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RESUMEN

Se presenta parte de los resultados del proyecto financiado por el OAPN sobre la flora forrajera natural del
Espacio Natural de Sierra Nevada, en relacion con sus posibilidades de empleo técnico en mejora de pastos
naturales, restauracion de zonas degradadas, gestion y proteccion del monte mediterraneo. Este estudio se
centra en una zona piloto de dicho Espacio (Lanjaron) afectada por un incendio (2005) de 3425 ha. Su obje-
tivo general ha sido colaborar en el plan de restauracion de la zona e incorporar a la gestion del monte acti-
vidades de silvicultura preventiva con manejo ganadero; y los objetivos especificos: seleccionar leguminosas
de los pastos naturales, analizar sus caracteristicas nutricionales, sus limitaciones de germinacion, y dilucidar
la incidencia de diferentes métodos de fertilizacion (incluidos los microoganismos de la rizosfera) en el esta-
blecimiento de las especies seleccionadas, todo ello en condiciones de campo. A tal fin se ha georreferenciado
en el territorio «fuentes semilleras» en las que recolectar las especies, ensayado técnicas de escarificacion
de semillas, analisis de su valor nutritivo (clasico y antioxidantes), aislamiento de bacterias noduladantes,
estimaciones de su produccion (forraje y semillas) ensayando diferentes técnicas de fertilizacion del suelo
(redileo, micorrizacion e inoculos bacterianos), de cara a asegurar su establecimiento en campo. Los resul-
tados muestran mayor valor nutritivo de los géneros Vicia y Lathyrus, aunque Trifolium cherleri presento
buen contenido de antioxidantes totales y no enzimaticos; el trillado es el método mas eficaz y rapido para
promover la germinacién; los rizobios propuestos para ensayos de fertilizacion son Rhizobium leguminosa-
rum'y Sinorhizobium meliloti; el redileo es el método de fertilizacion mas eficaz y el género Vicia fue el mas
productivo (forraje y semillas); por ello y por su mayor valor nutritivo consideramos que las especies de este
género son las mas apropiadas para la restauracion ecoldgica del monte.

Palabras clave: Pastos naturales, Restauracion silvopastoral, Leguminosas, Germinacién, Valor nutritivo,
Produccion, Fertilizacion (microbioldgica y redileo).
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RESEARCH ON THE NATURAL FORAGE FLORA
FOR PASTURES IMPROVEMENT, FOREST RESTORATION
AND WILDFIRE PREVENTION WITH LIVESTOCK
MANAGEMENT: A PILOT EXPERIENCE
IN SIERRA NEVADA

ABSTRACT

Some of the results of the project funded by the OAPN on the natural forage flora of the Sierra Nevada
Natural Area are presented, in relation to its possibilities of technical utilization in the improvement of na-
tural pastures, restoration of degraded areas, management and protection of the Mediterranean rangelands.
This study focuses on a pilot area of the Natural Area (Lanjarén) affected by a fire (2005) of 3,425 ha. Its
general objective has been to collaborate in the restoration plan of the area and to incorporate to the forestry
management some activities for preventive silviculture with livestock management; and the specific objecti-
ves were: to select legumes from natural pastures, analyze their nutritional characteristics, their germination
limitations, and elucidate the incidence of different fertilization methods (including micro-organisms of the
rhizosphere) in the establishment of the selected species, all of which in field conditions. For this purpose,
«seed sources» have been georeferenced in the territory in which to collect the species, seed scarification
techniques has been tested, analysis of their nutritional value (classical and antioxidants) has been carried
on, nodular bacteria have been isolated, production (forage and seeds) has been estimated, testing different
techniques of soil fertilization (sheep penning, mycorrhization and bacterial inocula), in order to ensure
its establishment in the field. The results showed higher nutritional value of the genera Vicia and Lathyrus,
although Trifolium cherleri presented good content of total and non-enzymatic antioxidants; threshing is the
most effective method to promote germination; the rhizobia proposed for fertilization trials are Rhizobium
leguminosarum and Sinorhizobium meliloti; sheep penning is the most effective method of fertilization and
the genus Vicia was the most productive (forage and seeds); for this reason and for its greater nutritional
value we consider that the species of this genus are the most appropriate for the ecological restoration from
the rangelands.

Keywords: Natural pastures, Silvopastoral restoration, Legumes, Germination, Nutritional value, Produc-
tion, Fertilization (microbiological and sheep penning).
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INTRODUCCION

La restauracion de los pastos naturales es considera-
da clave en la mitigacion de la amenaza del cambio
global a nivel mundial (JAMES et al,, 2013). Las le-
guminosas herbaceas juegan un importante papel en
los ecosistemas perturbados debido a su capacidad
de fijar nitrogeno atmosférico (PORQUEDDOU &
GONZALEZ 2006), asi como en la alimentacion
del ganado por su elevado valor nutritivo y por sus
otros efectos beneficiosos asociados con la presencia
de taninos y flavonoides condensados (ROCHON et
al., 2004). Sus semillas se caracterizan por presentar
dormancia fisica debido a su gran dureza, que les
hace impermeables al agua (BASKIN et al., 2003).
En ambientes secos, este es un mecanismo ecologico
fundamental para la supervivencia de las especies,
sin embargo, no favorece el establecimiento de las
semillas en campo. Frecuentemente, en ecosistemas
forestales de montaia, los suelos suelen tener baja
fertilidad y deben ser mejorados para incrementar
el contenido de nutrientes del suelo. En espacios
protegidos se aconseja utilizar enmiendas de suelo
que sean respetuosas con el medio ambiente, como
son las fertilizaciones organicas, entre las que se in-
cluyen: la practica tradicional de redileo (SAN MI-
GUEL 2001) y la utilizaciéon de microorganismos
fijadores de nitrogeno y/o micorrizas (LEIGH 2002;
BAREA 2005). Otro aspecto, a tener en cuenta, en
los planes de mejora de pastos y restauracion am-
biental es el origen y trazabilidad de las semillas,
las cuales deben restringirse a especies y ecotipos
autoctonos, para lo cual es necesario disponer de
semillas recolectadas y / o producidas en esas areas
(RAMOS-FONT et al, 2016). Hay que senalar el
escaso conocimiento cientifico-técnico que se posee
sobre las especies silvestres que componen los pastos
naturales y de las técnicas de manejo para restaurar-
los JAMES et al., 2013).

En septiembre del afio 2005 se produjo unos de los
mayores incendios forestales ocurridos en el Espa-
cio Natural de Sierra Nevada, originado en el Ba-
rranco de Lanjaron (Granada), y afectd a 3416,74
ha en su mayoria ocupadas por vegetacion natural
(GOMEZ-ZOTANO et al., 2005). En las fechas que
siguieron al referido episodio, una parte del equipo
cientifico del presente articulo, fue convocado por
la administracion del Espacio Natural para colabo-
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rar en la elaboracion de Plan de Emergencia, cuyos
criterios de actuacion se vieron reflejados en el Plan
de Restauracion de la zona afectada (Monte del Si-
glo XXI), y por nuestra parte, en la redaccion del
proyecto financiado por el Organismo Autonomo
Parques Nacionales (OAPN), cuyo titulo coincide
con el de este articulo.

Dentro de este contexto, dicho proyecto y el trabajo
que presentamos aqui tienen como objetivo princi-
pal investigar las posibilidades que ofrece la flora
silvestre para el empleo técnico en actuaciones de
mejora de pastos naturales, planes de restauracion
de la cubierta vegetal y técnicas de silvicultura pre-
ventiva frente a los riesgos de incendios con empleo
de ganado, utilizando como marco el Espacio Na-
tural de Sierra Nevada (Andalucia). Sus objetivos
concretos son: seleccionar las leguminosas de los
pastos naturales, analizar sus caracteristicas nutri-
cionales y de germinacion, y dilucidar la incidencia
de diferentes métodos de fertilizacion (redileo, bac-
terias nodulantes y micorrizas) en el establecimiento
de las especies seleccionadas, todo ello en condicio-
nes de campo. Dichos aspectos tienen su proyeccion
en la gestion del monte mediterraneo, y redundan
en muchos otros enfoques de las politicas de recu-
peracion de tierras en abandono (despoblamiento
rural), control de la desertificacion (degradacion del
medio), incremento de la capacidad de uso del sue-
lo (desarrollo socioecondmico); y en muchos otros
desafios actuales de las politicas de desarrollo rural.
En definitiva, se trata de analizar la posibilidad de
incorporar elementos locales de valor a la gestion
del monte, generando condiciones que, al incremen-
tar la capacidad de uso sostenible del suelo (en este
caso, de los pastos naturales), fomenten el interés
por la conservacion del medio en aquellos sectores
sociales mas directamente concernidos por la mejo-
ra pastos o la restauracion del medio natural.

Este proyecto ha generado la continuidad de nues-
tra investigacion, tanto en el ambito nacional, a
través de la creacion del grupo operativo autonod-
mico (Junta de Andalucia) GOP11-GR-16-0012:
Semillas silvestres en restauracion de agrosistemas
mediterraneos (SERESAM) (coordinado por la
EEZ-CSIC), que formaliza la conexién de un grupo
cientifico de pastos con sectores demandantes de la
industria agroalimentaria y del ambito de las semi-
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llas silvestres; como en el internacional, dentro del
proyecto INTERREG SUDOE OPEN2PRESER-
VE: Modelo de gestion sostenible para la preserva-
ciéon de espacios abiertos de montafa [coordinado
por la Universidad Publica de Navarra (UPNA)].

MATERIAL Y METODOS

La Figural refleja el perimetro afectado por el
incendio (3416,74 ha) que ocurri6 en el Espacio
Natural de Sierra Nevada (Lanjaron, Granada) el
22/09/2005 (GOMEZ-ZOTANO et al., 2005). Se
delimita la zona seleccionada por los gestores del
territorio para llevar a cabo las actuaciones de ma-
nejo pastoral, incluye un perimetro experimental de
siembras (mejora de pastos) y un aprisco para el ga-
nado (pastoreo).

Prospeccion de especies y recoleccion de semillas
Entre abril y julio (2013 a 2016) se realizaron nu-
merosas prospecciones en campo para localizar y

georreferenciar distintas fuentes semilleras de legu-
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Figura 1. Situacion del Incendio en el Espacio Natural de
Sierra Nevada (Lanjaron, Granada): ano 2005, 3416,74
ha. Situaciéon del perimetro pastoral, zona experimental
y aprisco.

Figure 1. Situation of the forest fire in the Natural Area of
Sierra Nevada (Lanjaron, Granada): year 2005, 3416.74
ha.Situation of the pastoral perimeter, experimental zone
and sheepfold.

minosas de interés forrajero del Espacio Natural de
Sierra Nevada (Granada) y zonas de influencia (500
my 1900 m) (Figura 2). Posteriormente, las especies
fueron recolectadas y, en laboratorio, fueron prensa-
das y determinadas siguiendo la Flora de Andalucia
Oriental (BLANCA et al., 2009). A continuacion,
se procedioé a la recoleccion de semillas. El material
recolectado fue secado a temperatura ambiente y,
posteriormente, se separaron las semillas por espe-
cie, mediante trillado manual o mecanico. Una vez
limpias, fueron almacenadas en camara fria (2 °C).
Estas semillas se utilizaron para los ensayos de ger-
minacion, siembra y microbioldgicos.

Ensayos de germinacion

Con el fin de incrementar la germinacion y facilitar
el establecimiento en campo de las especies legumi-
nosas seleccionadas, se ensayaron distintos métodos
(térmicos, mecanicos y quimicos) de ruptura de la
dormancia fisica de las semillas. Las especies estu-
diadas fueron: Lathyrus cicera L., L. clymenum L.,
L. sphaericus Retz, L. tingitanus L., Lens nigricans
(M. Bieb.) Godr., Lupinus angustifolius L., Medica-
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Figura 2. Mapa con los puntos de prospeccion de leguminosas autoctonas del Espacio Natural Sierra Nevada.

Figure 2. Map including the prospecting sites of wild legumes from Sierra Nevada Natural Area.

go polymorpha L., M. rigidula (L.) All., M. minima
(L.) L., M. truncatula Gaertn., M. orbicularis (L.)
Bartal., Trifolium cherleri L., T. glomeratum L., T.
scabrum L., T. tomentosum L., Vicia disperma DC.,
V. amphicarpa L., V. monantha Retz, V. lutea L.y
V. sativa L.. Los tratamientos aplicados en cada es-
pecie fueron: 1) Control, con semillas intactas sin
tratar (C), 2) Inmersion en agua caliente a 70 °C,
durante 15 minutos (70), 3) Inmersion en agua ca-
liente a 80 °C, durante 5 minutos (80), 4) Escarifica-
cion con peroxido de hidrégeno (H,0,, 3%), en 10
minutos (Oxi) y 5) Lixiviacion en flujo de agua fria
durante 24 horas (Lix).

Por otra parte, a la luz de los resultados del ensayo
anterior, especialmente en el género Medicago (ver
apartado de Resultados y Discusion), se ensayaron
tratamientos de escarificacion mecanica, principal-
mente, para cuantificar la capacidad de escarifica-
cion de las maquinas trilladoras utilizadas durante
el proceso de limpieza de semillas. Se utilizaron las

mismas especies, excepto L. angustifolius, T. sca-
brum, T. tomentosum, M. minima y M. orbicularis
ya que posteriormente no se sembraron en los peri-
metros experimentales. Se incluyo V. pseudocracca,
que fue recolectada en posteriores campaiias. Los
tratamientos ensayados fueron: 1) Control, que
consiste en semillas intactas separadas del fruto a
mano, 2) semillas escarificadas a mano con ayuda
de una lija (Escarificado) y 3) semillas que han sido
separadas mediante trilladora (Trilladora). Los lo-
tes de semillas utilizados fueron diferentes a los del
anterior ensayo, por no haber nimero suficiente,
por lo que es posible encontrar alguna discrepancia
en los resultados.

En todos los ensayos, las semillas fueron sembradas
en placas de Petri (25 semillas/placa y 6 placas/tra-
tamiento). Todos los materiales utilizados para la
siembra, incluidas las semillas, fueron esterilizadas
previamente (vapores de una mezcla de lejia y HCI).
Las placas fueron colocadas en una camara de ger-
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minacion en condiciones de 23/16 °C (16 h dia y 8
h noche, respectivamente). La germinacion fue eva-
luada cada dia durante las tres primeras semanas y
cada dos dias hasta el final del ensayo (30 dias). La
suma de todas las semillas germinadas respecto al
total de colocadas se expresd6 como porcentaje de
germinacion.

Valor nutritivo de las especies

Se han diferenciado dos tipos de analisis para de-
terminar el valor nutritivo de las especies seleccio-
nadas: 1) calidad del forraje (valoracion nutritiva
clasica de forrajes) y ii) capacidad antioxidante. En
el estudio de pastos naturales es mas generalizado el
primer tipo de analisis. Existen poco estudios sobre
el contenido de antioxidantes en pastos, por lo que
estos analisis se han realizado en un gran nimero de
especies prospectadas en el espacio natural (agrupa-
das por géneros). La valoracion nutritiva clasica se
determiné en las especies sembradas en las parcelas
experimentales (Lanjaron y Soportujar).

Calidad del forraje. Se han analizado muestras de las
especies sembradas en las parcelas experimentales
situadas en Lanjaron (1320 m) y Soportujar (1352),
correspondiente a las siembras del afio agronémico
2014-15, y recolectadas en mayo de 2015. En cada
localidad se sembraron los especies mas idoneas a
las condiciones ambientales, tomando como base
los resultados de las siembras de 2013-14 (RAMOS
et al., 2016).

Las especies analizadas fueron, en Lanjaréon: L. ci-
cera, L. sphaericus, M. rigidula, V. amphicarpa, V.
disperma, V. monantha, T. cherleri; y en Soportujar:
L. cicera, L. clymenum, L. nigricans, M. truncatula,
V. amphicarpa, V. disperma, V. monantha 'y V. Lu-
tea. En ambas localidades, también se analizaron el
conjunto de plantas adventicias (especies que nacen
espontaneamente entre las especies sembradas) con
el objetivo de comparar su calidad con las especies
sembradas en los ensayos. Para cada localidad y es-
pecie se analizaron cuatro réplicas. Todas las mues-
tras se secaron en estufa de aire forzado a 60 °C has-
ta peso seco constante. Posteriormente se trituraron
mediante un molino refrigerado (tamiz con luz de 1
mm OJ) y se procedio a determinar su valor nutritivo
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por NIRS (Near Infrared Spectroscopy) de acuerdo
con las ecuaciones desarrolladas en el Laboratorio
de Nutricion Animal del SERIDA (Laboratorio
Oficial del Principado de Asturias) y acreditadas
por ENAC (Entidad Nacional de Acreditacion)
(Acreditacion N° LE 430/930) (SERIDA 2018). Los
parametros analizados fueron: materia seca (MS)
cenizas (CEN), proteina bruta (PB %), fibra neutro
detergente (FND %), fibra acido detergente (FAD
%), lignina (LAD) y digestibilidad materia organica
(DMO) (Digestibilidad enzimatica FND-celulasa).

Capacidad antioxidante. Se ha estudiado: i) la acti-
vidad antioxidante total (ATT), ii) los antioxidantes
enzimaticos: catalasa y actividad peroxidasa total,
y iii) los antioxidantes no enzimaticos: fenoles y
flavonoides. Las plantas fueron recolectadas en los
términos municipales de Lanjarén (1300-1330 m),
Soporttjar (1350 m) y Trevélez (1400-1470 m), Tor-
vizcon (700-900 m). Las especies analizadas fueron:
1) Medicago litoralis Rohde ex Loisel, M. minima,
M. orbicularis, M. polimorfa, M. rigidula'y M. trun-
catula, 2) L. cicera, L. clymenum, Lathyrus sphaeri-
cus Retz., L. ciceray L. tingitanus, 3) Lens nigricans,
4) Lupinus angustifoliu, 5) Vicia: V. amphycarpa, V.
angustifolia, V. disperma, V. lutea, V. monantha'y V.
sativa, y 6) Trifolium: T. cherleri, T. glomeratum T.
tomentosum.

La actividad antioxidante total (AAT) se analizo
para planta completa y fresca, en extractos de ma-
terial fresco obtenidos en buffer fosfato, mediante
el método de SANCHEZ-BEL et al. (2012) que se
basa en la capacidad de los antioxidantes de secues-
trar el radical catidonico 2,2’-azinobis (3-etilbenzo-
tiazolina-6-sulfonato, ABTS), utilizando como refe-
rencia una curva estandar de ascorbato (ASC).

Los antioxidantes enzimaticos, catalasa (CAT) y
guaiacol peroxidasa total (GPX), se llevaron a cabo
con la eliminacion del H202 para prevenir danos
oxidativos. Se ensayaron plantas completas en ex-
tractos de material fresco mediante espectrometria
segun describen SANDALIO et al. (2001).

Los fenoles y flavonoides, se obtuvieron a partir
de extractos metanolicos de planta completa. El
contenido total de fenoles se determino con el re-
activo de Folin-Ciocalteu y analisis espectrofotomé-



trico a 760 nm, segiin el método de VITALINI et
al. (2006). Como estandar se utiliz6 una curva con
concentraciones conocidas de acido galico. El con-
tenido de flavonoides en los extractos se determino
espectrofotométricamente segun QUETTIER-DE-
LEU et al. (2000), utilizando un método basado en
la formacion de un complejo flavonoide-aluminio
que absorbe a 430 nm. Como estandar se utilizo
una curva de quercetina. Estos dos parametros se
han realizado en planta completa, tanto en material
fresco como en material seco, éste ultimo secado en
estufa a 60 °C durante 48 h y procedentes de la mis-
ma recoleccion que el fresco.

Ensayos de siembra y produccion de semillas

Para evaluar la produccion de forraje y semillas se
ensayaron distintas estrategias para mejorar de la
fertilidad del suelo de los terrenos donde se realiza-
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ron las siembras. Se llevaron a cabo siembras en los
periodos: 2013/14, 2014/15 y 2015/16.

En 2013/14 la siembra tuvo lugar en tres zonas: 1)
Lanjaron (Cortijo Peinado), ii) Soportajar (Vivero
de la Sombra) y iii) Granada (IFAPA-Camino de
Purchil) (Figura 3). La zona de Lanjardn es un te-
rreno forestal que se desbrozo en 2010 eliminando
el matorral, en Soportujar se trata de un antiguo
vivero forestal con terrazas que se ha utilizado du-
rante varios anos para guardar el ganado de noche,
y la parcela del Granada esta ubicada en suelo de
vega y disponia de riego por aspersion (tres riegos
de 30 L/m? durante el ensayo). Esta tltima locali-
dad se utilizo, principalmente, para obtener semilla
para otros anos. Previamente a la siembra los suelos
fueron analizados (Tabla 4) y posteriormente abo-
nados con una enmienda organica de estiércol de
oveja peletizada (4000 kg ha''). Composicion de la

Parcelas para la produccién de herbice

orrajeras autdctonas de Sierra Nevada

Figura 3. Ubicacion de las parcelas de siembra. En el Espacio Natural de Sierra Nevada: Lanjarén y Soportujar; y en el

IFAPA de Granada (parcelas para producir semillas)

Figure 3. Situation of seeding areas. In the Natural Area of Sierra Nevada: Lanjarén and Soportijar; and in the IFAPA of

Granada (plots to produce seeds)
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Figura 4. Porcentaje de germinacion para cuatro especies del género Lathyrus. C: control, 70: inmersiéon en agua a 70 °C,
80: inmersion en agua a 80 °C, Ox: escarificacion en peroxido de hidrogeno, Lix: lixiviacion.

Figure 4. Germination percentage for four species of the genus Lathyrus. C: control, 70: immersion in water at 70 °C, 80:
immersion in water at 80 °C, Ox: scarification in hydrogen peroxide, Lix: lixiviation.

enmienda: Materia organica: 69,4%; C organico:
40,2%; N total: 2,3%; N amoniacal: 0,3%; N orga-
nico: 1,9%; P205 total: 1,7%; K20 total: 7,1%; Ex-
tracto himico total: 7,1%; Acidos humicos: 4,3%;
Acidos falvicos: 2,8%; C/N: 22; pH:7,7; Humedad:
8-15%; Conductividad eléctrica (dS/m): 7,5.). El di-
sefio fue de bloques al azar con cuatro repeticiones.

A luz de los resultados de siembra del primer afio
(2013/14), se seleccionaron las especies mas promiso-
rias para sembrarlas en los terrenos forestales (Lan-
jaron y Soportujar) durante 2014/15 y 2015/16. Aqui
se evaluaron diferentes ensayos de fertilizacion. El di-
sefio experimental fue diferente en ambas localidades
debido a las caracteristicas del cada terreno:

— Lanjarén. Diseno de bloques al azar, en ambos
afios, con cuatro bloques, y dos factores: abona-
do (factor principal) y especie (factor anidado).
El factor «abonado» con cuatro tratamientos:

» Control. Suelo sin ningtn tipo de abonado.

* Redileo. En julio de 2014 y de 2015 se instalaron
cuatro rediles (uno por bloque) de 150 m? cada
uno. En cada uno, se encerraron 350 ovejas du-
rante tres dias consecutivos (16 horas dia™).

* Redileo y micorrizas. Parcelas con redileo en las
cuales, ademas, se aplico una soluciéon con mi-
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corrizas (Glomigel, suministrado por Mycovitro
S.L.), en una dosis equivalente a 1250 1 ha™'.

* Indculo de bacterias. Las semillas fueron peleti-
zadas con especies y simbiovares de rizobios que
fueron identificadas y aisladas por VILLADAS
et al. (2016) en el mismo area para las especies
sembradas.

En el afio 2015/16, seis semanas después de la siem-
bra se volvieron a sembrar las parcelas de «redileo»
y «redileo con micorrizasy», ya que un jabali entro y
destrozo la mayor parte de éstas. Por falta de dis-
ponibilidad de semillas no se pudo resembrar 7ri-
folium cherleri.

— Soportujar. Para ambos aifios, disefio de parce-
las completamente aleatorizadas con dos fac-
tores: abonado y especies. El factor «abonado»
constaba de dos tratamientos:

« Control. Suelo sin ningtn tipo de abonado.

* Micorrizas. La aplicacion de las micorrizas se
hizo directamente sobre suelo control. El indcu-
lo y concentracion del mismo fueron idénticos a
los ya descritos para Lanjaron.

La Tabla 1 recoge la dosis y el ano de siembra de
cada una de las especies.
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Granada Lanjaron Soportujar
Lathyrus cicera 15 2013 2013/14/15 2014/15
Lathyrus clymenum 12 2013 - 2014/15
Lathyrus sphaericus 10 2013 2013/14/15 -
Lathyrus tingitanus 15 2013 2013 2013
Lens nigricans 6 2013 - 2013/14/15
Lupinus angustifolius 15 2013 - -
Lothus ornithopodioides 3 2013 - -
Medicago arabiga 3 2013 - -
Medicago orbicularis 4 2013 - 2013
Medicago polymorpha 3 2013 2013 -
Medicago rigidula 4 2013 2013/14/15 -
Medicago truncatula 5 2013 - 2014/15
Medicago spp.* 3 2013 2013 2013
Trifolium cherlerii 3 2013 2013/14/15 2013
Trifolium glomeratum 2 2013 2013 2013
Trifolium scabrum 2 2013 - -
Trifolium tomentosum 2 2013 - -
Vicia amphicarpa 9 2013 2013/14/15 2014/15
Vicia angustifolia 9 2013 - -
Vicia disperma 10 2013 2013/14/15 2013/14/15
Vicia lutea 12 2013 2013 2013/14/15
Vicia monantha 9 2013 2013/14/15 2013/14/15
Vicia sativa 12 2013 2013 -

*Medicago spp.: compuesta por distintas especies del género Medicago, principalmente, M. polymorpha 'y M. truncatula.

Tabla 1. Listado de especies sembradas, dosis de siembra y ano/s en los que fue sembrada cada especie.

Table 1. List of sown species, seeding dose and seeding date for each species.

Todos los afios se prepar6 el terreno con un culti-
vador y se replantearon las parcelas (4 réplicas por
especie y tratamiento) cuyos tamaifios fueron de 3 x
2m,2x2mo 2x 1,5m, seglin la disponibilidad de
semilla de cada especie. Las siembras se realizaron a
mano, en surcos separados unos 25 cm. Previamen-
te, se tomaron muestras de suelo para su analisis.

Para cada parcela se evalu¢: i) produccion de forraje (kg
de materia seca (MS) ha') y ii) produccion de semillas
(kg ha'). Para la produccion de forraje se cortaron 4
cuadrados de 25 x 25 cm por cada parcela. Posterior-
mente se secaron las plantas en estufa de aire forzado
a 60 °C, hasta peso seco constante. La produccion de

semilla se evalué mediante el corte de la parcela com-
pleta. Debido a las condiciones de sequia de los afios de
estudio, plagas de pulgones y olas de calor, para algunas
localidades y/o especies no se obtuvieron semillas.

Estudio Microbiolégico

Se caracterizaron las bacterias que nodulan las especies
utilizadas en los ensayos de siembra. El estudio micro-
biologico comprendid las siguientes etapas: i) aisla-
miento de bacterias del interior de nddulos, i) genotipa-
do mediante RAPD fingerprinting, y iii) secuenciacion
y analisis de los genes rrs, recA, atpD, gInll y nodC.
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Aislamiento de bacterias del interior de nédulos. Con
el objetivo de aislar bacterias noduladoras de los
géneros dominantes en el area de estudio: Lathyrus,
Medicago, Trifolium y Vicia en el area de estudio,
se tomaron muestras de suelo y se recolectaron
semillas de las especies mas abundantes de dichos
géneros en los perimetros experimentales de Sierra
Nevada: L. sphaericus, L. cicera, M. polymorpha,
M. rigidula, T. cherleri, T. glomeratum, V. amphicar-
pa y V. disperma. El protocolo de germinacion de
semillas fue el mismo que el descrito anteriormente
en el apartado de germinacion. Una vez germina-
das, estas se dispusieron en macetas preparadas con
una mezcla 3:1 de arena previamente esterilizada y
el suelo muestreado en la zona de Lanjardn, tal y
como describen COBO-DIAZ et al. (2014). Tras un
periodo de incubacién de 21 dias (ciclos dia/noche
de 16/8 h'y 22/16 °C), se retiraron las plantas de las
macetas y se aislaron los nodulos radiculares indivi-
dualmente. Estos fueron esterilizados en superficie
y sembrados en medio de cultivo TY (BERINGER
1974) conforme refieren TORO et al. (2017) con el
objetivo de aislar los rizobios de su interior.

Genotipado mediante RAPD fingerprinting. La di-
versidad genética de los aislados bacterianos fue
analizada mediante la técnica RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA) para obtener
perfiles electroforéticos caracteristicos de cada cepa
(DURAN et al., 2013). A partir de cultivos liquidos
en medio TY, se extrajo el DNA gendémico de cada
uno de los aislados empleando el kit comercial Real
Pure Genomic DNA Extraction Kit (Durviz, Valen-
cia) y siguiendo las recomendaciones del fabricante.
A continuacion, para obtener perfiles electroforéti-
cos con los que poder distinguir incluso diferentes
cepas pertenecientes a una misma especie de rizo-
bio, se obtuvieron los patrones RAPD con el primer
M13, y los correspondientes dendrogramas tal y
como detallan VILLADAS et al. (2017).

Secuenciacion y analisis de los genes rrs, recA, atpD,
gInll y nodC. Para identificar las cepas aisladas, se
amplifico mediante PCR y se secuencio el gen rrs
que codifica el RNA de la subunidad ribosomal
pequena procariota (RIVAS et al., 2007). Ademas,
se analizaron los genes de copia unica recA y atpD
para una mayor resolucion intragenérica (GAUNT
et al. (2001). En el caso de las cepas aisladas de los
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géneros Vicia, Lathyrus y Trifolium, adicionalmen-
te se amplifico y secuencio el gen gInll (VINUESA
et al., 2005), de utilidad para la identificacion de
las especies pertenecientes al grupo filogenético de
Rhizobium leguminosarum. En todos los casos se
amplifico y secuencio el gen de nodulacion nodC
(LAGUERRE et al., 2001), implicado en la sintesis
de los factores de nodulacidn, necesarios para esta-
blecer la simbiosis con la planta hospedadora.

La construccion de los arboles filogenéticos a partir
de las secuencias obtenidas fue realizada de acuerdo
a VILLADAS et al. (2017).

RESULTADOS

Prospeccion de especies y recoleccion de semillas

Se censaron un total de 54 especies y 12 géneros y
entre éstas se seleccionaron 24 especies (Tabla 2) por
su mayor interés forrajero y abundancia, incluidas
en siete géneros: Lathyrus (4 spp.), Lens (1 spp.),
Medicago (6 spp.), Lotus (1 spp.), Lupinus (1 spp.),
Trifolium (4 spp.) y Vicia (7 spp.).

Ensayos de germinacion

Nuestros resultados ponen de manifiesto el dife-
rente comportamiento germinativo de las distintas
especies, incluso dentro del mismo género (Figura
4 a 8). En este mismo sentido, ARGEL & PATON
(1999), estudiando varias especies, encontraron que
incluso diferentes lotes de la misma especie, respon-
den de forma distinta frente a los tratamientos ger-
minativos.

En el género Lathyrus, L. clymenum y L. tingitanus
aumentaron el porcentaje de germinacion, respecto
al control, en los tratamientos con temperatura (70
°Cy 80 °C), aunque los valores siguieron siendo bas-
tante bajos (entre el 16% y el 25%), y no hubo dife-
rencias significativas en L. tingitanus 'y L sphaericus
(Figura 4). Los tratamientos de agua caliente pueden
ser muy efectivos a la hora de eliminar la dureza, pro-
vocando la separacion del estrofiolo del resto de la
semilla y la rotura de la testa (BASKIN 2003). Tam-
bién, L. nigricans se vio muy favorecida por el calor,
sobre todo, a 80 °C (76 %), y algo menor para 70 °C
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Lathyrus cicera L.

Lanjardn, Lecrin, Juviles, Canar,

Lathyrus clymenum L.

Lanjaron, Torvizeon, Almegijar, Lecrin

Lathyrus sphaericus Retz.

Lecrin, Lanjarén, Busquistar, Orgiva

Lathyrus tingitanus L.

Orgiva, Almegijar, Lobras

Lens nigricans (M. Bieb.) Godr.

Lecrin, Lanjarén, Bubion, Busquistar

Lotus ornithopodiodes L.

Vélez de Benaudalla

Lupinus angustifolius L.

Lanjarén, Canar

Medicago arabica (L.) Huds.

Giiéjar Sierra

Medicago littoralis Rohde ex Loisel

Lanjarén, Lecrin

Medicago orbicularis (L.) Bartal.

Gii¢jar Sierra, Torvizcon, Lobras

Medicago polymorpha L.

Gii¢jar Sierra, Torvizcon, Lobras, Orgiva

Medicago rigidula (L.) All

Almegijar, Bubion, Busquistar, Gii¢jar Sierra, Juviles, Lanjaron,
Lecrin, Lobras

Medicago truncatula Gaertn.

Busquistar, Lanjardn, Lobras, Orgiva

Trifolium cherleri L.

Canar, Lanjardn, Lecrin

Trifolium glomeratum L.

Bubion, Busquistar, Canar, La Tah4, Capileira, Lanjarén, Lobras,
Torvizcon

Trifolium scabrum L.

Busquistar, Guéjar Sierra, Juviles

Trifolium tomentosum L.

Busquistar, Lobras

Vicia amphicarpa L.

Lanjarén, Busquistar

Vicia benghalensis L.

Lecrin

Vicia disperma DC

Lanjarén, Lecrin

Vicia lutea L.

Almegijar, Busquistar, Canar, Lanjaron, Lecrin, Lobras, Orgiva,
Trevélez

Vicia monantha Retz.

Lanjaron

Vicia sativa L.

Lanjarén, Lobras, Torvizcon

Vicia pseudocraca Bertol.

Lecrin

Tabla 2. Listado de especies cuyas semillas fueron recolectadas de distintos municipios pertenecientes al Espacio Natural Sierra Nevada

(Granada) y zonas de influencia.

Table 2. List of species whose seeds were collected in different municipalities from Sierra Nevada Natural Area ( Granada) and influence area.

(41 %); mientras que L. angustifolius, no respondio a
ninguno de los tratamientos (Figura 5). Por otra par-
te, el agua caliente afectd negativamente a la germi-
nacion en todas las especies de Medicago, excepto el
tratamiento 80 °C en M. orbicularis (Figura 6). Estos
datos no son coherentes con los obtenidos por otros
autores que observaron una estimulacion de la ger-
minacioén en M. polymorpha con agua caliente (CAN
et al., 2009; KHAEF et al,, 2011). Nuestra hipotesis
indica que, probablemente, durante el trillado para
limpiar las semillas, estas se podrian haber escarifica-

do y el agua caliente podria haber provocado dafios
en los embriones. Similar explicacion podria haber
ocurrido con la especie 7. scabrum, que redujo su
germinacion con el mismo tratamiento. Sin embargo,
para el resto de especie del género Trifolium, también
fue mas efectivo el tratamiento con calor a 70 °C'y,
especialmente, a 80 °C aunque s6lo hubo diferencias
significativas en 7. glomeratum (RAMOS et al., 2016)
(Figura 7). OLEA et al. (1989) encontraron resulta-
dos similares. En 7 cherleri los valores mas elevados
fueron para el tratamiento 80, aunque sin diferencias
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Figura 5. Porcentaje de germinacion para Lens nigricans'y Lupinus angustifolius. C: control, 70: inmersion en agua a 70 °C,

80: inmersion en agua a 80 °C, Ox: escarificacion en peroxido de hidrogeno, Lix: lixiviacion.

Figure 5. Germination percentage for Lens nigricans y Lupinus angustifolius. C: control, 70: immersion in water at 70 °C, 80:

immersion in water at 80 °C, Ox: scarification in hydrogen peroxide, Lix: lixiviation.
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Figura 6. Porcentaje de germinacion para cinco especies del género Medicago. C: control, 70: inmersion en agua a 70 °C,
80: inmersion en agua a 80 °C, Ox: escarificacion en peroxido de hidrogeno, Lix: lixiviacion.

Figure 6. Germination percentage for five species of the genus Medicago. C: control, 70: immersion in water at 70 °C, 80:
immersion in water at 80 °C, Ox: scarification in hydrogen peroxide, Lix: lixiviation.

significativas entre las especies (RAMOS-FONT et
al.,2016).

En este mismo sentido, en el género Vicia, los trata-
mientos de temperatura (70 °C y 80 °C) incrementa-
ron en mayor o menor medida el porcentaje de ger-
minacion en todas las especies (Figura 8), excepto
en V. amphicarpa. Mientras en V. disperma'y V. mo-
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nantha la germinacion fue mayor a 80 °C (superior
a 50 %), en V. lutea se obtuvo a 70 °C (35 %). Sélo
en V. sativa la germinacion fue mas fue mayor con el
tratamiento de H,0, (57 %0).

Respecto al ensayo de escarificacion mecanica, en
todos los casos fue mayor la realizada con lija, cer-
cana al 100%, excepto en M. rigidula (80 %). Tam-
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Figura 7. Porcentaje de germinacion para tres especies del género Trifolium. C: control, 70: inmersion en agua a 70 °C, 80:
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Figure 7. Germination percentage for three species of the genus Trifolium. C: control, 70. immersion in water at 70 °C, 80:
immersion in water at 80 °C, Ox: scarification in hydrogen peroxide, Lix: lixiviation.
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Figura 8. Porcentaje de germinacion para cinco especies del género Vicia. C: control, 70: inmersion en agua a 70 °C, 80:
inmersion en agua a 80 °C, Ox: escarificacion en peroxido de hidrogeno, Lix: lixiviacion.

Figure 8. Germination percentage for three species of the genus Vicia. C: control, 70: immersion in water at 70 °C, 80:
immersion in water at 80 °C, Ox: scarification in hydrogen peroxide, Lix: lixiviation.

bién, fue muy evidente el efecto escarificador de la
trilladora, con porcentajes de germinacion supe-
riores al 70%, en L. tingitanus, M. polymorpha, T.
cherleri, V. angustifolia, V. monantha y V. sativa, y
entre 50% y 60 % para L. cicera, M. rigidula, M.
truncatula, V. amphicarpa'y V. lutea (Figura 9). Tan
solo L. clymenum fue inferior al 10%, sin embargo
con escarificado manual alcanzo el 100%.

Valor nutritivo de las especies

Calidad del forraje. La Tabla 3 muestra los resulta-
dos de los parametros analiticos relacionados con
la valoracion nutritiva clasica de las especies estu-
diadas. La MS fue bastante similar en todas las es-
pecies y el rango de variacion en las CEN fue tam-
bién pequeiio. Este parametro esta relacionado con
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Figura 9. Porcentaje de germinacion de 16 leguminosas silvestres. Control: semillas intactas, separadas a mano;
Escarificado: semillas escarificadas manualmente con lija; Trilladora: semillas separadas mediante trilladora.

Figure 9. Germination percentage for 16 wild legumes. C: control, hand separated seeds; Scarified: seeds manually scarified
with sandpaper; Trilladora: seeds separated by threshing machine.

el contenido en minerales (CALSAMIGLIA et al.,
2016), y fue ligeramente mayor en L. tingitanus, L.
nigricans 'y M. rigidula, y menor en las especies ar-
venses de Lanjaron.

Destaca el buen contenido de la PB de la mayoria
de las especies, y las especies arvenses mostraron

los valores mas bajos, aunque, en Soportujar fue
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algo mas elevado, probablemente, debido a la ma-
yor contribucion de leguminosas para este grupo en
esta localidad. Las especies con mayor PB fueron V.
lutea, V. monantha, y también fueron muy buenas
(PB > 18%), L. sphaericus, V. amphicarpa, L. cly-
menum'y L. nigricans. Opuestamente, 7. cherleri fue
la menor, seguida de otra especie de porte rastrero,
M. rigidula.
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L. cicera Lanj. | 91,512023 | 924+0,60 | 16,16+ 045 |3564+0,72 [21,74+038 | 4,54%0.23 | 7510+ 0,75
Sop. | 91,94+008 | 948+0,58 |17,04+0,50 |42,31+0,58 [27.62+029 | 4224027 | 66,78 + 1,13
L. sphericus Lanj. [91,58%0,12 | 949+0,07 | 19.9+0,56 | 3284015 [21,62+0,32 | 497+0,12 | 74,77 +0,30
L. tinguitanus Sop. 9124009 |11,61£0,85 | 1599+141 | 4223+2,52 | 3037+1,76 | 3,82+0,12 | 58.75+327
L. clymenum Sop. 91924004 | 9,63+034 | 19.23+1,04 | 4290%1,15 | 28,50+0,86 | 4,25+0,06 |62,58 % 1,68
L. negricans Sop. 91,65+0,26 | 11,294036 | 18,36+0,14 | 41,80£0,82 | 27,74+026 | 5,154024 | 61,34 % 0,00
M. rigidula Lanj. | 91,50+0,39 | 10,75£044 | 14,1840,82 | 42304086 | 28,8740,94 | 5.44%0,28 | 60,88 + 0,62
M. truncantula Sop. 91,6940,01 | 8,930,32 | 15914041 | 4507+128 | 30,57+0,14 | 5,00£0,16 | 60,68 + 1,40
T. cherleri Lanj. | 91,24%0,04 | 898012 | 1336+0,12 | 48,04+0,23 |31,7040,067 | 547%0,16 | 57,82 +0,03
V. amphicarpa Lanj. | 91,88+0,33 | 9,13£0,10 | 19414021 | 37,600,23 | 25.35£0,56 | 4,79+0,22 | 68,26 + 0,32
Sop. 91,5240,10 | 8,48%0,11 | 18,74+0,94 | 4334+0,62 | 29,5140,96 | 4,51%0,16 |62,28 +0,72
V. disperma Lanj. | 91,77+0,12 | 8,73%033 | 17,57+0,58 | 37,66+0,56 | 25.70£0,61 | 5,51%0,36 | 67,99 + 0,62
Sop. 91,5440,07 | 8,23£0,78 | 17,16£040 | 4423+108 | 31,85£1,05 | 4,970,05 |60,02+ 1,06
V. lutea Sop. 91,46+0,12 | 8,60£0,79 | 22,96+0,54 | 40214046 | 28,98+0,30 | 4,86+0,16 | 64,01+ 0,35
V. monantha Lanj. | 91,61£0,12 | 9,57+022 | 20,52+0,16 | 36,18+0,38 | 27,86£0,46 | 582%0,17 | 66,97 +0,53
Sop. 91,4940,12 | 9,65£0,45 | 20,17+0,52 | 41,54+0,92 | 33,92+0,64 | 5,14%£0,01 |61,02+ 1,14
Especies Lanj. | 91,76£0,12 | 7,82+0,50 | 9,03+0,31 | 5247+0,57 | 33,74%043 | 4.01+0,26 |54,39 % 1,00
adventicias
Sop. 91,7240,14 | 8,35£0,30 | 13,23+1,32 | 50,33+024 | 33,60+0,51 | 3,92%0,51 |5577+2.11

Tabla 3. Valor nutritivo de las especies sembradas segiin localidades (Loc.): Lanjarén (Lanj.) y Soportajar (Sop.). Parametros analizado
expresados en porcentajes (% * error estandar): materia seca (MS), cenizas (CEN), proteina bruta (PB), fibra neutro detergente (FND),
fibra acido detergente (FAD), lignina acido detergente (LAD) y digestibilidad de la materia organica (DEMO. digestibilidad enzimatica

FND-celulasa).

Table 3. Nutritive value of the species sown according to localities (Loc.): Lanjarén (Lanj.) and Soportijar (Sop.). Analysed parameters
expressed in percentages (% * standard error).: dry matter (DM), ash (CEN), crude protein (PB), neutral detergent fiber (FND), acid
detergent fiber (FAD), acid detergent lignin (LAD ) and digestibility of organic matter ( DEMO, enzymatic digestibility NDF-cellulase).

La FND fue mayor en las especies arvenses (> 50
%) que en la especies sembradas, lo que indica su
peor calidad. Las especies L. sphaericus, L. cicera,
V. monantha, V. amphicarpa 'y V. disperma presen-
taron menor FND, lo que indica su mayor calidad;
contrariamente, 7. cherleri present6 el mayor valor.
En relacion a la FAD, los valores mas elevados los
obtuvieron L. sphaericus, L.cicera, V. amphicarpay
V. disperma, y 1os menores V. monantha junto a las
especies arvenses. Las LAD mas baja la tuvieron L.
tingitanus, L.cicera'y L. clymenum, los mayores V.
monantha, V. dispermay T. cherleri. En todos los ca-
sos las especies de Lanjarén mostraron una mayor
LAD, probablemente debido a que es una localidad
con condiciones climaticas mas secas, lo que deter-
mina que las paredes celulares estén mas lignifica-

das. En general, todas las especies tuvieron una alta
digestibilidad (> 60 %), incluso las especies arvenses
(alrededor del 50 %). Las especies mas digestibles
fueron L. cicera, L. sphaericus, V. amphicarpa, V.
disperma 'y V. monantha (Lanjarén) y, de nuevo, 70
cherleri fue el mas bajo.

Teniendo en cuenta que los componentes fibrosos
de las paredes celulares (FND, FAD y LAD) estan
inversamente relacionados con la digestibilidad de
los forrajes (CALSAMIGLIA et al., 2016), en gene-
ral, se observa que los parametros analizados fue-
ron siempre mayores en las especies sembradas que
en las especies arvenses, con excepcion de la lignina,
que fue menor en este grupo. Esto puede deberse
al dominio de gramineas en su composicion floristi-
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ca, familia caracterizada por tener menor LAD que
las leguminosas (MATIN-ROSST et al., 2012). La
digestibilidad de la materia organica es uno de los
factores que mejor determina el valor nutritivo de
los forrajes, junto a la proteina y su capacidad de
ingestion (DEMARQUILLY & ANDRIEU 2006).
Si comparamos nuestros resultados con la alfalfa en
rama (Medicago sativa L.), especie conocida por su
con alto porcentaje de proteina (17,4 %) (DE BLAS
et al., 2010), la mayoria de las especies analizadas
supera este valor. Destaca el buen contenido de la
proteina bruta y digestibilidad de la mayoria de las
especies analizadas, aspecto caracteristico de la fa-
milia leguminosas a la que pertenecen (ROCHO et
al., 2004; PORQUEDDU & GONZALEZ, 2006).
En general, presentan mayor proteina y digestibili-
dad las especies del género Vicia y Lathyrus, y T
cherleri presento6 un valor nutritivo bastante medio-
cre, resultado similar al encontrado por ROBLES
et al. (2015) en el espacio natural de Sierra Nevada.

Capacidad antioxidante. La Figura 10 muestra dife-
rente respuesta de la AAT entre los distintos géneros.
Los valores mas bajos fueron en Lens y Lathyrus 'y
mas elevados en Trifolium; concretamente en 7. cher-
leri, seguido de M. rigidula'y L. angustifolius.

En relacion a los antioxidantes enzimaticos, la acti-
vidad CAT fue mas alta en el género Vicia, seguido
de Medicago, y el mas bajo el género Trifolium. La
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especie con mayor contenido fue V. amphicarpa y
las de menor M. polimorfa 'y L. cicera (Figura 11).
El género Vicia también mostrd mayores niveles de
GPX (especialmente V, sativa) y fue menor en Lupi-
nus (Figura 11).

Respecto a los antioxidantes no enzimaticos, el
contenido de fenoles del material fresco fue supe-
rior en L. angustifolius, seguido por el género Vicia.
Concretamente, el mayor contenido se observo en
V. disperma, seguido de L. nigricans y T. scabrum;
mientras que el género Medicago mostrd valores
mas bajos, destacando M. minima (Figura 12 a). Sin
embargo, las medidas de fenoles en material seco
muestran una respuesta casi inversa, el género La-
thyrus el que alcanza mayores valores, seguido de
Vicia, mientras L. nigricans es el mas bajo. Por su
parte, el contenido en Lupinus se reduce considera-
blemente (Figura 12 b). Se observa un incremento
del contenido de fenoles en material seco entre 2
veces (L. nigricans) y 7,5 Lathyrus respecto al ver-
de, probablemente por un efecto de concentracion
debido a la pérdida de agua. Estos resultados evi-
dencian que el secado del material vegetal no lleva
consigo la destruccion de los fenoles, a excepcion de
Lupinus, en el que se ha observado una reduccion a
la mitad del contenido de fenoles.

En relacion a los flavonoides, tanto en material fres-
co como material secado a 60 °C, el mayor conteni-
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Figura 10. Actividad antioxidante total de planta completa, muestra en fresco

Figure 10. Total antioxidant activity of complete plant, fresh sample.
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Figura 11. Actividades antioxidantes enzimaticas: a) catalasa (CAT) y b) guayacol peroxidasa (GPX) en planta completa,

extractos de material fresco (PF).

Figure 11. Enzymatic antioxidant activities: a) catalase (CAT) and b) guaiacol peroxidase (GPX) in the whole plant,

extracts of fresh material ( PF).

do se encontro en los géneros Lathyrus 'y Vicia, y el
mas bajo se observo en el género Medicago y Trifo-
lium (Figura 13 a y b). La especie V. lutea mostro el
mayor contenido en flavonoides en material fresco,
le sigue L.cicera'y L. shpaericus. Al igual que se ob-
servo para los fenoles, el contenido de flavonoides
se incrementaba en material seco respecto al fres-
co, en una proporcion de 2 a 4 veces, segun la espe-
cie. Respecto a la concentracion de los flavonoides
en material seco, los resultados sugieren que estos
compuestos son resistentes a las altas temperaturas,
tal y como SALVATORE et al. (2005) han observa-
do en plantas silvestres hervidas.

El analisis comparativo del material en fresco de
las actividades enzimaticas (CAT y GPX), el con-
tenido de fenoles, flavonoides y los datos de AAT,

muestran algunas discrepancias. Asi el género Vicia
presenta valores mayores de CAT, GPX y Flavonoi-
des, mientras sus AAT son menores, sin embargo,
el género Trifolium, es elevado en AAT, mientras
muestra niveles intermedios en fenoles, flavonoides
y GPX, y bajos en CAT. Estas discrepancias pueden
explicarse por la complejidad de los antioxidantes
presentes en vegetales y su distinta contribucion a
la AAT, que puede variar dependiendo del género y
de la especie. Existen muchas referencias en la litera-
tura que correlacionan el contenido de fenoles con
la AAT, sin embargo también se han descrito dis-
crepancias (VITALINI et al., 2006; PASTOR-CA-
VADA et al., 2009). Otros antioxidantes como el
ascorbato, glutation, urico, tocoferol, etc., podrian
contribuir a la capacidad antioxidante total, sin em-
bargo, no han sido analizados en este estudio
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Figura 12. Fenoles totales en planta completa: a) extractos obtenidos en material fresco y b) en material seco (PS)
Figure 12. Total phenols in complete plant. a) extracts obtained in fresh material and b) in dry material ( PS).

Los estudios de material fresco yseco de fenoles y fla-
vonoides, nos han permitido establecer que el conteni-
do de antioxidantes analizados no se reduce por efecto
del secado de material, por el contrario, se incrementa
el contenido de estos compuestos por efecto de con-
centracion por pérdida de agua en el material seco,
aspecto de gran interés en los forrajes que se henifican.

Ensayos de siembra y produccion de semillas
En este trabajo se muestran los resultados de pro-
duccion de forraje y semilla de Granada de 2013/14

y de 2015/16, y se comparan con los resultados de
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Lanjaron y Soportajar de 2013/14 y 2014/15 (RA-
MOS-FONT et al., 2019).

Los analisis de suelos realizados en 2013 indican que
el suelo de Soportujar es el mas fértil, probablemen-
te debido a que fue un parque de noche de ganado.
Ello se refleja en su mayor capacidad de intercambio
cationico, contenido en fosforo, materia organica, ni-
trogeno y potasio (Tabla 4), y por tanto es mas ido-
neo para las siembras. Por otro lado, se analizaron
los suelos de Lanjarén al final del proyecto (julio de
2016), y si comparamos con 2013, se aprecia que los
manejados con redileo destacan por los importantes
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Figura 13. Flavonoides en planta completa: a) extractos obtenidos en material fresco y b) en material seco (PS).

Figure 13. Flavonoids in complete plant: a) extracts obtained in fresh material and b) in dry material ( PS).

incrementos en: capacidad de intercambio catidonico
(13,69 meq/100g), fosforo asimilable (17,33 p.p.m.),
materia organica oxidable (4,33%), potasio asimila-
ble (430 p.p.m.) y pH (7.,0). Esto demostraria la efica-
cia del redileo en la mejora de la fertilidad del suelo.

En todas las especies las producciones de forraje y semi-
llas fueron muy superiores en Granada (Forraje: hasta
35.225 kg MS ha!; semillas: hasta 9.900 kg ha!) respec-
to a Lanjaron y Soportujar (Tabla 5; Figuras 14 a 17)
debido al apoyo con riego. De las dos localidades situa-
das en terrenos forestales, Soporttjar presentd mayores
producciones que Lanjarén, favorecida por la mayor
precipitacion y mayor fertilidad de suelo (ver Tabla 4).

En relacion a la produccién de forraje en 2013/14,
en Granada (Tabla 5) se obtuvo una elevada pro-
duccion el género Vicia (excepto V. lutea), especial-
mente de V. sativa, pero también de V. disperma,
V. monantha y V. amphicarpa. También destacan

las buenas producciones de L. clymenum y L. tin-
gitanus. Respecto al género Medicago, la mas pro-
ductiva fue la mezcla de medicagos (Medicago spp.)
(con dominio de M. polymorpha). El resto de espe-
cies tuvieron producciones muy escasas. 7. cherleri
y L. angustifolius no se instalaron, probablemente
porque requieren sustratos acidos. En cuanto a la
produccion de semillas en esta localidad, los datos
fueron coherentes con la produccién de forraje,
siendo las especies de Vicia las mas productivas (Ta-
bla 5). Por pérdida de material, no se pudo cuan-
tificar la semilla de los Medicago. Ademas, en las
localidades situadas en terrenos forestales, Sopor-
tijar tuvo la mayor produccion para V. monantha
(7570 kg MS ha'! de forraje y 1234 kg ha! de semi-
lla) y las menores para L. sphaericus, T. glomeratum
y T cherleri (forraje: 265 a 375 kg MS ha'! y semilla:
21,6 a 66,7 kg ha') (RAMOS-FONT et al., 2019).
Lanjaron registro las producciones mas escasas de
forraje, siendo las mas productivas V. monantha, L.
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cicera y V. disperma (> 400 kg MS ha'!), mientras
que la menos productiva fue M. polymorpha (45,9
kg MS ha'). Debido a la baja produccion de forra-
je, no se pudo cosechar semilla para esta localidad
(RAMOS-FONT et al., 2019).

Parala campana 2015/16, en Lanjaron las especies mas
productivas, en cuanto a forraje, fueron V. monantha'y
V. disperma (Figura 14), aunque fueron muy inferiores
a las obtenidas por RAMOS-FONT et al. (2019) en la
campaia de 2014/15 (alrededor de 1400 y 1300 kg MS
ha!, respectivamente). En cuanto a los tratamientos,
las parcelas con inoculo bacteriano presentaron una
produccion inferior respecto al control en L. cicera'y
V. amphicarpa o similar (resto de especies). Aparen-
temente, las micorrizas tuvieron un efecto negativo
(L. cicera, L. sphaericus T. cherleri, V. amphicarpa y
V. monantha) o neutro (resto de las especies). Estos
datos contrastan con los registrados en 2014/15 (RA-
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MOS-FONT et al., 2019), que no mostraron efectos
negativos significativos al aplicar al suelo micorrizas o
rizobios. Existen ejemplos en la literatura que indican
un mayor desarrollo de las plantas como consecuencia
de la infeccion de micorrizas e inoculacion de rizobios
(SAIA et al, 2014; BAREA et al., 2005). Por otra par-
te, el tratamiento con redileo fue siempre mejor que
redileo+ micorrizas, y sélo M. rigidula, V. monantha
y V. amphicarpa superaron al tratamiento control. Sin
embargo, en la campaiia 2014/15 (RAMOS-FONT et
al., 2019), para la mayoria de las especies se encontro
un efecto positivo del redileo, tanto con o sin micorri-
zas. La produccion de semillas fue muy escasa (Figura
15), debido probablemente a las bajas precipitaciones
que dificultaron el desarrollo de las plantas y frutos.
Tampoco se observaron efectos claros de los inoculos
bacterianos o las micorrizas sobre la produccion, coin-
cidiendo con los resultados obtenidos en la campana
2014/15 (RAMOS-FONT et al., 2019).

Caliza activa (%) 1,85 0,35 0,30
Capacidad de intercambio cationico (meq/100g) 10,09 12,00 14,78
Carbonatos (%) 8,0 1,5 2.3
Clasificacion Franco Franco arenoso Franco arenoso
Cobre (mg kg! de suelo) 3 1 1
Fosforo asimilable (p.p.m.) 8 ND 34
Hierro (mg kg de suelo) 6 13 29
Magnesio de cambio (meq/100g) 1,98 1,97 2,08
Manganeso (mg kg! de suelo) 4 13 14
Materia organica oxidable (%) 1,30 2,98 3,70
Nitrdgeno total (%) 0,092 0,171 0,202
pH 1/2°5 7,5 6,3 59
pH en CIK 7.8 6,4 6
Potasio asimilable (p.p.m.) 168 178 550
Prueba previa salinidad (mmhos cm™) 0,22 0,17 0,28
Sodio de cambio (meq 100g™") 0,45 0,51 0,42
Textura arcilla (%) 12,4 11,3 11,78
Textura arena (%) 49,1 55,1 54,6
Textura limo (%) 38,5 33,6 33,7
Zinc (mg kg de suelo) 2 2 4

Tabla 4. Resultados de los analisis de suelos de las tres zonas de siembra (afio 2013). En negrita se destacan los parametros de fertilidad

mas importantes.

Table 4. Results of the soils analysis for the three seeding areas (2013 year). Bold indicates the main parameters of fertility.
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Media ES Media ES
Lathyrus cicera 1.301 450 474 180
L. clymenum 5.365 1801 1.637 611
L. sphaericus 364 149 145 65
L. tingitanus 4.461 1559 1.057 401
Lens nigricans 5 5 2 2
Lotus ornithopodioides 250 250 - 1
Medicago spp. 9.027 2094 - 440
M. arabica 2.665 47 - 1722
M. minima 1.755 1597 - 107
M. orbicularis 1.650 417 - 914
M. polymorpha 1.649 483 - 2069
M. rigidula 1.102 566 - 105
Trifolium cherleri 0 0 - 14
T. glomeratum 4 3 2 70
T. scabrum 63 38 - 28
T. tomentosum 719 360 - 34
Vicia amphicarpa 12.180 1965 2.562 18
V. disperma 12.227 4416 3.835 12
V. lutea 1.117 410 335 65
V. monantha 12.922 2643 3.713 177
V. sativa 35.225 4511 9.912 707

Tabla 5. Datos de produccion de forraje (kg MS ha') y semilla (kg ha!) en 2013 en la localidad de Granada (IFAPA- Camino de Purchil).
Table 5. Forage (kg DM ha') and seed yield (kg ha') in 2013 at Granada (IFAPA- Camino de Purchil).

Lanjarén 2015/16

m Control

m Indculo bacteriano
aRedileo

Redileot+micorrizas

Produccion de forraje (kg ha)

Figura 14. Produccion de forraje en Lanjaron de 7 especies de leguminosas silvestres. Cuatro tratamientos: i) control, ii)
in6culo bacteriano, iii) redileo, iv) redileo + micorrizas. Valores medios y barras de error estandar.

Figure 14. Forage yield in Lanjarén of 7 wild legume species. Four treatments. i) control, ii) bacterial inoculum, iii) redileo,
iv) redileo + mycorrhizae. Mean values and standard error bars.
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Figura 15. Produccion de semilla en Lanjaron de 7 especies de leguminosas silvestres. Cuatro tratamientos: i) control, ii)
inéculo bacteriano, iii) redileo, iv) redileo + micorrizas. Valores medios y barras de error estandar.

Figure 15. Seed yield in Lanjarén of 7 wild legume species. Four treatments: i) control, ii) bacterial inoculum, iii) redileo, iv)

redileo + mycorrhizae. Mean values and standard error bars.

En Soportujar (2015/16) la produccion de forra-
je (Figura 16) fue muy superior a la de Lanjaron,
siendo las especies mas productivas V. monantha,
V. amphicarpa 'y V. disperma, respuesta similar a la
encontrada por RAMOS-FONT et al. (2019) un
afio anterior. Respecto al tratamiento con micorri-
zas, las anteriores especies mostraron una respues-
ta negativa y L. cicera incremento su produccion.
Como en Lanjaroén, la produccion de semillas fue
muy baja, siendo V. amphicarpa y V. monantha las
mas elevadas (Figura 17). Aunque, aparentemente
no existen diferencias claras entre tratamientos.

Los resultados reflejan una baja produccion de fo-
rraje y de semilla, probablemente debido a que los
afios de seguimiento fueron muy secos. Las enor-
mes diferencias entre las distintas zonas de siembra
(agricolas y forestales) son debidas al aporte de rie-
go (Granada), y dentro de las localidades forestales
a las diferentes condiciones edafoclimaticas entre
Lanjarén y Soporttjar, mejores en esta ultima lo
que determino cosechas hasta mas de 10 veces su-
periores a las de Lanjarén.

En lineas generales, y para el conjunto de las tres
localidades sembradas, las dos especies mas produc-

tivas fueron V. monantha 'y V. disperma. Sin embar-
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go, también destacaron por su elevada produccion
V. amphicarpa, en Granada y Soportujar, y V. sativa,
solo en Granada. Aunque, en menor medida, hubo
otras especies que presentaron unas producciones
aceptables como L. cicera'y M. rigidula (Lanjaron),
L. clymenum (Granada y Soporttjar) y M. trunca-
tula (Soportujar).

En general, no hubo una respuesta clara ni unifor-
me de los distintos tratamientos de fertilizacion,
aunque en Lanjardn el redileo fue el de mejor res-
puesta. Como todo ensayo de siembra, y mas en
terrenos forestales, seria conveniente continuar los
ensayos de fertilizacion durante al menos algunos
afios mas para poder extraer conclusiones definiti-
vas sobre estos.

Estudio Microbiologico

Aislamiento de bacterias y Genotipado mediante
RAPD fingerprinting RAPD. Un total de 288 ce-
pas fueron aisladas del interior de los nodulos de
las plantas en estudio. Concretamente, se aislaron
43 cepas de V. amphicarpa, 38 de V. disperma, 36
cepas de L. sphaericus, 40 de L. cicera, 42 cepas de
T. cherleri, seis de T. glomeratum 'y 40 y 43 cepas del
interior de los nodulos de M. polymorpha'y M. ri-
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Figura 16. Produccion de forraje en Soporttjar de 8 especies de leguminosas silvestres. Dos tratamientos: i) control, ii)

micorrizas. Valores medios y barras de error estandar.

Figure 16. Forage yield in Soportijar of 8 wild legume species. Two treatments: i) control, ii) mycorrhizae. Mean values and

standard error bars.
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Figura 17. Produccion de semilla en Soporttjar de 8 especies de leguminosas silvestres. Dos tratamientos: i) control, ii)

micorrizas. Valores medios y barras de error estandar.

Figure 17. Seed yield in Lanjaron of 8 wild legume species. Two treatments: i) control, ii) mycorrhizae. Mean values and

standard error bars.

gidula, respectivamente. Se detectaron 80 perfiles
RAPD diferentes con un coeficiente de correlacion
de Pearson inferior al 70 %, lo cual denota la gran
diversidad genética de los aislados en estudio. Para
los analisis taxonomicos, se seleccion6 al menos una
cepa aislada de cada hospedador como represen-
tante de cada perfil RAPD.

Secuenciacion y analisis de los genes rrs, recA, atpD,
glnll y nodC. Las secuencias del gen rrs de las ce-
pas aisladas de los ndédulos de los géneros Vicia,
Lathyrus y Trifolium resultaron ser idénticas a las
correspondientes a varias especies del grupo filoge-
nético de Rhizobium leguminosarum. Por el contra-
rio, las cepas aisladas del interior de los ndédulos de
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M. rigidula y M. polymporpha mostraron secuen-
cias con un 99 y 100% de identidad a aquellas de
las especies Sinorhizobium meliloti 'y S. medicae. Sin
embargo, dado que este gen mostro una elevada si-
militud con el de varias especies diferentes, fue ne-
cesario analizar ademas otros genes para lograr una
identificacion a nivel de especie.

La diversidad genética de las cepas aisladas de Vi-
cia, Lathyrus'y Trifolium resulto ser mayor que la de
aquellas procedentes de los nodulos de Medicago.
En efecto, mientras las primeras mostraron 14y 16
tipos distintos de los genes atpD y recA, las cepas de
S. meliloti tan solo estaban representadas por uno y
tres grupos de dichos genes, respectivamente (Figu-
ra 18, Tabla 6).

Para todos los genes esenciales analizados, las ce-
pas aisladas de Medicago mostraron una similitud
superior al 99 % a los correspondientes de S. me-
liloti, la especie mas proximamente relacionada
(Figural8), corroborando los hallazgos obtenidos
para el gen rrs. Por lo tanto, los resultados obteni-
dos tras el analisis de todos los genes conducen a
la identificacién de todas las cepas aisladas de los
nodulos de M. polymorpha 'y M. rigidula como S.
meliloti. Se trata de un simbionte habitual de diver-
sas especies de Medicago, pues ha sido previamente
aislado de nodulos de M. sativa (YAN et al. 2000),
M. truncatula (MHADHBI et al. 2005), e incluso

«Investigaciones sobre la flora forrajera natural en mejoras de pastos»

de M. polymorpha'y M. rigidula (BROCKWELL &
HOLLIDAY 1988), entre otras.

Por el contrario, ninguna de las cepas bacterianas
aisladas de Vicia, Lathyrus y Trifolium pudo ser
identificada a nivel de especie dada la baja simili-
tud observada con respecto a especies ya conocidas
del género Rhizobium, para cualquiera de los genes
en estudio. Es de destacar que algunas cepas mos-
traron valores de similitud por debajo incluso del
limite actual para la descripcion de nuevas especies
(97%), pudiendo considerarse por lo tanto posibles
nuevas especies del género Rhizobium. Otras en
cambio resultaron ser mas similares pero a diferen-
tes especies segun el gen considerado, y por ende,
deberian ser analizadas con mayor profundidad en
un futuro para su clasificacion a nivel de especie
(VILLADAS et al. 2017).

Analisis del gen de nodulacion nodC. El gen nodC
resulto ser el mas diverso de todos los analizados ya
que en estudios anteriores pudieron detectarse has-
ta 14 y 16 tipos diferentes de este gen en las cepas
aisladas de las leguminosas pertenecientes a las tri-
bus Trifolieae y Fabeae, respectivamente (VILLA-
DAS et al. 2017). En consonancia con los resultados
observados para los genes esenciales y el gen rrs, se
detecté un menor nimero de tipos distintos del gen
nodC en aquellas cepas bacterianas aisladas del gé-
nero Medicago (ocho tipos, ver Tabla 6), si bien este

Tipo 1 MPI (P: I;R: 1)
Tipo 2 MP11 (P: 2; R: 2)
Tipo 3 MP32 (P: 3; R: 4)
Tipo A
Tipo I Tipo 4 MP15 (P: 2)
Tipo a
Tipo 5 MP30 (P: 1;R: 2)
Tipo 6 MRA43 (R: 1)
Tipo B Tipo 7 MP28 (P: 1)
Tipo IT Tipo C Tipo 8 MP16 (P: 2)

* El numero entre paréntesis indica el nimero de cepas representantes que muestra cada tipo de gen. P: Representantes RAPD de las cepas aisladas del interior de
nodulos de Medicago polymorpha; R: Representantes RAPD de las cepas aisladas del interior de nodulos de Medicago rigidula.

Tabla 6. Tipos de los genes rrs, atpD, recA y nodC observados para las cepas aisladas del interior de nodulos radiculares de M. polymorpha

y M. rigidula.

Table 6. Types rrs, atpD, recA of genes observed and nodC for strains isolated from the interior of root nodules of M. polymorpha and M.

rigidula.

256



Proyectos de investigacion en parques nacionales: 2013-2017

radlicnl ATCC: Sl (012500}
10T R ST
b T |
[
b Tigi 11
Epeurndiam acbonn TTR (ITE0L)
Eneturbium b ATCC 51690 (N1}
b+ P LIMIOEZT (NET231)
Sinarfiselin amancesum CFMEIS (AFS0ES1Y)
—_
[T

Sanorirodaden masion 17T (ALSE AR}

o

rsicas Th0 (FO1016S)

Singwhirodasey aebock LG 1EFTS AT 00

Sanaeuirobiem pahasl | MG TRIT [ARILEZ N A)

trocss PT] eGIRGRE)
"'I - EFMEI T3 (CROTANON
[
(11

B

e Siytarcabetas aafisll LG TEXT [AMTAT 5|

A1 [ 00|

Eeoeurobasm masoh 1031 (AL5HEREE
" '—Fm
T ®

Sirvaetapotuon s LUK U (AL LETAT)

L i 00 (M1 G800

& e EFLRY 50 [ELMDAG])

oo

ST S TOE WL 110 (LT 1T
Ten 2

Tigo B

Tigd

Tz 2

LT §

vy St malictl §007 JAFIOAS)

Tgmi

ol Teat
Tgall
Snorfinbian madioes LISCWA, 10T EF ORI

5 feam amascasum CFNE] T1{CPOTHOR
e HB ) [HED 1806

—
oo

Figura 18. Figura X. Arbol filogenético basado en las secuencias parciales de los genes rrs (A), atpD (B), recA (C) y nodC
(D) de las cepas estudiadas y de algunas especies del género Sinorhizobium muy relacionadas. Los valores de bootstrap

se calcularon para 1000 réplicas.

Figure 18. Phylogenetic tree based on rrs (A), atpD (B), recA (C) y nodC (D) partial sequences showing the position of
the studied strains and the closest related species of genus Sinorhizobium. Bootstrap values calculated for 1000 replications.

gen fue el que igualmente mostrd una mayor diver-
sidad. A diferencia de lo que ocurre con los genes
esenciales, el gen nodC es habitualmente transferido
de forma horizontal entre rizobios (VELAZQUEZ
et al. 2010), lo cual justifica el diferente nivel de di-
versificacion observado para los distintos genes en
estudio.

CONCLUSIONES

La prospeccion del territorio pone de manifiesto la
aceptable oferta de leguminosas silvestres en el Es-

pacio Natural de Sierra Nevada susceptibles de ser
utilizadas en planes de mejora y restauracion eco-
logica de pastos y zonas degradadas. Al respecto,
se pone a disposicion de los gestores una detallada
base de datos con los recursos pascicolas y fuentes
semilleras del territorio.

El estudio microbioldgico encontré una considera-
ble diversidad de cepas bacterianas en los nédulos
de las especies estudiadas, mayor en los aislados de
Vicia, Lathyrus 'y Trifolium que en Medicago. Las
cepas aisladas de los nodulos de los géneros Vicia,
Lathyrus y Trifolium resultaron ser idénticas a va-
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rias especies del grupo filogenético de Rhizobium
leguminosarum, mientras que las de género Medica-
go se identificaron con Sinorhizobium meliloti y S.
medicae.

Respecto a las técnicas pregerminativas, la escari-
ficacién mecanica y los tratamientos con agua ca-
liente resultaron ser las técnicas mas efectivas para
mejorar la germinacion de las especies estudiadas.

Destacan por su valor nutritivo los géneros Vicia y
Lathyrus, de alta digestibilidad y contenido en pro-
teina bruta. Respecto a los antioxidantes, debido a
complejidad de los mismos, existe gran variacion
entre especies dependiendo del tipo de analisis que
se trate. Aunque, en general género Vicia mostrod
mayor capacidad antioxidante. Se observa que en el
material seco se incrementa sensiblemente el conte-
nido de fenoles y flavonoides, lo que podria tener
gran importancia de cara a la eventual henificacion
de los forrajes.

En relacion a la produccion, también los géneros
Vicia y Lathyrus fueron los mas productivos, sobre
todo V. monantha y V. disperma, por lo que se re-
comiendan para emplearlas en actuaciones técnica
de mejora de pastos. También son de interés V. am-
phicarpay (en condiciones de cultivo semillero) y V.
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sativa. Del género Lathyrus debemos sefialar a L.
ciceray L. clymenum.

Respecto a actuaciones de fertilizacion, a pesar de
que la respuesta que encontramos en nuestros ensa-
yos no fue siempre uniforme, podemos concluir que,
en general, tanto técnica como econémicamente, la
practica de redileo fue la mas positiva.

Desde el punto de vista practico, aplicable a los pla-
nes de restauracion ecologica, proponemos la esca-
rificacion de las semillas con trilladora y la practica
de redileo, como técnicas para lograr un mayor esta-
blecimiento de las leguminosas en campo.
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