizosfera fue A. nevadensis. Es interesante, sin em-

bargo, que una de las especies que albergaba en
su rizosfera mayor riqueza de hongos micorrici-
cos fue P. lapeyrousianum, que no estaba micorri-
zada en condiciones naturales. Este hecho puede
tener dos explicaciones. La primera, como se ha
indicado anteriormente, es que los hongos detec-
tados estén asociados simbiéticamente con alguna
planta acompariante. La otra razén podria ser que
P. lapeyrousianum sea una especie micotrofa facul-
tativa, pero que no se haya detectado micorriza-
cién porque el muestreo se haya realizado en una
etapa no micorricica de su ciclo de vida.

En total se detectaron mds de 50 morfotipos de
hongos micorricicos diferentes, pertenecientes a
los géneros Glomus, Acaulospora, Pacispora, Entro-
phospora, Ambispora, Diversispora, Gigaspora'y Scu-
tellospora. Utilizando criterios morfolégicos y
moleculares, algunos de estos hongos se han
identificado a nivel de especie, mientras que
otros solo a nivel de género. Algunos de los hon-
gos aislados e identificados se muestran en la Fi-
gura 4. No obstante, algunos de estos hongos no
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Figura 3. Riqueza de especies de hongos formadores de micorrizas arbusculares en la rizosfera de las especies objeto de estudio. Los
resultados se expresan como el valor medio (n=>5) + el error estdndar.

Figure 3. Species richness of arbuscular mycorrhizal fungi in the rhizosphere of the target plant species. Results are expressed as the

mean value (n=5) + standard error.
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Scutellospora calospora Ambispora fennica  Ambispora gerdemannii

Glomus caledonium Glomus mosseae Glomus etunicatum

Glomus intraradices Diversispora

Acaulospora morrowiae  Acaulospora alpina

Pacispora dominikii Gigaspora margarita Entrophospora baltica

i

Figura 4. Esporas de algunos de los hongos formadores de micorrizas arbusculares encontrados en la rizosfera de las plantas ob-
jeto de estudio.

Figure 4. Arbuscular mycorrhizal fungi isolated from the rhizosphere of the target plants.
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se corresponden con ninguna de las especies des-
critas hasta la fecha, por lo que probablemente se
trate de especies nuevas. Uno de estos hongos, al
que se ha designado Entrophospora nevadensis, por
haber sido descrito por primera vez en Sierra Ne-
vada, ya ha sido descrito en la literatura cienti-
fica (PALENZUELA et al. 2010). En la Figura 5 se
muestran algunos de los hongos aislados que
probablemente corresponden a especies nuevas
no descritas con anterioridad.

Glomus, con casi 30 especies distintas, es el género
mejor representado en las rizosferas muestrea-
das. Las especies mas frecuentes son G. constric-
tum y G. etunicatum. Estas dos especies se han
descrito entre las mds frecuentes en ambientes
mediterrdneos (REQUENA et al. 1996; AZCON-

Acaulospora Torfuosa”

Glomus sp 1

Enfrophospora sp 1

Acaulospora ‘pustilata ™

Entrophospora nevadensis

AGUILAR et al. 2003; FERROL et al., 2004; AL-
GUACIL et al., 2009) y podrian ser consideradas
como ubicuas en Sierra Nevada, puesto que se
han encontrado en suelos con caracteristicas di-
ferentes, a distintas altitudes y en la rizosfera de
plantas diversas.

El siguiente género en cuanto a su distribucién es
Acaulospora, con un total de 10 especies diferentes
detectadas, la mas frecuente de ellas A. laevis. Las
especies de Acaulospora suelen encontrarse en sue-
los dcidos (MORTON 1986; SIEVERDING 1991;
MOUTOGLIS & WIDDEN 1996; CLARK 1997;
CASTILLO et al. 2006). Este hecho se ha confir-
mado en el presente estudio, ya que, con la excep-
cién de A. thomii, que se encontré en la rizosfera de
plantas crecidas en suelos bésicos, todas las demads

Acaulospora “reticulata

Glomus sp 2

Ambispora sp. 1

Figura 5. Esporas de hongos formadores de micorrizas arbusculares encontrados en la rizosfera de las plantas objeto de estudio y
que tentativamente corresponden con especies nuevas, no descritas previamente.

Figure 5. Putative new species of arbuscular mycorrhizal fungi isolated from the rhizosphere of the target plants.
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especies de Acaulospora se encontraron en suelos
acidos, en los que, con frecuencia, era el género
mejor representado. En consonancia con esto, es el
género que predomina en la rizosfera de las plan-
tas muestreadas pertenecientes al termoclima crio-
romediterrdneo, ya que éstas se desarrollan
fundamentalmente sobre un sustrato litolégico de
micaesquistos, en suelos pobres en bases. También,
y por la misma razén, las especies de Acaulospora
eran frecuentes, aunque en menor medida, en las
rizosferas de plantas muestreadas pertenecientes
al termoclima oromediterrdneo. A medida que se
desciende en altitud, lo que normalmente implica
un aumento del pH del suelo en Sierra Nevada, las
especies de Acaulospora van disminuyendo su pre-
sencia relativa y aumenta la de especies pertene-
cientes al género Glomus y, en menor medida,
especies de Pacispora, Ambispora e individuos de la
Gnica especie detectada de Scutellospora, S. calos-
pora.

Es interesante mencionar también el aislamiento
en Sierra Nevada de Acaulospora alpina, especie que
hasta la fecha tan solo ha sido descrita en los Alpes
Suizos (OEHL et al. 2006). Finalmente, destacar que
es al género Acaulospora al que pertenecen muchas
de las especies nuevas que no han sido descritas
previamente. Al igual que ocurre con la flora, pa-
rece ser que también a nivel de los hongos forma-
dores de micorrizas arbusculares es en la zona de
las altas cumbres donde podria haber una mayor
densidad de especies endémicas.

El resto de géneros encontrados estaba represen-
tado por un bajo niimero de especies: cuatro en el
caso de Pacispora'y Ambispora, tres Entrophospora
(una de ellas, E. nevadensis, endémica de Sierra
Nevada), y tan solo una especie de cada uno de
los géneros Diversispora, Gigaspora y Scutellospora.

Las distintas especies encontradas tienen un
comportamiento muy distinto en cuanto a su dis-
tribucién, tanto en relacién al tipo de suelo en el
que se encuentran, como al nimero de plantas
con el que estdn asociadas. En cuanto al tipo de
suelo, mientras algunas especies, fundamental-
mente del género Glomus, han mostrado ser bas-
tante ubicuas encontrdndose tanto en suelos
dcidos, como bésicos o neutros (como por ejem-
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plo G. etunicatum, G. constrictum, G. macrocarpum,
G. intraradices y A. gerdemannii), otras solo se en-
contraban en suelos dcidos (como la mayoria de
las especies de Acaulosporay E. nevadensis o E. bal-
tica) o bésicos (como G. badium, G. coronatum y A.
thomii). En cuanto a que un mismo hongo se en-
cuentre asociado a varias especies de plantas o a
un ndmero limitado de estas, los resultados indi-
can que la mayoria de los hongos se encontraba
en rizosferas de plantas diferentes, aunque algu-
nos otros parecen estar restringidos a una tinica
especie, como es el caso de Gigaspora margarita
que solo se encontr6 en la rizosfera de D.
tyrrhena. En cualquier caso, serfa necesaria una
prospeccién mayor para poder estar seguros de
esta distribucién tan reducida.

Banco de germoplasma

Se han conseguido aislar 36 hongos micorricicos
en cultivo puro: 24 especies de Glomus, seis de
Acaulospora, dos de Pacispora, y una de cada uno
de los géneros Entrophospora, Diversispora, Scute-
llospora y Ambispora. De todas las plantas que es-
taban micorrizadas en condiciones naturales se
han conseguido cultivos puros de algunos de los
hongos presentes en su rizosfera. Todos estos cul-
tivos se han incorporado a la Coleccién de Hon-
gos Micorricicos de la Estacién Experimental del
Zaidin y constituyen la base a partir de la cual
desarrollar inoculantes micorricicos apropiados
para cada una de las especies vegetales objeto de
estudio.

Efectos de la micorrizacién sobre la
supervivencia y desarrollo de las plantas

Para verificar los efectos de la micorrizacién di-
rigida con los hongos autdctonos aislados sobre
la produccién de plantas de calidad se disefiaron
experimentos de invernadero. El principal pro-
blema ha sido la obtencién de un nimero sufi-
ciente de plédntulas de calidad y homogéneas que
permitieran llevar a cabo estos estudios. Se han
seguido distintas aproximaciones (multiplicacién
a partir de esporas, semillas o estaquillas) con re-
sultados dispares.

Multiplicacion a partir de esporas: Ha sido efectiva
en el caso de Dryopteris tyrrhena, obteniéndose
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gran cantidad de gametofitos. En cualquier caso,
estos son de tamafio muy pequefio y habrd que
esperar a tener los esporofitos para poder plan-
tear los experimentos disefiados.

Multiplicacién a partir de semillas: Ha dado resul-
tado con Artemisia alba'y con Delphinium nevaden-
sis, aunque las plantulas de A. alba obtenidas son
aun demasiado pequefias y el experimento defi-
nitivo no podrd plantearse hasta la primavera.

Multiplicacion a partir de estaquillas: Ha dado bue-
nos resultados con Artemisia granatesis.

En el otofio de 2009 se establecieron los experi-
mentos correspondientes con A. granatesis y D.
nevadensis y los resultados obtenidos hasta la
fecha son tan solo preliminares. Las plantas de A.
granatensis muestran una supervivencia de, apro-
ximadamente, el 60%, y de momento no se ob-
servan diferencias significativas debido a la
inoculacién con los hongos micorricicos ni en la
supervivencia ni en el desarrollo de la planta.
Con respecto a D. nevadensis, la inoculacién con
hongos micorricicos aislados de su rizosfera ha
mejorado significativamente la supervivencia de
las plantulas crecidas en suelo estéril, pasando
esta de ser del orden del 30% en las plantas con-
trol al 50% en las micorrizadas. También se ob-
serva que el desarrollo es notablemente mayor en
las plantas inoculadas con los hongos micorrici-
cos. En cualquier caso, en necesario esperar para
tener resultados méds definitivos y poderlos am-
pliar al resto de las especies vegetales estudiadas.

CONCLUSIONES

Un porcentaje importante de las plantas amena-
zadas estudiadas (76%) presentan micorrizas ar-
busculares. En aproximadamente la mitad de
ellas se ha apreciado también la presencia de en-
dofitos septados oscuros. Por tanto, al igual que
ocurre en otros ecosistemas similares, la micotro-
fia parece ser una caracteristica de las plantas que
viven en Sierra Nevada y probablemente juega
un papel importante en la adaptacién de estas es-

pecies a las rigurosas condiciones ambientales
que tienen que soportar.

El elevado nivel de diversidad de la flora presente
en Sierra Nevada parece reflejarse también a nivel
de las poblaciones de hongos formadores de mi-
corrizas arbusculares ya que se ha detectado una
elevada diversidad de estos microorganismos en
la rizosfera de las plantas estudiadas. Algunos de
los hongos aislados parecen ser especies nuevas ya
que no coinciden en sus caracteristicas con nin-
guna de las especies descritas previamente. Con-
cretamente, se han encontrado hasta 8 morfotipos
de hongos que, aparentemente, no coinciden con
ninguna de las especies descritas, por lo que se
estdn caracterizando en profundidad, utilizando
criterios morfolégicos y moleculares, para proce-
der a su clasificacién y descripcién definitiva. Uno
de estos hongos (Entrophospora nevadensis) ha sido
ya descrito y clasificado como una especie nueva.

Presumiblemente los hongos micorricicos aisla-
dos juegan un papel importante en la supervi-
vencia y desarrollo de estas plantas amenazadas
en sus habitats naturales. Por ello, se propone im-
plementar las estrategias adecuadas para opti-
mizar la micorrizaciéon de las especies micotrofas
amenazadas, en el contexto de los programas de
conservacion de flora amenazada del Parque Na-
cional de Sierra Nevada.
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