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RESUMEN

Pese a ser un elemento imprescindible en la dispersion y establecimiento de los brié-
fitos, el pequefio tamafio de sus esporas y su baja diversidad morfoldgica intra- e interes-
pecifica dificultan el estudio de sus interacciones en cultivo, y ha condicionado que sean
una fase peor estudiada que los adultos. En consecuencia, este trabajo tiene un objetivo
doble: por un lado, encontrar el método mas adecuado para el estudio in vitro de las in-
teracciones en esporas y fases tempranas del desarrollo, y por otro, estudiar las interac-
ciones intra- e interespecificas en distintas fases del desarrollo gametofitico en tres espe-
cies de musgos (Dicranum scoparium Hedw., Hypnum cupressiforme Hedw. y Tortula
muralis Hedw.). Presentamos una técnica estandarizada para verificar la existencia de
alelopatias entre plantas vasculares a partir de una modificacion del método del sdndwich
con material vivo potencialmente alelopético. Empleando esta técnica se evaluaron
las interacciones intra- e interespecificas sobre el desarrollo protonematico de todos
los cruces posibles entre apices y esporas de las tres especies; asi como su potencial ale-
lopéatico en semillas de lechuga (Lactuca sativa L.), una especie diana estandar en bioen-
sayos de interacciones vegetales. Finalmente, para D. scoparium se evalu6é en medio li-
quido el efecto dependiente de la densidad de esporas, y el efecto de algunas hormonas y
vitaminas. Los cultivos se analizaron cuantificando el desarrollo y analizando la cobertura
final con técnicas de analisis de imagen. Los resultados mas destacables muestran que el
desarrollo temprano de D. scoparium se favorece por la presencia de material vivo de
otras especies, Esto apunta a que el desarrollo temprano de D. scoparium necesita posi-
blemente una sustancia organica para su desarrollo, y es consistente con la presencia de
D. scoparium en fases intermedias de la sucesion forestal. En este trabajo, por primera
vez, se demuestran interacciones positivas entre protonemas de musgos de distintas espe-
cies. Ademas, se han constatado interacciones negativas y neutras entre los distintos tipos
de material vegetal. Destaca el escaso efecto que tienen estas especies sobre las semillas
de lechuga, asi como el efecto negativo o neutro de hormonas y nutrientes. Estos resulta-
dos abren nuevas perspectivas de estudio en el campo de las interacciones bidticas

que afectan a brio6fitos tanto en condiciones controladas como en su medio natural.



INTRODUCCION

Actualmente, muchos expertos coinciden en que estamos enfrentando la “sexta extin-
cion masiva”, con tasas de extinciones de especies de 100 a 1000 veces mayores que las
consideradas naturales (Ceballos et al., 2015, 2017), dato méas preocupante aun si tenemos
en cuenta que solo conocemos una fraccion muy pequefia de las especies del planeta,
y que al ritmo de alteracion de los ecosistemas, muchas especies se extinguiran antes
de que sean registradas (Wilson, 1985; Savage, 1995; Singh, 2002; Valdecasas, 2011).

Esta falta de documentacion es alin mayor si tenemos en cuenta que el conocimiento
de la biodiversidad va mas alla de la categorizacion de las especies. Asi, la diversidad
genética y molecular, la estructura de las comunidades y ecosistemas, o las funciones
y procesos derivados de las redes de interacciones que establecen los seres vivos entre si
y con el medio, son una parte esencial de la biodiversidad (Halffter, 1994; Swingland &
Levin, 2001; Singh, 2002).

De hecho, aspectos de la biodiversidad como el equilibrio en las interacciones bidticas
estan siendo afectados de forma generalizada por el cambio global (Tylianakis et al.,
2008); e incluso se habla de la “extincion de las interacciones” (Valiente-Banuet et al.,
2015). Sin embargo, carecemos de informacion sobre la historia natural y las interaccio-

nes bidticas para un gran nimero de las especies descritas.

Ademas, el conocimiento acumulado tiene importantes sesgos taxonémicos. Por ejem-
plo, los insectos estan peor representados que las aves en la literatura cientifica en relacion
con la cantidad de especies de cada grupo (Troudet et al., 2017). Por su parte, dentro de
la botéanica, estdn mejor representados las fanerégamas que otros grupos como las algas
o los bridfitos. Estos ultimos, aunque crecientemente considerados, ain se estudian menos
probablemente por ser de menor tamafio, menos atractivos visualmente, no formar parte
de nuestra dieta ni de la de nuestro ganado, o estar poco explotados comercialmente (Es-
tébanez et al., 2011; Troudet et al., 2017).

Por lo tanto, son necesarios estudios que analicen las interacciones bioticas en aquellos
grupos en los que la informacién es mas escasa, como ocurre, entre las plantas, con

los bridfitos.



Importancia ecoldgica de los musgos y su relacidn con las interacciones bidticas

Los briofitos son un grupo diverso y, segun la bibliografia mas reciente monofilético
(Puttick et al., 2018; Cole et al., 2019; Sousa et al., 2019) que engloba los antocerotas,
las hepaticas y los musgos. Se estima que comprende unas 18.000 especies en total, re-
partidas en 12.800 especies de musgos, 5000 de hepéticas y unas 200 de antocerotas
(Vanderpoorten & Goffinet, 2009; Villarreal et al., 2014). Ademas de ser el segundo
grupo mas diverso entre las plantas, los briofitos participan en interacciones esenciales
para el funcionamiento de los ecosistemas, incluso en la regulacion de los ciclos biogeo-

quimicos del carbono y del nitrégeno (Zhang & Guo, 2007).

Por ejemplo, se asocian con microorganismos capaces de incorporar nitrégeno a la
biosfera (DeLuca et al., 2002; Rousk et al., 2013). Blasia pusilla presenta colonias de
cianobacterias fijadoras de Nostoc en el talo (Figura 1), un fendmeno que esta ain mas
extendido entre los antocerotas (Ligrone et al., 2012a; Liaimer et al., 2016); también po-
demos encontrar asociaciones micorricicas u hongos endéfitos (Zhang & Guo, 2007;
Liepina, 2012; Ligrone et al., 2012a; Pressel et al., 2014). De hecho, la hepatica
Cryptothallus mirabilis (actualmente Aneura mirabilis) es un parésito obligado que ob-
tiene sus nutrientes indirectamente de las raices de otras plantas a través de sus micorrizas
(Bidartondo et al., 2003) .

Las interacciones méas estudiadas son las que implican a los musgos de turbera del
género Sphagnum. Esto es asi porque este género es el género dominante amplias zonas
de las regiones frias del planeta. Ademas, tiene un destacado papel en la fijacion de car-
bono a escala global (Van Breemen, 1995; Turetsky et al., 2010), y una importante capa-
cidad de regulacion de las condiciones microclimaticas (Jones et al., 1994; Lindo & Gon-
zalez, 2010; Elbert et al., 2012), de forma que permiten el establecimiento de invertebra-
dos que los emplean como refugio o guarderia en las regiones frias del planeta (Kreutz &
Foissner, 2006; Bozani¢ et al., 2013).

Otros bridfitos ofrecen también ejemplos interesantes de relaciones mutualistas con
estos invertebrados ofreciendo refugio a cambio de restos nitrogenados. Es el caso de las
hepaticas del género Frullania y su relacion con los rotiferos (Figura 1) (Puterbaugh
et al., 2004; Glime, 2017). En otras hepaticas, estas relaciones pueden derivar incluso
a casos de carnivoria, como en Colura zoophaga y Pleurozia purpurea (Barthlott et al.,
2000; Hess et al., 2005).



Figura 1. A la izquierda un ejemplar de B. pusilla con las colonias de cianobacterias marcadas por
circulos (Liaimer et al., 2016). A la derecha, un rotifero bdelloideo en el interior de un anfigastro de
Frullania (Glime, 2017).

De la misma forma, los bridfitos influyen en la germinacion de las semillas modulando
las condiciones del suelo: por un lado, aumentan la temperatura del suelo y retienen la
humedad lo que facilita la germinacién (Ohlson et al., 2001; Soudzilovskaia et al., 2011;
Gavini et al., 2019); pero también pueden formar una barrera con el sustrato de manera
que exponen las semillas a la depredacion (Michel et al., 2011; Soudzilovskaia et al.,
2011; Bu et al., 2017; Drake et al., 2018). En contrapartida, se han descrito casos donde
las plantas vasculares también pueden favorecer (Ohlson et al., 2001; Ingerpuu et al.,
2005) o inhibir (Natalia et al., 2008; Basile et al., 2011) el desarrollo de los musgos.
En cualquier caso, las interacciones son complejas y se necesitan de estudios mas profun-

dos que incluyan mas especies.

En algunos casos se sabe que las interacciones de los bri6fitos con otros organismos
estan relacionadas con la liberacion de metabolitos secundarios que tienen la capacidad
de regular el desarrollo y producir tanto efectos positivos como negativos (sustancias ale-
lopéticas en sentido amplio, sensu Rice 1984). En este sentido, se han descrito casos en
los que estas sustancias inhiben o favorecen la germinacion y el desarrollo de semillas
(Equihua & Usher, 1993; Basile et al., 2003; Tsubota et al., 2006; Kato-Noguchi et al.,
2009, 2010; Michel et al., 2011; Bu et al., 2017; Unal et al., 2017). Este tipo de interac-
cién puede llegar a condicionar la composicion floristica de las comunidades. Por ejem-
plo, en bosques boreales se han observado cambios en la vegetacion asociados a los efec-
tos de los bridfitos sobre la germinacion de plantas vasculares (Bechberger et al., 2013),
mientras que en Australia se ha observado que los bri6fitos inhiben la germinacion
de semillas de plantas aldctonas y contribuyen a controlar las invasiones, lo que puede
ser clave para la supervivencia de especies de plantas autoctonas (Morgan, 2006).



Generalmente la presencia de otros musgos supone una pérdida de luz y espacio para
el individuo; sin embargo, favorece la retencion del agua, y por tanto aumenta el tiempo
que son fotosintéticamente activos (Proctor, 2000). Esto genera que las interacciones en
briofitos adultos varien en funcion de estos dos condicionantes. Asi, condiciones de alta
humedad y poca luz favorecen las interacciones negativas, y a la inversa (Scandrett
& Gimingham, 1989; Pedersen et al., 2001; Fenton & Bergeron, 2006). De hecho, se ha
comprobado que estos equilibrios pueden modular la sucesién en comunidades de briofi-
tos: en bosques de abetos de América del Norte, los briofitos més resistentes a la deseca-
cion dominan en bosques jovenes, mientras que en abetales mas densos dominan
los Sphagnum que son menos resistentes (Fenton & Bergeron, 2006; Turetsky et al.,
2010).

El ciclo bioldgico de los briofitos.

Al igual que el resto de las plantas, los briofitos cuentan con dos fases (Figura 2),
la gametofitica (haploide) y la esporofitica (diploide). Sin embargo, el ciclo de los briéfi-
tos tiene varias particularidades. Por un lado, los briéfitos son las Unicas plantas en las
que la fase dominante es la gametofitica. Ademas, en estos organismos el gametofito sus-
tenta y nutre al esporofito, que consiste en un Gnico esporangio sobre un eje sin ramificar
(Shaw et al., 2011; Ligrone et al., 2012Db).

Una caracteristica importante del ciclo de los bri6fitos es que, tras la germinacion
de las esporas y antes de que se forme el gametofito adulto (gamet6foro), aparece gene-
ralmente una fase intermedia de desarrollo, el protonema. En los musgos, a excepcion
de los grupos basales, el protonema es filiforme y pasa por dos fases en su desarrollo:
primero la etapa de cloronema, con células rellenas de cloroplastos y tabiques transver-
sales; y después una segunda fase de caulonema, con menos cloroplastos, paredes mas
parduzcas y tabiques oblicuos. A partir del caulonema se desarrollan los primeros apices
foliosos que dan lugar al nuevo gametdforo, la fase dominante (Nehira, 1983; Fuertes,
2009; Estébanez et al., 2011; Sabovljevic et al., 2014).
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Figura 2. Esquema del ciclo de un briéfito con un musgo como modelo. llustracién de José Maria
Romero Leén modificada (Estébanez et al., 2011).

El desarrollo de las esporas y los protonemas es una fase crucial en el establecimiento
de los bridfitos, ya que las esporas son las responsables de las colonizaciones tras pertur-
baciones catastréficas del medio, como incendios y temporales (Grime et al., 1990;
Esposito et al., 1999; Kirschner, 2004) asi como de la dispersion a grandes distancias
(Mufoz, 2004; Wiklund & Rydin, 2004; Medina et al., 2011; Medina & Estébanez, 2014;
Estébanez et al., 2018).

Interacciones bidticas en esporas y protonemas de musgos.

Dado que en el ciclo el gametoforo es la fase dominante en biomasa y longevidad,
es la mejor estudiada en cuanto a interacciones bidticas (Scandrett & Gimingham, 1989;
Rydin & Rydin, 1993; @kland, 1994; Kooijman & Bakker, 1995; Wilson et al., 1995;
Fenton & Bergeron, 2006; Bu et al., 2017), y de hecho, es esta fase la implicada en los

estudios que se han comentado hasta el momento.

Con respecto a las esporas la mayor parte de los estudios se han centrado en el analisis
de sus requerimientos abioticos. Por ejemplo, se conocen relativamente bien las respues-

tas de la germinacion de a la luz el pH y los nutrientes (Ward, 1960; Wiklund & Rydin,



2004; Bagdatli & Erdag, 2017). Notablemente, se considera que el sustrato es el principal
condicionante del desarrollo de las esporas y que las interacciones bidticas no tienen tanto
peso como en las plantas vasculares (Watson, 1980; Wiklund & Rydin, 2004; Michel et
al., 2011).

Tal vez por ese motivo, se sabe mucho menos sobre las interacciones bidticas de las
esporas y los protonemas que sobre los gametofitos adultos. Sin embargo, los estudios
que han analizado las interacciones bioticas han encontrado resultados interesantes que
destacan la importancia de las mismas en la germinacion y el desarrollo protonematico
(Bopp, 1963; Watson, 1981; Mishler & Newton, 1988).

Algunas aproximaciones en el siglo pasado con Funaria hygrometrica documentan
la existencia de efectos tanto autoinhibitorios como facilitatorios entre los protonemas
(Bopp, 1963; Watson, 1981). En su trabajo, Bopp (1963) observé que estas interacciones
son complejas y dependen del grado de desarrollo del protonema. Asi, la presencia
de cloronemas favorece el desarrollo de caulonemas e inhibe el de los apices foliosos
a traves de una sustancia hidrosoluble a la que se refiere como factor F; mientras que los
caulonemas favorecen el desarrollo de los &pices foliosos e inhiben a otros caulonemas,
probablemente por medio de una segunda sustancia que denominé factor H. Ademas,
siembras de esporas de F. hygrometrica a distintas distancias muestran que las muestras
alejadas unas de otras por 10 mm inhiben la expansion de sus protonemas y mantienen
su identidad de forma que no llegan a contactar con los protonemas de otras areas.
Sin embargo, las esporas que se encuentran a menor distancia entran en contacto y forman
una red protonematica conjunta (Bopp, 1963; Watson, 1981). Esto sugeriria la existencia
de una sustancia autoinhibidora en F. hygrometrica que aumenta su efecto con el grado
de desarrollo del protonema. Otro estudio informa de que los gametofitos de Tortula
ruralis (actualmente Syntrichia ruralis) y de Dicranum scoparium son capaces de inhibir
la germinacion y el desarrollo de las esporas de la misma T. ruralis y de otras tres especies
del mismo género (Mishler & Newton, 1988). Nuevamente, las condiciones de trabajo
de estos tres experimentos indican que se trata de una interaccion modulada por una mo-

lécula soluble.

En los Gltimos afios, nuestro laboratorio (Laboratorio de Briologia Experimental y
de Comunidades de la Universidad Autonoma de Madrid) ha realizado algunos experi-
mentos mediante cultivo in vitro aportando nueva informacion con respecto al desarrollo

de los protonemas. Por una parte, un trabajo con distintas densidades de esporas



de Tortula muralis demostré la existencia de un efecto autoinhibitorio que retrasa la ger-
minacién de las esporas e inhibe el desarrollo protonemaético siguiendo una curva de
dosis-respuesta (Figura 3). Este efecto inhibitorio no esta relacionado con el agotamiento
de nutrientes, dado que se comprobd que su concentracion en el medio en cultivos de baja
densidad de esporas, con mayor grado de desarrollo, era similar a la de los cultivos con
desarrollo inhibido, con alta densidad de esporas. Por lo tanto, probablemente la inhibi-
cién esté provocada por la accion de alguna molécula liberada en el medio (Nufiez et al.,
2011). Otros autores han encontrado respuestas similares con Physcomitrella patens
(actualmente Physcomitrium patens), cuyas esporas y protoplastos se desarrollan menos
cuando la densidad de cultivo es alta (Johri & Desai, 1973; Schween et al., 2003).

100 o —eo 2_
'\\ R =0.99
< 80 - \
< ®
© 60 —
£
m I\‘\
-lé 40 - i
a ..
20 - \‘I;
e
0 T T T - |
6 8 10 12 14

In Densidad de esporas

Figura 3. Porcentaje de esporas de T. muralis que se desarrollan hasta protonema en
funcion de la densidad de esporas expresada en escala logaritmica (logaritmos nepe-
rianos). Modificado de Nufiez et al. (2011). Los resultados se ajustan bien a una curva
dosis-respuesta, lo que indicaria que la densidad de esporas se estd comportando de
manera similar a un veneno con respecto a su propio desarrollo.

Posteriormente, efectos autoinhibitorios similares, siguiendo una curva dosis-res-
puesta, se constataron en otras 5 especies: Grimmia pulvinata, Orthotrichum striatum,
Bryum capillare, Hypnum cupressiforme y F. hygrometrica. Ademas, se encontraron
efectos inhibitorios interespecificos por parte de esporas y protonemas de T. muralis sobre
la germinacion y el desarrollo protonematico de G. pulvinata, O. striatum y F. hygrome-
trica (Garcia-Redondo & Estébanez, 2013). Finalmente, los gametoforos de G. decipiens
y O. rupestre también parecen tener una capacidad inhibitoria intra- e interespecifica so-

bre el desarrollo protonematico como muestra la Figura 4 (Collado et al., 2017).
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Figura 4. Porcentaje de grados de desarrollo de los protonemas de O. rupestre cuando se cultivan
solos (control), con gametofitos maduros de G. decipiens y con gametofitos maduros de O. ruspestre.
Grado de desarrollo I: Cloronemas; Grado de desarrollo 11: protonemas con formacién de caulo-
nemay menos de 25 células; Grado de desarrollo 111; protonemas con caulonemas y més de 25 células.
Modificado de Collado et al. (2017). Mientras que en el control la mayoria de los protonemas alcanzan
el méximo desarrollo, la presencia de apices (de su misma especie o de una especie distinta) condi-
ciona una sustancial reduccion de esta categoria.

Es probable que estos procesos jueguen un rol en el establecimiento y distribucién de
los briofitos; pero como se ha comentado, buena parte del conocimiento proviene de ex-
perimentos in vitro. La razén es que el pequefio tamafio y la baja diversidad morfologica
de las esporas dificultan trabajar con ellas en el campo. En contraste, el cultivo in vitro
de los musgos a partir de esporas y material vegetativo es relativamente facil y lleva desa-
rrollandose desde hace mas de dos siglos en centenas de especies (Servettaz, 1913;
Maheu, 1922; Basile & Basile, 1988; Sargent, 1988; Reski, 1997; Sabovljevic et al.,
2003; Bijelovi et al., 2004; Rowntree, 2006; Vujicic et al., 2009, 2011; Beike et al., 2015;
Bagdatli & Erdag, 2017). Ademas, su simplicidad estructural y la facilidad para generar
mutantes knockout o introducirles genes los convierten en un buen modelo de investiga-
cion (Cove et al., 1997, 2006; Beike et al., 2015), incluso pueden ser empleados como
biorreactores de farmacos (Huether et al., 2005; Reski et al., 2015; Michelfelder et al.,
2017). Esto justifica que el cultivo in vitro haya sido la metodologia empleada para in-
vestigar la biologia de las esporas y los protonemas. Aungue la baja diversidad morfolo-
gica de las esporas (y en muchos casos los protonemas) complica enormemente el analisis
de distintas especies cultivadas conjuntamente, el trabajo de Garcia-Redondo et al. (2013)

muestra que los resultados son interesantes.
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Segun lo anteriormente comentado, este Trabajo de Fin de Master se planteé como una
contribucidn a la investigacion acerca de las interacciones entre distintas fases del desa-
rrollo del gametofito de los musgos las esporas y los gametofitos adultos.

Se seleccionaron tres aspectos prioritarios en este estudio. En primer lugar, se abordo
la exploracion y puesta a punto de métodos eficaces que permitieran solventar las dificul-
tades de analizar individualmente esporas y protonemas de dos especies cultivadas con-
juntamente (manteniendo la posibilidad de interactuar). En segundo lugar, se han explo-
rado los posibles efectos de gametdforos y esporas de briofitos sobre plantas vasculares,
empleando para ello semillas de lechuga (Lactuca sativa), una planta normalmente usada
en bioensayos. Como especies modelo se han seleccionado musgos comunes en la Penin-
sula Ibérica que son ademas abundantes en el Sistema Central. La seleccion tiene varias
ventajas, se centra en especies relevantes para la estructura y composicion de los ecosis-
temas ibeéricos y facilita el desarrollo de lineas de investigacion futuras orientadas a ana-

lizar interacciones de musgos en campo.

OBJETIVOS

1. Estandarizar una técnica que permita estudiar los efectos alelopéaticos en briéfitos
de manera gque puedan interaccionar con moléculas liberadas al medio y podamos
distinguir distintas poblaciones de esporas.

2. Explorary comparar los posibles efectos alelopaticos sobre el desarrollo temprano
de las esporas de tres especies de musgos (Dicranum scoparium, Hypnum cupres-
siforme y Tortula muralis) en coexistencia intra- e interespecifica con gametéfo-
ros y con otras esporas.

3. Investigar posibles efectos de estas tres especies de musgos sobre la germinacién

y desarrollo de semillas en una especie modelo en bioensayos (Lactuca sativa).
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MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Para la seleccion del mejor método experimental se emplearon dos especies de la
misma familia (Pottiaceae). La mayor parte de las pruebas se realizaron con la especie
Tortula muralis Hedw., ya que sus esporas habian mostrado un efecto autoinhibitorio
previamente en nuestros resultados (Nufiez et al., 2011; Collado et al., 2017). Ademas,
se empled material de la especie Syntrichia ruralis (Hedw.) Weber & D. Mohr para una
de las pruebas metodoldgicas, una especie que ha demostrado un buen comportamiento
en la germinacion in vitro en otros proyectos del laboratorio (Gijon et al., 2019).

Posteriormente, tras decidir y poner a punto el método mas adecuado de cultivo,
se optd por probar las interacciones entre tres especies de musgos comunes en la Penin-
sula Ibérica y en la Comunidad de Madrid: T. muralis, por las razones ya comentadas,
Hypnum cupressiforme Hedw. y Dicranum scoparium Hedw. Estas Gltimas son especies
relativamente grandes, lo que facilita su manejo y ademas, coexisten en el medio natural
(Vicente & Ron, 1989; Stebel et al., 2015), por lo que potencialmente podrian tener mayor
interaccion.

Para las pruebas con material vegetativo se emplearon los &pices en buen estado,
no fértiles, y sin signos de enfermedad, como recomiendan Basile & Basile (1988).
Las capsulas se seleccionaron maduras, operculadas y con un aspecto semejante entre las
de una misma especie para asegurar la homogeneidad.

Las semillas de lechuga empleadas corresponden a una variedad de cultivo (Iceberg),
que germina facilmente y en altas tasas. Se recoge en la cada Tabla 1 la procedencia
(lechuga) y etiquetas de recoleccion (musgos), asi como en qué siembras se empled cada
material.

T. muralis (Fam. Pottiaceae, O. Pottiales) es un musgo acrocarpico de pocos milime-
tros de altura; forma desde pequefias almohadillas hasta densos céspedes. Los filidios
presentan un nervio excurrente en una punta hialina no espinosa, son retorcidos espiral-
mente en seco, y patentes cuando estan humedos. El esporofito se produce de primavera
a verano, presenta una seta de aproximadamente 1 cm, y la capsula es cilindrica con un
opérculo conico y una coronas de 16 dientes profundamente divididos que se retuercen
en espiral. Presenta una distribucion cosmopolita en las regiones templadas y tropicales
de poca altitud, muy comun en zonas urbanas mediterraneas. Es saxicola de sustratos
béasicos, como rocas calcareas o muros de hormigon (Cortini, 2001; DierRen, 2001; Smith,
2004; Casas et al., 2006; Guerra & Cros, 2006).
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Tabla 1. Informacion de recoleccion de los musgos empleados y nimero de las siembras en las que se
emplearon (véase la parte de cultivos en material y métodos).

Identificacion

Recoleccion

Siembras
de
capsulas

Siembras
de
apices

Syntrichia ruralis (Hedw.)
F. Weber & D. Mohr

Espafia: Castilla la Mancha, Guadalajara, Atienza: en

los alrededores del castillo, sobre tierra depositada

en roca. 40.54266, -3.69180, 1220 m. Leg. & det.: B.
Estébanez Pérez, 5-VII-2018.

Tortula muralis Hedw.

Espafia: Comunidad de Madrid, Madrid: junto al Me-
tro de Lago, en el muro del Arroyo de Meaques.
40.417020, -3.735322, 600 m. Leg. & det.: B. Estéba-
nez Pérez, 10-VI-2018.

1,2,3,6,
9,10, 11,
12y 14

10, 11,
12,y 15

Hypnum cupressiforme
Hedw.

Espafia: Comunidad de Madrid, Bustarviejo: junto a

la carretera M-629, de Miraflores a Canencia, en los

alrededores de la Fuente del Brezal, en un talud de la

carretera, terricola. 40.8302, -3.7669, 1260 m. Leg. &
det.: B. Estébanez Pérez, 17-1-2019.

7y8

Espafia: Comunidad de Madrid, Canencia: junto a la
carretera M-629, de Miraflores a Canencia, a unos
200 m de distancia del rio, en la linde del melojar, so-
bre tierra acumulada en bases de arboles. 40.8880, -
3.7742,1250 m. Leg. & det.: Belén Estébanez Pérez,
17-V-2018.

57,8y
11

Espafia: Castilla la Mancha, Guadalajara, Atienza:
junto a la carretera CM-110, cerca del PK 60, terricola
en un pinar de repoblacién. 41.217197,
-2.984661, 1150 m. Leg. & det.: B. Estébanez Pérez,
5-VII-2018.

11y13

13y 15

Espafia: Comunidad de Madrid, San Lorenzo del Esco-
rial: alrededores de La Silla de Felipe Il, sobre tierra
acumulada en bloques de granito. 40.56806, -
4.15250, 1060 m. Leg. & det.: B. Estébanez Pérez, 7-
1V-2019.

Espafia: Comunidad de Madrid, Bustarviejo: junto a

la carretera M-629, de Miraflores a Canencia, en los

alrededores de la Fuente del Brezal, en un talud de la

carretera, terricola. 40.8302, -3.7669, 1260 m. Leg. &
det.: B. Estébanez Pérez, 17-1-2019.

4yS5

Dicranum scoparium Hedw.

Espafia: Castilla y Ledn, Avila, Peguerinos: en el suelo
de un pinar, cerca del campin. 40.653627, -4.205538,
1455 m. Leg. & det.: B. Estébanez Pérez, 5-X11-2018.

4,5y7

Espafia: Extremadura, Caceres, Alia: junto a la carre-
tera EX-118, en una pista de tierra a unos 50 m del
inicio. 39.480093, -5.339471, 1350 m. Leg. & det.: B.
Estébanez Pérez, 18-VII-2018.

6,10, 13
y16

6y15

Lactuca sativa L.

Semillas de lechuga Iceberg n24 distribuidas por
Seekay Hort Supplies. Envasado en 2018, caducidad
en 2020.

Semillas empleadas
en las siembras 13,
14y 15
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S. ruralis (Fam. Pottiaceae, O. Pottiales) también es acrocarpico, crece en céspedes
densos puede alcanzar hasta 8 cm de altura cuando las condiciones son favorables.
Los filidios se retuercen helicoidalmente y son adpresos en seco mientras que pasan a ser
de escuarrosos a recurvados en himedo. Los filidios tienen un nervio excurrente en punta
hialina espinulosa. El esporofito es estival, tiene una seta de 1-2 cm y una cépsula cilin-
drica con 16 dientes divididos que se disponen retorcidos. Es una especie cosmopolita de
regiones templadas y tropicales desde el nivel de costa hasta el nival; comun en la penin-
sula Ibérica y Baleares. Puede colonizar diversos sustratos: rocas, suelos calcareos, yesi-
feros y salinos y aparece también como sobre arboles (Cortini, 2001; Dierf3en, 2001;
Smith, 2004; Casas et al., 2006; Guerra & Cros, 2006).

H. cupressiforme (Fam. Hypnaceae, O. Hypnales) es un musgo pleurocarpico de ra-
mificacion pinnada, de porte mediano a robusto. Puede formar grandes tapices de alta
densidad. De hecho, es frecuente que se desarrolle asi en la Sierra de Guadarrama.
Los filidios son falcado-secundos, con forma de hoz y orientados en la misma direccién,
de disposicidon julacea en himedo y seco. El esporofito es otofial con una seta de unos
2 cm aproximadamente y una capsula cilindrica de erecta a curvada de color pardo ana-
ranjado, un opérculo rostrado y dos coronas de 16 dientes cada una. También es una es-
pecie cosmopolita presente desde las regiones boreales y tropicales desde el nivel de costa
hasta el montafioso; es el musgo mas comun de su género en Europa. Es acidéfilo-sub-
neutrofilo, capaz de colonizar suelo, rocas y cortezas de arboles y arbustos (DierfRen,
2001; Casas-Garcia & Burgaz, 2002; Smith, 2004; Cortini, 2005; Casas et al., 2006; Gue-
rra & Cros, 2018)

D. scoparium (Dicranaceae, Dicranales) es un musgo acrocarpico que forma matas
de hasta 10 cm de altura. Los rizoides generan un denso tomento que recubre los cauli-
dios. Los filidios se presentan de rectos a falcados, con un apice acuminado y se alteran
poco cuando se deshidratan. El esporofito presenta una seta de 2-3 cm, la urna es oblongo-
cilindrica, contraida por debajo de la boca y se dispone horizontalmente en la madurez;
el operculo presenta un pico que puede llegar a ser tan alto como la urna. Es una especie
cosmopolita presente en las zonas montafiosas de regiones boreales; la mas comdn de su
género en la Peninsula Ibérica. Se puede encontrar en el suelo en taludes, rocas, maderas
en descomposicion y bases de los arboles (Cortini, 2001; DierBen, 2001; Smith, 2004;
Casas et al., 2006; Guerra & Cros, 2015).
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Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron en medio gelificado. Como soporte nutricional se empleo
la formula modificada de Murashige-Skoog (MS), usual en cultivo in vitro de plantas
(Murashige & Skoog, 1962). Se emple6 el preparado de macro- y micronutrientes,
sin componentes organicos (Sigma, Murashige-Skoog basal medium 5519, Tabla 2),
a la mitad de concentracion frente a lo originalmente propuesto (MS %2: 2,15 g/L) ya que
se sabe que altas concentraciones de nutrientes tienen efecto inhibitorio en el crecimiento
de los musgos (Rowntree, 2006; Bagdatli & Erdag, 2017). Tras preparar el medio
se ajustd a un pH de 6.5 con NaOH.

Tabla 2. Concentracion de nutrientes del Murashige-Skoog basal medium 5519 de Sigma. La con-
centracion final es de 4,3 g/L.

Componente  mg/L Componente mg/L
NH4NO; 1650,0 | MgSOQO,-7H,0 180,70
H3BO3 6,20 MgS0O4-4H,0 16,90
CaCl,-2H,0 | 332,20 Moo,:l-azmo 0,25
CoCl,-6H,0 | 0,025 Kl 0,30
CuS0O4-5H20 | 0,025 KNO3 1900,00
Naz-EDTA 37,26 KH2PQO4 170,00
FeSO4-7H,O | 27,80 ZnS 8,60

Aungue el agente gelificante mas extendido para el cultivo sdlido de las plantas es el
agar (Sargent, 1988), decidimos emplear goma Gellan. La goma Gellan es un polisaca-
rido producido por Sphingomonas elodea que gelifica a temperatura ambiente si se di-
suelve junto a cationes (Lin & Casida, 1984; Hadeler et al., 1995). Uno de los motivos
por los que se decidié emplear goma Gellan es que varios autores han apuntado un mayor
efecto in vitro de las hormonas que cuando se emplea agar (Jansson et al., 1983; Hadeler
et al., 1995); probablemente debido a que el agar al ser mas rigido y denso dificulta
la movilizacion de las moléculas (Bornman & Vogelmann, 1984). Ademas, el agar ha

mostrado un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de algunos musgos (Sargent, 1988).

Como los protonemas son sensibles a la deshidratacién, para evitar que la goma absor-
biera demasiada agua y terminara desecando las muestras segun la experiencia previa en
el laboratorio, se empled a la mitad de la concentracion recomendada por Rowntree y
Ramsay (2005). Por tanto, se usaron 4 g/L (Sigma, Gelzan™ G1910); en presencia de
sulfato magnésico heptahidratado (MgSO4 -7 H20, 0,5 g/L) para que gelificara.
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Para eliminar la contaminacion asociada a microorganismos epifitos, los apices vege-
tativos y las capsulas de los esporofitos se trataron con un desinfectante clorado, diclo-
roisocianurato (DCI) al 0,1% (Sigma-Aldrich, Troclosennatrium 96%, 892-8). Los apices
vegetativos de T. muralis se desinfectaron con DCI al 0,25% ya que en cultivos de labo-
ratorio previos se observo que la especie era mas propensa a la contaminacion. Tras la
desinfeccion con DCI, los apices vegetativos se limpiaron con 7 lixiviados de agua estéril
y 3 de medio liquido MS %, y las cépsulas, con 3 lixiviados en agua 'y 2 en MS %.

El material de cultivo y los medios se esterilizaron en autoclave durante 15 minutos
a 110° C, para posteriormente realizar las siembras en una campana de flujo laminar bajo

condiciones de esterilidad.

Los cultivos se dejaron crecer durante 4 semanas en una camara con condiciones con-

troladas: 24 °C, y un fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas de oscuridad.

Pruebas preliminares

Se realiz6 una exploracion de distintas técnicas que permitieran la separacién espacial
de las esporas de ambas especies, manteniendo la posibilidad de su interaccion, algunas
de las cuales ya se habian empleado en el cultivo de esporas de musgos: 1) el método de

los pocillos; 2) el método de la diana; y 3) la modificacion de la técnica del sandwich.

1. El método de los pocillos

Este ensayo fue desarrollado y empleado previamente en nuestro laboratorio (Garcia-
Redondo & Estébanez, 2013) para poder separar espacialmente distintas poblaciones de

esporas cultivadas en medio liquido en el mismo recipiente.

El cultivo se realiza en una placa Petri con el medio (MS ¥ liquido), en la cual se
siembra una suspension de baja densidad de las esporas de una especie (receptor) que se
quiere verificar como sensible a la presencia de las esporas de otra especie (emisor).
La baja densidad de la suspension de las esporas de la especie receptora es necesaria para
minimizar los efectos inhibitorios del desarrollo dependientes de la densidad. En la misma
placa se coloca un pocillo (una capsula microporosa de polietileno de alta densidad dise-
fiada para su empleo en secado a punto critico para microscopia electronica de barrido;
Electron Microscopy Sciences 70187-21), y con una suspension de alta densidad de es-

poras de la especie emisora (Figura 5).
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Figura 5. Disefio del método del pocillo. Autor: Carlos Garcia Redondo.

Las sustancias hidrosolubles son capaces de atravesar las paredes del pocillo mientras
que las esporas quedan retenidas. En nuestro ensayo se emplearon placas de 6 cm
de diametro con esporas de la especie T. muralis como emisora y receptora y de S. ruralis
como especie emisora (siembra 1; 23-X1-2018).

Como controles en este experimento se emplearon 1) placas solamente con el medio
y la suspension de la especie receptora y 2) placas con un pocillo vacio para evaluar
las posibles perturbaciones de este recipiente sobre el desarrollo de las esporas.

2. Método de las coronas concéntricas de Watson

El método de Watson se plante6 para comprobar las interacciones entre protonemas
de Funaria hygrometrica (Watson, 1981), una de las especies de musgos mas estudiadas.
Consiste en una placa Petri con un medio gelificado, en cuyo centro se dispone una sus-
pension de esporas para, a continuacion, sembrar series de &reas a distintas distancias,
dispuestas concéntricamente alrededor del area central, siguiendo el patrén de una diana
(Figura 6). Las esporas se dejan crecer y se comprueba si el desarrollo en cada area sem-

brada esta condicionado por la distancia al centro.

Esta prueba se ensay0 en dos placas de 14 cm de didmetro con esporas y apices de
T. muralis: en una placa se sembrdé 1 mL de suspension de esporas de alta densidad
(ca. 65000-85000 esporas/mL) en el centro de la diana, y en la otra, 5 mg de apices.
En torno al centro se sembraron 24 areas de ca. 0,5 cm de diametro con 30 uL de suspen-
sion de esporas de baja densidad (ca. 1500-3000 esporas/mL) distribuidas en 3 coronas
(a 18, 38 y 68 mm del centro), de forma que en cada corona se contaran 8 areas dispuestas
equidistantemente (Siembra 2; 30-X1-2018).
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Figura 6. Experimento original de la diana de Watson (1981) con protonemas de F. hygrometrica. A
la izquierda a los 34 dias de la siembray a la derecha a los 36.

3. Método modificado del sandwich

La técnica del sandwich es un bioensayo estandarizado para verificar la existencia
de sustancias alelopaticas de plantas vasculares que afecten a la germinacién y desarrollo
temprano de semillas de lechuga (Fujii et al., 2003, 2004). En el disefio original se pre-
paran dos capas de agar entre las que se dispone seco el material vegetativo de la planta
que puede ser alelopatica (emisor), mientras que sobre la segunda capa se depositan se-
millas de lechuga (receptor) como refleja la Figura 7. Estas semillas se dejan crecer du-
rante tres dias en oscuridad y posteriormente se analiza el porcentaje de semillas germi-
nadas por placa y las longitudes del hipocotilo y la radicula; y se compara con controles

en los que no se coloca emisor entre las dos capas de agar.

Figura 7. Disefio del método del sdndwich. a) primera capa de agar con el emisor b) segunda capa de
agar y c) siembra de las semillas de lechuga sobre la segunda capa. Modificado de Fujii et al. (2003).
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Aunque el disefio original se realiza en placas multipocillo, nuestro cultivo se realizo
en tarrinas Nalgene® de 60 mL con tapa a rosca de polipropileno transparente (Thermo
Scientific™ 11-815-10B) ya que consideramos las siguientes ventajas: presentan un ma-
yor tamafio (con 55 mm de didmetro y 45 mm de altura); aseguran un mejor cierre,

y se pueden reutilizar y esterilizar en autoclave.

Cada capa del sandwich en nuestros cultivos estaba compuesta por 8 mL de medio con
Gelzan, lo que suponen 0,5 cm de altura en la tarrina. Entre las dos capas, se empled
material vivo como emisor, ya sean apices vegetativos (5 mg), o bien 1 ml de una densi-
dad alta de esporas (ca. 33000-43000 esporas/mL, es decir, una l&mina que contiene
ca. 38000 esporas). Sobre la segunda capa, se empled siempre una suspension de baja
densidad de esporas de la especie receptora (ca. 1500-3000 esporas/mL). De esta forma,
se aseguraba la separacion espacial del emisor y el receptor, permitiendo el cultivo
de ambos y el transporte de posibles compuestos efectores de la interaccion. Tanto en la
prueba preliminar para probar la viabilidad del método (Siembra 3; 30-X1-2018) como en
el resto de las siembras tras comprobar que funciona (siembras 4-15, tablas 3 y 4) para

cada experimento se prepararon 6 réplicas.

Ademas, se prepararon dos controles, disponiendo entre las capas: 1) solamente 1 mL
de Gelzan en MS ¥ (es decir, sin material vegetal emisor); y 2) en el caso de usar apices
vegetativos, 1 mL del Gltimo lixiviado proveniente del ultimo paso de la desinfeccidn con
MS ¥ del material vegetativo, para tener en cuenta posibles efectos causados por restos
de DCI, organismos epifitos, etc.

Interacciones entre musgos y con lechuga por medio del método del sandwich

Dado que los resultados de las pruebas preliminares (véase resultados y discusion de
las pruebas preliminares) sefialaron la técnica del sandwich como la adecuada, se realiza-
ron distintos cruces entre las tres especies de musgos (T. muralis, D. scoparium e
H. cupressiforme) en combinaciones intra- e interespecificas, empleando como emisores
tanto esporas como apices vegetativos. Ademas, se realizdé una prueba con semillas de
lechuga, como contempla el bioensayo de Fujii et al., (2003 y 2004) para evaluar los

posibles efectos de estos musgos sobre el desarrollo temprano de plantas vasculares.
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Cruces intra- e interespecificos de musgos

Se realizaron todos los cruces intra- e interespecificos posibles con las tres especies
de musgos con 6 réplicas para cada experimento y control; lo que dio lugar a un total de

9 siembras con 24 tarrinas repartidas a lo largo del afio 2019 (Tabla 3).

Las esporas de H. cupressiforme y D. scoparium se dejaron crecer durante 23 dias en
la cdmara; mientras que el periodo de cultivo para las esporas de T. muralis se redujo a

12 dias, debido a que su germinacion y desarrollo protonemaético son mas rapidos.

Tabla 3. Siembras: fecha y tipo de cruce entre musgos.

Emisor
Receptora D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
(siempre esporas en (apices / esporas en (&pices / esporas en (apices / esporas en
baja densidad) alta densidad) alta densidad) alta densidad)

D. scoparium | Siembra 4; 18-1-2019 | Siembra 7; 8-11-2019 Siembra 10; 1-111-

2019
H. cupressiforme | Siembra 5; 8-11-2019 | Siembra 8; 18-1-2019 Siembra 11; 5-1V-

2019

T. muralis | Siembra 6; 16-1V-19 | Siembra 9; 16-1V-19 | Siembra 12; 12-VI-19

Siembras con semillas de lechuga

En los experimentos con semillas de lechuga se emplearon los mismos emisores que
con los cruces entre musgos, sustituyendo sobre la segunda capa de Gelzan la suspensién
receptora por 4 semillas colocadas equidistantes entre si y alejadas las paredes de la ta-
rrina. Las semillas se incubaron durante 4 dias en oscuridad en la cdmara de cultivo con

la tapa puesta sin llegar a cerrar. Se prepararon 10 réplicas por experimento y control.

Como el efecto de las esporas en desarrollo puede necesitar un nivel minimo de ma-
durez, el experimento de esporas de T. muralis se dejo crecer durante 10 dias antes de
sembrar las semillas, y las esporas de H. cupressiforme y D. scoparium durante 21 dias.
Los controles de estos experimentos se cultivaron de igual manera, aunque sin ningdn

material vegetal emisor. Esto supone un total de 9 siembras de experimentos.

Tabla 4. Namero de siembra y fecha de los experimentos con semillas de lechuga.

Emisor
D. scoparium ‘ H. cupressiforme T. muralis
Receptor: Siembra 13 (esporas); 5-1V-2019 | Siembra 14 (esporas); 16-1V-2019
Semillas de lechuga Siembra 15 (apices); 21-VI-2019
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Pruebas para evaluar efectos de hormonas, nutrientes y densidad de esporas sobre
D. scoparium

Teniendo en cuenta las interacciones positivas observadas sobre el desarrollo de espo-
ras D. scoparium en presencia de material vegetal vivo, se decidio realizar una serie de
cultivos adicionales para una exploracion preliminar de la posible naturaleza de la sus-
tancia mediadora. Para ello se realiz6 un cultivo con suspensiones de esporas en distintas
densidades, como en trabajos previos del laboratorio, y una prueba con nutrientes (saca-
rosa y vitaminas) y con una mezcla de hormonas en concentraciones empleadas normal-
mente en los cultivos vegetales (comunicacion personal, S. Sanz). (Siembra 16; 15-111-
2019).

Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron en tarrinas cada una con 4 mL de medio MS ¥ liquido,
ya que facilita el analisis posterior de los protonemas. En el caso del anélisis de densidad
se realizaron siembras con suspensiones de 5 densidades distintas (400-600 esporas/mL;
1000-1100 esporas/mL; 8000-9500 esporas/mL.; 12500-13000 esporas/mL.; 31000-33000

esporas/mL).

Adicionalmente se realizaron pruebas con hormonas, vitaminas y sacarosa. Estas prue-
bas se realizaron en las suspensiones de menor densidad (400-600 esporas/mL). Los ex-
perimentos consistian en 1) auxinas: 35 pL de acido naftanalacético (NAA), 3 g/L; 2)
vitaminas: una mezcla de 35 pL de &cido nicotinico, 5 mg/L + 35 uL de hidrocloruro de
tiamina, 5 mg/L + 35 uL de hidrocloruro de piridoxina, 3) experimento combinado de

auxinas y vitaminas (en las concentraciones previamente indicadas) y 4) sacarosa (1%).

Cuantificacion del desarrollo del material vegetal receptor

Para cuantificar la cobertura de los cultivos sembrados con el méetodo del sandwich,
para cada réplica se corto la capa superior (con la suspension receptora) y se realizaron
dos fotografias de la superficie a 80 aumentos. Para cada fotografia se calcul6 el area de
verde de 10 recuadros de 2 mm2con el programa de analisis de imagen Fiji 1.52 (Schin-
delin et al., 2012). Esto implica un total de 20 recuadros por muestra (10 recuadros x 2
fotos). Los pasos para medir el area de verde de los recuadros fueron los siguientes (Fi-
gura 8): primero se elimind el ruido del fondo de la placa; para ello, con el programa de

tratamiento de iméagenes Fiji se separaron los canales de color RGB (red, blue, green),
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y se selecciono el canal azul (el que presenta un mayor contraste con el fondo). Con la
imagen del canal azul se ejecutd una operacion que calcula de forma automaética los um-
brales de color que representan la muestra y que binariza la imagen en blanco y negro.
Sobre la imagen contrastada con la herramienta ROl (Regions of interest) se selecciona-
ron los cuadrados de manera que resultasen representativos y fuesen regiones con sufi-
ciente calidad de imagen (sin sombras, grietas, etc.). Finalmente, en cada uno de los cua-
drados se calcul6 &rea ocupada por protonemas y el porcentaje que representaba con res-

pecto area del cuadrado.

Ademas, se midio el grado de desarrollo protonemaético. Para todos los cultivos con
esporas se seleccionaron 50 protonemas o esporas por réplicay se clasificaron en funcién
de su grado de desarrollo en 5 categorias: esporas germinadas (no divididas), protonemas
de 2-20 células, de 21-40 celulas, de 41-100 células y de mas de 100 células (Figura 8).

Figura 8. Esquema del procesado de la imagen para medir el &rea de verde (explicacién detallada en
el texto). La imagen corresponde a protonemas de H. cupressiforme.
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Figura 9. Protonemas de D. scoparium representando las distintas categorias de desarrollo conside-
radas: a) 2-20 células; b) de 21-40 células; c) de 41-100 células y d) més de 100 celulas.

En los cultivos con lechuga se valoro el porcentaje de germinacion. Ademas, para cada
réplica se seleccionaron las dos plantulas de mayor desarrollo y se escanearon para medir
la longitud del hipocétilo y la radicula empleando el programa de analisis de imagen Fiji
1.52.

Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos se empleo el software R 3.6.0 (R Core Team, 2018)

Para comparar el grado de desarrollo de los protonemas por categoria se calculd un
modelo de regresion logistica ordinal. Este tipo de modelos se emplea para analizar va-
riables categoricas ordinales en las que se cumple que 1) existe un orden natural entre
categorias, y 2) hay mas de dos categorias. Estos modelos son una extension de la regre-
sion logistica y, en ese sentido, la variable que se modeliza es el logaritmo neperiano de
larazén de probabilidades, es decir, el logaritmo neperiano del cociente de la probabilidad

de que un evento suceda dividido por la probabilidad de que dicho evento no suceda
(eq 1):

(eql) In (1%), donde p es la probabilidad de ocurrir que presenta un evento.
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Para incluir el efecto de las categorias ordinales, el modelo logistico ordinal considera
la probabilidad acumulada para cada una de nuestras categorias. Es decir, considera que
la probabilidad de alcanzar el grado de desarrollo de 21-40 células exige ademas haber
pasado antes por el estado de 2-20 células y por el de germinacion. De esta manera, po-
demos modelizar la relacién entre la variable categorica (grado de desarrollo) y los dis-
tintos experimentos. En este caso los coeficientes del modelo se interpretan como una
mayor probabilidad de que suceda un aumento de categoria en respuesta al material ve-
getal emisor. EI modelo nos devuelve las diferencias entre el control y los otros niveles
del tratamiento (esporas, apices y lixiviado). Esta diferencia es la diferencia del logaritmo
neperiano de la razon de probabilidades de desarrollo de los experimentos con respecto
al control, y un p-valor para esta estima de la diferencia (Pr >|Z).

Para facilitar la interpretacion de los resultados se transformaron los coeficientes apli-
cando una funcion exponencial, de modo que los valores mostrados en las tablas indi-
can la diferencia en la raz6n de probabilidades de un aumento en categoria. Un aumento

en dicho valor implica un aumento en la probabilidad de ese grado de desarrollo.

Para analizar el efecto del material emisor sobre la cobertura, se emple6 un modelo
lineal mixto con la cobertura como variable dependiente, el tipo de material emisor como
variable independiente, y un error aleatorio asociado a al factor tarrina (recuérdese que se
contaba con 20 &reas de 2 mm? por tarrina analizada, 2 fotos en las que se midieron
10 areas por foto). De esta manera, se tiene en cuenta que los cuadrados en cada tarrina
no son muestras independientes entre si y corrigen las diferencias que puede haber debido
a factores particulares de cada tarrina. En los casos en los que se detectaron diferencias
significativas del tratamiento se realizaron comparaciones multiples entre los niveles de

cada tratamiento con una ANOVA.

Para las longitudes del hipocétilo y la radicula, y el indice de germinacién de las le-
chugas se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) y una comparacion multiple con
un contraste de Tukey con el objeto de comprobar posibles diferencias entre los experi-

mentos.
En todos los andlisis estadisticos se consider6 (a=0.05) como umbral de significacion.

Ademas, para una mejor interpretacién de los resultados se presentan graficas de barras
aplicadas con la frecuencia de cada categoria de desarrollo protonematico por experi-

mento, asi como tablas de datos descriptivos.

24



RESULTADOS

Resultados de los disefios experimentales:

1. Método de los pocillos

Aunque el ensayo de los pocillos ha funcionado anteriormente (Garcia-Redondo
& Estébanez, 2013), y el nimero de catdlogo de nuestros pocillos es el mismo que se
empled entonces, en esta ocasion el lote recibido tenia un recubrimiento sobre el pléstico
de los pocillos que mostraba una actividad detergente letal para las esporas. Ademas, los
pocillos son inestables, se deslizan por la placa y se caen con facilidad. Consecuente-

mente, descartamos este disefio para nuestro proyecto.

2. Método de las coronas concéntricas de Watson

Con esta técnica el crecimiento de los protonemas fue favorable (Figura 10). Sin em-
bargo, observamos que es una metodologia con varias desventajas. Por una parte, se ob-
tienen muchas areas por placa que constituyen pseudorréplicas. El analisis de cada una
de las placas conlleva el estudio de cada una de las areas sembradas individualmente lo
que aumenta mucho el tiempo de analisis y cuantificacion del crecimiento de las muestras.
Ademas, las placas acumulan variaciones caracteristicas en la cantidad de luz, humedad
etc. que afectan por igual a todas las pseudorréplicas, lo que resta robustez al analisis
estadistico de los resultados. Para solucionar este problema, se podria incrementar la can-
tidad de placas por experimento. Sin embargo, esto supondria una cantidad inabordable
de &reas sembradas para analizar. Por otro lado, el patrdn de interacciones generado es
complejo y dificil de cuantificar ya que las areas sembradas estan también sujetas al efecto
de todas las colindantes y no solo a la del centro, Figura 10. Este método, por tanto, tam-

bién fue descartado.

3. M¢étodo del sandwich

Este método permite una buena separacion espacial entre el emisor y el receptor,
y ademas permite que las interacciones dependan de una distancia controlada entre dichos
materiales. EI mayor problema que podia presentar esta técnica es que el material vegetal
(&pices vegetativos y esporas) no pudiese sobrevivir embebido entre las dos capas gelifi-
cadas. Sin embargo, tanto los &pices como las esporas sobrevivieron durante todo el pe-
riodo de cultivo, que se prolongé a veces hasta mas de 3 semanas. Esto, unido a las ven-
tajas ya comentadas (las tarrinas son autoclavables, con mejor cierre que las placas Petri,

y reutilizables), decanto la decision hacia esta técnica para desarrollar este proyecto.
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Con respecto a los lixiviados, aunque se plantearon como un control, en dltima instan-
cia supusieron un cultivo de aquellos hongos capaces de resistir el experimento con DCI.
De todas maneras, el grado de contaminacion es asumible y decidimos mantenerlo ya que
consideramos que podia seguir sirviendo como un control ante un mal lavado de los bro-

tes.

Figura 10. Siembra con el método de Watson con &pices de T. muralis en el centro y alrededor pro-
tonemas en desarrollo de la misma especie. Los radios se encuentran a 18, 38 y 68 mm del centro (1.1,
2.1y 3.1, respectivamente).

Figura 11. Dos tarrinas a las tres semanas de sembrar T. muralis como agente emisor con el mé-
todo modificado del sdndwich. A la izquierda esporas germinadas y a la derecha apices aun vivos.
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Experimentos del sdndwich con cruces entre musgos: desarrollo protonematico

A continuacion, exponemos los resultados organizados por la especie receptora. Cada
especie cuenta con los resultados del modelo logaritmico ordinal para el desarrollo pro-
tonematico y la ANOVA de los valores de cobertura. Ademas, el modelo del desarrollo
protonematico se acomparia de los estadisticos descriptivos (media y desviacion estandar)
del indice de desarrollo (tablas 8-11). Las figuras 13, 16 y 18 se afiaden para facilitar la
interpretacion de los resultados; cada grafico recoge en barras la frecuencia en promedio

de cada categoria protonematica para los distintos experimentos.

El desarrollo de D. scoparium no mostro efectos apreciables cuando los emisores fue-
ron esporas y apices del propio D. scoparium, o el lixiviado de apices de H. cupressiforme
(Tabla 6). Sin embargo, el resto de los experimentos cruzados tuvieron un efecto de faci-
litacidn del desarrollo protonemaético de D. scoparium; especialmente con los apices de
H. cupressiforme, que potenciaron 1500 veces el desarrollo (Tabla 6 y Figura 12c). Lla-
mativamente, la cobertura conseguida por la germinaciéon de D. scoparium no muestra
diferencias significativas comparando con los controles; es decir, la superficie ocupada
por los protonemas desarrollados por la suspension es siempre la misma (Tabla 7). Cabe
comentar que, comparando el desarrollo de los controles, el alcanzado en el experimento

con T. muralis como especie emisora es notablemente menor (Tabla 8).
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Figura 12. Protonemas en desarrollo de D. scoparium en distintos experimentos: a) control; b) lixi-
viado de H. cupressiforme; c) Apices de H. cupressiforme. Se aprecia que el desarrollo con el experi-
mento del lixiviado de H. cupressiforme es similar al del control; y un mayor desarrollo protonema-
tico en el experimento de los &pices.

Tabla 5. Experimentos de sandwich con D. scoparium como especie receptora: media y desviacion
estandar (DS) del indice de desarrollo.

Especie emisora D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
Media DS Media DS Media DS
Control 15,3 9,17 14,7 10,9 4,42 5,47
Esporas 23,0 18,7 68,4 97,6 | 19,85 26,7
Apices 209 13,5 266,0 83,3 | 41,45 51,8
Lixiviado 344 33,9 62,7 101, | 65,45 75,0
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Tabla 6. Experimentos de sdndwich con D. scoparium como especie receptora: Exponencial de la
estima (Exp. E) de la regresion logistica ordinal y significatividad (Pr (>|Z|)). Se resaltan con asteris-
cos 'y en color aquellos experimentos que mostraron una significatividad: *<0,05; **<0,01; ***<0,001.

Especie emisora D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
Exp. E. Pr>|z| Exp. E. Pr>|z| | Exp.E. Pr>|z|
Control-esporas 2,8 0,109464 57,9 0,009** 49,2 0,000***
Control- apices 2,5 0,1504 | 14987,9 0,000*** | 517,4 0,000***
Control-lixiviado 9,9 0,000*** 9,7 0,134 2232,8 0,000%***

Tabla 7. Experimentos de sdndwich con D. scoparium como especie receptora: media la cobertura
(mm?) obtenida por analisis de imagen, junto con el valor de la significatividad de la comparacién
del modelo lineal de los experimentos con respecto al control (Pr (>|t])). Se resaltan con asteriscos y
en color aquellos experimentos que mostraron una significatividad: *<0,05; **<0,01; ***<0,001.

Especie

: D. scoparium  H. cupressiforme T. muralis
emisora

Media Pr>|t| Media Pr>|t| Media Pr>|t|
Control 0,06 - 0,11 - 0,11 -
Esporas | 0,11 0,054 0,13 0,763 0,12 0,826

Apices 0,09 0214 0,14 0,508 0,18 0,216
Lixiviado | 0,0 0,091 0,15 0,400 010 0,854

Grado de desarrollo
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. Protonemacon 2-20 células
| Il 2120
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I Control Lixiviade MApices Esporas

a) Ds-Ds

n | "
g 3
Q
% E
-~
Q 0
Control Lixiviade fApices Esporas Control Lixiviado fApices Esporas

Figura 13. Experimentos de sdndwich con D. scoparium como especie receptora: graficos de barras
apiladas que representan el grado de desarrollo protonematico. Las barras representan la frecuencia
de cada categoria de desarrollo protonematico. Ds: D. scoparium, Hc: H. cupressiforme; Tm: T. mu-
ralis. NOtese como la representacion de los protonemas de més de 100 células aumenta notablemente
en el experimento con &pices de H. cupressiforme. Ademas, destaca el menor desarrollo del control
de los experimentos con T. muralis.
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Los experimentos con H. cupressiforme como especie receptora revelaron tanto efec-

tos positivos como negativos. Los experimentos con esporas de H. cupressiforme como

emisor mostraron un efecto autoinhibitorio con un desarrollo 24 veces menor que en el

control, y 13,5 veces menor con los apices de D. scoparium (Tabla 9 y Figura 14).

Por otra parte, los experimentos con apices de T. muralis y el lixiviado de los mismos

facilitaron el desarrollo, y, entre ellos, es mas potente el efecto de los &pices que del lixi-

viado (Tabla 5). Ademas, los experimentos con apices de T. muralis fueron los Unicos en

los que se observé una gran cantidad de brotes foliosos (Figura 15) lo que implica un paso

cualitativo en el desarrollo: de protonema a gametoforo. Por ultimo, la cobertura préacti-

camente se duplicé con las de esporas de D. scoparium y los &pices de H. scoparium;

también se favorecio con los &pices de T. muralis (Tabla 10). El resto de los experimentos

no mostraron un efecto significativo sobre el desarrollo de H. cupressiforme.

a) Y & b) <) )
“ s
« bl o 1 ‘
| > i =3 .
% | | J
A ) TER g ¥ ~
Fi ! o o 1% 1 mm 4 |

Figura 14. Protonemas en desarrollo de H. cupressiforme segun el siguiente material emisor: a) nin-
guno (control); b) lixiviado de H. cupressiforme; c) 4pices de D. scoparium. Se aprecia que ambos

tipos de material emisor desfavorecen el desarrollo de los protonemas.
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Figura 15. Protonemas en desarrollo de H. cupressiforme en el experimento con apices de T. muralis
como material emisor. Se sefiala con asteriscos la presencia de brotes foliosos.
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Tabla 8. Experimentos de sandwich con H. cupressiforme como especie receptora: media y desviacion
estandar (DS) del indice de desarrollo.

ESP.eCIe D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
emisora
Media DS | Media DS “(;Ii: DS

Control 243 99,9 | 2101 117, 228 107,
Esporas 254 92,5 70,7 102, 225 113,

Apices 160 124, 192,5 124, 273 75,6
Lixiviado 267 81,1 | 210,11 28,2 259 88,5

Tabla 9. Experimentos de sdndwich con H. cupressiforme como especie receptora: exponencial de la
estima (Exp. E) de la regresion logistica ordinal y significatividad (Pr (>|Z|)). Se resaltan con asteris-
cos y en color aquellos experimentos que mostraron una significatividad: *<0,05; **<0,01; ***<0,001.

Esr.!eae D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
emisora
Exp. E. >T:| Exp.E.  Pr>|z| Exp. E. Pr>|z|
Control-esporas 1,3 0,8005 | -24,0 0,000*** -1,1 0,8140
Control- apices -13,5 0,011* -2,8 0,2932 3,4 0,0041**
Control- lixiviado 2,0 0,5076 1,0 0,8977 2,4 0,0388*

Tabla 10. Experimentos de sandwich con H. cupressiforme como especie receptora: media de la co-
bertura (mm?2) obtenida por analisis de imagen, junto con el valor de la significatividad de la compa-
racion del modelo lineal de los experimentos con respecto al control (Pr (>[t])). Se resaltan con aste-
riscos y en color aquellos experimentos que mostraron una significatividad: *<0,05; **<0,01;
***<(0,001.

Especie

. D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
emisora

Media Pr>|t] | Media Pr>|t] | Media Pr>|t|

Control 0,18 - 0,15 - 0,36 -
Esporas 0,40 0,001** 0,18 0,661 0,48 0,346
Apices 0,20 0,688 0,27 0,030* 0,62 0,036*
Lixiviado | 0,18 0,985 0,18 0,564 0,42 0,595
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Figura 16. Experimentos de sandwich con H. cupressiforme como especie receptora: graficos de ba-
rras apiladas que representan el grado de desarrollo protonematico. Las barras representan la fre-
cuencia de cada categoria de desarrollo protonematico. Ds: D. scoparium, Hc: H. cupressiforme; Tm:
T. muralis.

Todos los experimentos con D. scoparium como especie emisora y T. muralis como
receptora mostraron una inhibicion del desarrollo protonemaético; con més efecto en los
experimentos donde el emisor eran esporas o apices (Tabla 12 y Figura 17). Por otra parte,
el desarrollo aumentd con su propio lixiviado 26 veces (Tabla 12). Sin embargo, dado
que el control de los experimentos de cruce de T. muralis con T. muralis se desarroll6
menos que el resto de los controles. De hecho, todos los experimentos del cruce intraes-
pecifico de T. muralis muestran una cobertura significativamente mayor. Ninguno de los
experimentos con H. cupressiforme como especie emisora mostré efectos sobre el desa-

rrollo de T. muralis.
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Figura 17. Protonemas en desarrollo de T. muralis en experimentos con distinto material emisor: a)
control; b) esporas de D. scoparium; c¢) apices de D. scoparium.
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Tabla 11. Experimentos de sandwich con T. muralis como especie receptora: media y desviacion es-
tandar (DS) del indice de desarrollo.

Especie emisora D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
Media DS Media DS Media DS

Control 321 39,8 321 439,8 | 891 10,7
Esporas 18.7 10,1 17.3 11,3 | 10.53 7,85
Apices 18.8 11,3 25.7 36,4 8.61 7,95
Lixiviado 200 121 18.5 13,1 | 18.65 13,8

Tabla 12. Experimentos de sandwich con T. muralis como especie receptora: exponencial de la estima
(Exp. E) de la regresion logistica ordinal y significatividad (Pr (>|Z])). Se resaltan con asteriscos y en
color aquellos experimentos que mostraron una significatividad: *<0,05; **<0,01; ***<0,001.

Esr.!eae D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
emisora
Exp. E. Pr>|z| Exp. E. Pr Exp. E. Pr>|z|
>|z|
Control-esporas -3,07 0,0099** | -6,81 0,0573 2,6 0,2858
Control- apices -3,36  0,0055** | -2,76  0,3182 1,1 0,8912

Control- lixiviado | -2,52 0,0333* -6,10  0,0770 26,2 0,0003***

Tabla 13. Experimentos de sandwich con T. muralis como especie receptora: media la cobertura
(mm?) obtenida por analisis de imagen, junto con el valor de la significatividad de la comparacion
del modelo lineal de los experimentos con respecto al control (Pr (>|t])). Se resaltan con asteriscos y
en color aquellos experimentos que mostraron una significatividad: *<0,05; **<0,01; ***<0,001

Especie

. D. scoparium  H. cupressiforme T. muralis
emisora

Media Pr>|t] | Media Pr>|t| | Media Pr>|t|
Control 0,28 - 0,28 - 0,130 -
Esporas 0,26 0,792 0,20 0,183 | 0,245 0,025*
Apices 0,23 0,395 0,20 0,156 | 0,473 0,000***
Lixiviado | 0,28 0,965 0,22 0,314 | 0,318 0,000***
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Figura 18. Experimentos de sandwich con T. muralis como especie receptora: graficos de barras api-
ladas que representan el grado de desarrollo protonematico. Las barras representan la frecuencia de
cada categoria de desarrollo protonematico. Ds: D. scoparium, Hc: H. cupressiforme; Tm: T. muralis.

Germinacidn de las semillas de lechuga

La germinacion y la longitud de la radicula no se vieron alteradas en ninguno de los
experimentos (Tabla 14). Asimismo, la longitud del hipocotilo resulté muy escasamente
afectada. Solamente H. cupressiforme (esporas, apices y lixiviado de los mismos) fue
capaz de modular el desarrollo del hipocotilo, potenciandolo ligeramente (apices y su
lixiviado) o inhibiéndolo en unos 7 mm (esporas), Figura 19.

Figura 19. Semillas de lechuga en desarrollo. A la izquierda: control; a la derecha, experimento con
esporas de H. cupressiforme como material emisor.
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Tabla 14. Experimentos con semillas de lechuga: longitud en mm de los hipocétilos (H) y radiculas
(R), y porcentajes de germinacion (%G). Entre paréntesis se indican las categorias de las compara-
ciones por pares de Tukey con una significatividad de a=0.5. Se resaltan en color aquellos experi-

mentos que mostraron una significatividad <0,05.

D. scoparium H. cupressiforme T. muralis
H R %G | H R %G H R %G
©1918 1924 925 |918 1924 925 | 918 19,24 92,5
*g‘ +1,52 +425 +12,07|+151 425 +12,07|+£1,52 4,25 +£12,07
§ o| @ (@ @ | @ (a) @ | @& (@ (a)
>
= £1984 1828 97,5 (1057 20,26 90,0 | 9,80 18,58 87,5
> =2 |%1,53 +4,04 +7,90 [+0,93 +4,68 +12,90|+1,76 +3.84 +21,25
g <l (@ (@ @ | (b) (a) @ | @& (@ (a)
<
-CSU 9,11 16,88 950 [10,28 1859 933 | 9,66 19,0 90+17 48
'S (1,08 +2,20 #10,54|+1,03 #1,86 10,97 |+1,11 8+4,10 _(a)’
2 @ @ @ | (b) (a) @ | @& (@
'S 40,22 68,10 955 (4059 68,18 955 |1533 33,30 63,5
‘g‘ 45,70 +£17,68 +10,54|+0,58 +18,163 +10,54 |+1,16 *24,10 +20,82
g 0| @ @ @ | @ (a) @ | @& (@ (a)
o
o
i @ 42,11 69,57 925 |3347 6505 97,5 |1543 28;11 80
§ 16,28 +19,74 +16,87|+1,03 +28,35 7,90 [+0,89 12_67 125,82
w| @ (@ @ | (b) (a) @ | @ @) (a)

Experimentos con adicién de hormonas y nutrientes, y con distintas densidades de espo-

ras (D. scoparium): desarrollo protonematico

El desarrollo protonematico de D. scoparium en los experimentos con distinta densi-

dad, hormonas (auxinas: NAA) y nutrientes (sacarosa y vitaminas: timina, piridoxina y
acido nicotinico) se encuentran en las tablas 15y 16. Como en los resultados anteriores,
para facilitar la interpretacion de los resultados, la Figura 20 recoge en gréaficos de barras

con la frecuencia de cada categoria protonematica para los distintos experimentos.

Los experimentos de densidad D. scoparium mostraron un descenso inicial del desa-
rrollo protonematico con el incremento de la cantidad de esporas por mL, que alcanza un
minimo con la suspensién de unas 9000 esporas/mL (con un desarrollo 12 veces menor
al desarrollo del experimento con 500 esporas/mL). A mayores densidades se recupera el

desarrollo, pero sin llegar a superar al de la densidad de 500 esporas/mL. De hecho, el
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indice de desarrollo de las suspensiones de 1300 esporas/mL (S3) y la de 32 000 espo-
ras/mL (S0O) es el mismo con respecto a la siembra 500 esporas/mL (-2.26 y -2.25 respec-

tivamente).

Paralelamente, los experimentos de nutrientes, tanto de hormonas (auxinas: NAA)
como de sacarosa y de vitaminas (timina, piridoxina y &cido nicotinico) mostraron un
efecto inhibitorio sobre el desarrollo protonematico de D. scoparium (Tabla 16). En par-
ticular, la adicion de auxinas redujo el desarrollo 2,24 veces, seguido del experimento
combinado de auxinas y vitaminas con un desarrollo 1,86 veces menor y el experimento

de vitaminas que se desarroll6 1,48 veces menos.

Tabla 15. Experimentos de densidad de esporas, hormonas y nutrientes en MS 1/2 liquido con esporas
de D. scoparium: media y desviacion estandar (DS) del indice de desarrollo protonematico.

Densidades Nutrientes
Me- Me-
D D
dia S dia S
S0 = ca. 32000 espo-
ras/mL 10,04 4,65 Control 25.65 54,3
51 = ca. 10000 espo- 7,96 20,5 Auxinas: NAA 690 10,6
ras/mL
Vitaminas (timina,
S2 = ca. 9000 esporas/mL 5,68 6,00 piridoxina y acido nicoti- 8.35 7,98
nico)
$3 = ca. 1300 esporas/mL | 1316 ¢ 7; Auxinas+ Vitaminas 6,75 5,96
S4 = ca. 500 esporas/mL 25,65 4,65

Tabla 16. Experimentos de densidad de esporas, hormonas y nutrientes en MS 1/2 liquido con esporas
de D. scoparium: exponencial de la estima (Exp. E) de la regresién logistica ordinal y significatividad
(Pr (>]Z])). Se resaltan con asteriscos y en color aquellos experimentos que mostraron una significa-
tividad: *<0,05; **<0,01; ***<0,001.

Densidades Nutrientes
Exp.E.  Pr(>|z]) Exp. E. Pr(>|z])
S$4-S3 -2,26 0,259 Control - Auxinas -9,39  0,002**
S4-S2 | -12,32 0,000*** Control - Vitaminas -4,39 0,041*

S4-S1 -5,59 0,017* Control - Vitaminas + Auxinas -6,42 0,010*
S4-S0 -2,25 0,2643
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Figura 20. Experimentos de sandwich con D. scoparium para los cultivos de densidades y nutrientes:
graficos de barras apiladas que representan el grado de desarrollo protonematico. Las barras repre-
sentan la frecuencia de cada categoria de desarrollo protonematico.

DISCUSION

Disefios experimentales:

De los tres disefios, la modificacién del método del sandwich es el que mostré mejores
resultados. EI método de los pocillos exige retirar previamente la pelicula detergente;
ademas, la inestabilidad del pocillo en la placa pone en riesgo el montaje cuando se trans-
porta. Sin embargo, el método de las coronas concéntricas de Watson muestra un buen
crecimiento de las poblaciones, pero plantea problemas con la interpretacion de los resul-

tados.

El método del sandwich nos proporciona la seguridad de que existe una barrera fisica
homogénea entre el emisor y el receptor que permite la difusién de sustancias hidrosolu-
bles. Ademas, nos permite analizar la cobertura alcanzada por los protonemas junto con
su grado de desarrollo protonematico. Consecuentemente, el proyecto se siguié em-
pleando y refinando las modificaciones del método original (Fujii et al., 2003); de manera
que se pudiese proporcionar una técnica estandarizada con la que estudiar y ampliar el
conocimiento sobre las interacciones entre esporas de musgo.
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Efectos sobre el desarrollo protonematico

Como hemos visto, el desarrollo de D. scoparium esta favorecido por varios tipos de
material emisor. El lixiviado de sus propios apices favorecen el desarrollo protonématico,
pero los apices en si parecen no tener efecto. Estos resultados indican que alguna sustan-
cia que no esta presente los apices de esta especie, pero que si aparece en los lixiviados
esta favoreciendo su desarrollo. Es posible que la sustancia que favorece el desarrollo sea
un producto del metabolismo de organismos asociados a los musgos, como hongos o bac-
terias. Este tipo de interaccion estad bien descrita en plantas vasculares (Yedidia et al.,
2001; Hossain et al., 2017) y los pocos estudios que lo han analizado también han docu-
mentado un efecto positivo de los hongos sobre el desarrollo de los protonemas (Servet-
taz, 1913; Von Maltzahn & MacQuarrie, 1958).

Ademas, los apices y esporas de H. cupressiforme también favorecen el desarrollo de
D. scoparium, pero no asi sus lixiviados. Este resultado es destacable porque es la primera
vez que se describen interacciones positivas interespecificas para protonemas de musgos.
Ademas, el hecho de que los lixiviados no tengan efecto implica que debe existir una

sintesis activa de metabolitos por parte de H. cupressiforme.

Sin embargo, cuando D. scoparium participa de la interaccion como emisor observa-
mos efectos negativos en el desarrollo de H. cupressiforme. El conjunto de los resultados
puede dar una idea del comportamiento de D. scoparium en relacién con las interacciones
competitivas. Se asume que existen dos grandes categorias de competicion entre las plan-
tas (Werner, 1976). Por un lado, estan aquellas plantas que llegan antes, se establecen y
se apropian del terreno (primocolonizadores); y por otro las que aparecen mas tarde, pero
son capaces de interferir en el éxito de las primeras y desplazarlas (competidores interac-
tivos). D. scoparium podria tratarse de un competidor interactivo. Por un lado, el desa-
rrollo temprano de D. scoparium se ve favorecido por la presencia de apices de otras
especies, especialmente por H. cupressiforme, una especie con la que, en general, convive
con frecuencia tanto en Centroeuropa como en el Sistema Central (Vicente & Ron, 1989;
Murioz et al., 1995; Stebel et al., 2015). Por otro, inhibe el desarrollo de las otras especies
(Tabla 9 y 12). Ademas, varios trabajos documentan la ausencia de D. scoparium hasta
etapas intermedias de la sucesion forestal (McCullough, 1948; Heinselman, 1981; Fanta,
1986; Shirokikh et al., 2013). Estos resultados se han achacado a la necesidad de un dosel
arboreo y de una capa mas o menos gruesa de materia organica para el establecimiento

de D. scoparium (Heinselman, 1981; Fanta, 1986). Sin embargo, las floras briofiticas
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documentan la presencia de D. scoparium en zonas soleadas y rocosas (Cortini, 2001;
Smith, 2004; Guerra & Cros, 2015). Nuestros resultados apuntan a que esta presencia
tardia puede deberse a algin compuesto promotor. En plantas vasculares se conoce que
la materia organica, por ejemplo la hojarasca, puede condicionar la germinacién de las
semillas (Facelli & Facelli, 1993; Bosy & Reader, 1995). Considerando el comporta-
miento de D. scoparium en estos experimentos, es posible que su presencia en fases in-
termedias se deba a una promocidn por interacciones especificas mediadas por sustancias

hidrosolubles, para lo que seria necesaria a presencia previa de otras especies.

Posiblemente, la sustancia promotora sea una sustancia hidrosoluble comin, como un
azucar. También podria tratarse de una fitohormona: algunos protonemas no solo respon-
den a las hormonas disueltas del medio externo; sino que reaccionan de forma distinta

que cuando es endogena (Reutter et al., 1998; Sabovljevic et al., 2014).

Contrastando con los resultados del grado de desarrollo, la cobertura de D. scoparium
es similar en los distintos experimentos. Podria tratarse de un efecto producido por el
agotamiento de nutrientes en el medio, pero el trabajo de Nufiez et al. (2011) apunta a
que los requerimientos nutricionales de los protonemas son muy bajos y no llegan a con-
sumirlos en los cortos periodos de cultivo aqui considerados. Igualmente, el desarrollo
protonematico de D. scoparium con sus propios apices es similar al del control, es decir,
no se favorece el desarrollo (Tabla 9); mientras que la coexistencia con apices de las otras
especies lo favorecen. Parece que D. scoparium se autoinhibe, de forma que bloquea el
desarrollo de nuevos individuos equilibrando la cobertura conseguida por los protonemas.

De hecho, los resultados del comportamiento de esporas de D. scoparium en funcién
de la densidad, empleando medio liquido, sigue las curvas dosis respuesta ya documen-
tadas en otras especies (NUfiez et al., 2011; Garcia-Redondo & Estébanez, 2013) siempre
que las densidades sean bajas e intermedias; sin embargo, tras alcanzar un valor critico
favorecen su propio desarrollo. Este comportamiento intraespecifico de las esporas de D.
scoparium es otro efecto que no se habia descrito previamente para otras especies. Es
posible que D. scoparium inhiba la recepcion de la sustancia promotora en individuos de
Su misma especie; pero si se trata de una sustancia comun, este posible que este siendo
liberada también por las esporas y tras alcanzar un valor critico de densidad de esporas la

concentracion de la sustancia promotora supere la capacidad inhibitoria.
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Las exploraciones de sustancias promotoras han mostrado que las auxinas (NAA),
las Unicas hormonas empleadas, y las vitaminas (timina, piridoxina y acido nicotinico)
inhiben los protonemas de D. scoparium (Tabla 16). Otros autores también documentan
un efecto inhibitorio de las auxinas sobre los cloronemas, aunque observan un favoreci-
miento de la formacidn de rizoides y la ramificacion y diferenciacion de los caulonemas
(Cove et al., 2006; Sabovljevic et al., 2014).

Las esporas de H. cupressiforme se autoinhiben, tal como documentaba Garcia-Re-
dondo (2013). Por el contrario, la presencia de las esporas de las otras dos especies inves-
tigadas no parece afectar el desarrollo de H. cupressiforme. Esto apunta a una mayor re-
levancia de la competencia intraespecifica que la interespecifica en las primeras fases del
desarrollo. Sin embargo, las esporas de H. cupressiforme son sensibles a la presencia de
los apices vegetativos D. scoparium, con un notable efecto inhibitorio, y T. muralis, que
promueve ligeramente su desarrollo. Estos resultados, junto a los de D. scoparium, y la
capacidad de coexistencia de estas dos especies ya indicada, sefialan hacia una posible
carrera armamentistica mediada por sustancias hidrosolubles: las esporas de D. scopa-
rium se favorecen de la presencia de los gametoforos de H. cupressiforme; mientras que
los gametoforos de D. scoparium inhiben a las esporas de H. cupressiforme.

Sin embargo, en contra de los resultados Nufiez et al. (2011) y Collado et al. (2017),
los experimentos de T. muralis no muestran un efecto autoinhibitorio de las esporas ni los
apices. El bajo desarrollo del control del cruce intraespecifico en comparacién con los
controles de los interespecificos hace sospechar que hubo un fallo en el control que puede
justificar que no hayamos encontrado esta autoinhibicidn y que todas las coberturas del
experimento intraespecifico de T. muralis sean significativamente mayores. Sin embargo,
al igual que ocurria con las esporas de D. scoparium, el desarrollo de las esporas de
T. muralis se ve favorecido por la presencia de los hongos que aparecen sobre sus propios
apices.

Todos los experimentos con material emisor de D. scoparium (esporas, apices y lixi-
viados) han inhibido el desarrollo de T. muralis, con lo que se comporta paralelamente a
la agresividad que ha presentado esta especie en nuestros resultados contra H. cupressi-
forme. Ademas, estos resultados corroboran los trabajos de Mishler y Newton (1988),
que, al cultivar 4 especies del género Tortula junto a apices de D. scoparium, observaron
una inhibicion en el desarrollo de las esporas; asi como el de Basile et al. (2003), que
registraron que los flavonoides extraidos de D. scoparium disminuyen el porcentaje de
germinacion de las esporas de T. muralis.
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En general, los resultados indican que los protonemas de los musgos pueden interac-
tuar con los organismos con los que conviven. Estas interacciones pueden condicionar la
distribucion de las especies, hasta el momento solamente justificada por las necesidades
del gametoforo. Por ejemplo, segin los resultados aqui obtenidos, una espora de
H. cupressiforme seria incapaz de establecerse junto a un césped de D. scoparium. Con-
viene sefialar que las interacciones observadas responden a experimentos in vitro y que
las consideraciones ecoldgicas extrapoladas a la coexistencia en campo deben ser toma-
das con cautela. Ademas, aunque pueden ser Utiles para orientar futuros proyectos en el
campo con estas tres especies, la realidad es que el rango de las condiciones del cultivo
in vitro es muy limitado en comparacion con la complejidad de los ecosistemas. Por ejem-
plo, un estudio en el que se recogi6é material de 9 especies de bridfitos en el campo durante
un afio demostro que la produccion de moléculas del metabolismo secundario varia esta-
cionalmente (Peters et al., 2018), lo que es practicamente imposible de comprobar in vi-
tro. Ademas, parece que un gran estrés ambiental favorece una mayor cantidad de inter-
acciones positivas, ya que una precolonizacion suaviza las condiciones abioticas de eco-
sistema (Bertness & Callaway, 1994; Bertness & Hacker, 1994; Callaway et al., 2002;
Gavini et al., 2019). Por el contrario, en nuestros resultados la mayoria de las interaccio-
nes son negativas, aunque nuestro método de cultivo implica una alta iluminacién y hu-
medad al mismo tiempo, una realidad a la que no se enfrentan nuestras especies en su

ambiente y que puede estar alterando su comportamiento.

Posibles moléculas implicadas en nuestras interacciones

Aunque las limitaciones de este trabajo no permitieron realizar analisis quimicos de la
naturaleza molecular de nuestras interacciones sabemos que muy probablemente se trate
de sustancias hidrosolubles, o por lo menos, capaces de traspasar 1 cm de medio gelifi-
cado acuoso. Ademas, la bibliografia documenta una serie de sustancias en nuestras es-

pecies que podrian tener un efecto alelopatico.

Como posibles sustancias inhibitorias en D. scoparium sefialamos una alta cantidad de
flavonoides y biflavonoides (Geiger et al., 1993; Asakawa, 1995; Basile et al., 2003;
Asakawa et al., 2013). Los flavonoides son moléculas versatiles con varias funciones,
entre ellas la alelopatica (Rice, 1984; Mierziak et al., 2014); de hecho, arriba ya se habia

comentado como los flavonoides de D. scoparium inhiben a T. muralis (Basile et al.,
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2003). En D. scoparium también se ha descrito la presencia de dicraninas A y B, que son
acidos grasos con un efecto antimicrobiano (Borel et al., 1993); y de oxilipinas (Rempt
& Pohnert, 2010), también &cidos grasos pero con un efecto disuasorio sobre los herbi-
voros y que se han documentado en alelopatias de plantas acuaticas (Bacellar &
Vermelho, 2013). De estas sustancias creemos que es mas probable que los flavonoides
sean los responsables del comportamiento de D. scoparium; no solamente porque son
hidrosolubles y los que se presentan en mayor abundancia en esta especie, ademas se han
documentado como alelopaticos activos en el sustrato (Weston & Mathesius, 2013; Mier-
ziak et al., 2014).

En H. cupressiforme también se ha documentado la presencia de flavonoides, entre
ellas los hypnogenoles (Asakawa, 1995; Asakawa et al., 2013; Altuner et al., 2014).

No hemos encontrado documentada ninguna sustancia posiblemente alelopética para
T. muralis. Sin embargo, ademas de este estudio, el trabajo de Nufiez et al. (2011) y Co-
Ilado et al. (2017) han demostrado una actividad inhibitoria de T. muralis. Ademas, al
igual que las otras dos especies, su cultivo con microorganismos ha demostrado una ca-
pacidad antimicrobiana (Asakawa, 1995; Veljic et al., 2009; Asakawa et al., 2013; Altu-
ner et al., 2014). El medio de los experimentos de Nufiez con T. muralis perdia en gran
medida su efecto inhibitorio tras pasarlo por un filtro de 0.22 um para retirar las esporas
(comunicacion personal). Esto podria indicar que la sustancia de caracter volatil, o una
molécula de gran tamafio. Confiamos en que estudios posteriores puedan esclarecer su

naturaleza.

Efectos sobre la germinacion de las lechugas

Solamente las esporas de H. cupressiforme y el lixiviado de sus &pices vegetativos han
mostrado un efecto sobre el desarrollo de las semillas de lechuga; inhibiendo el creci-
miento del hipocétilo en el primer caso, y favoreciéndolo en el segundo. Sin embargo,
como se comentaba en la Introduccidn, esta bien establecida la existencia de efectos ale-
lopéticos de los briofitos sobre la germinacion y el desarrollo de las semillas (Schlatterer
& Tisdale, 1969, 1969; Basile et al., 2003; Tsubota et al., 2006; Kato-Noguchi et al.,
2009, 2010; Soudzilovskaia et al., 2011; Bhadauriya et al., 2016; Bu et al., 2017; Unal et
al., 2017). De hecho, el tnico trabajo publicado en el que se analizan bri6fitos como po-

sibles agentes alelopaticos empleando el método del sandwich muestra que 3 especies de

41



musgos son capaces de inhibir el desarrollo de la lechuga, mientras que una cuarta,
Racomitrium japonicum, lo facilita (Tsubota et al., 2006). A diferencia de este proyecto,
en el que se ha empleado material emisor vivo, estos autores siguieron el disefio original
de Fujii et al. (2004) y los musgos fueron desecados y pulverizados; ademas, emplearon
toda la planta, incluyendo la parte basal senescente, y no solo los apices vegetativos como

en nuestro caso.

Adicionalmente, existen evidencias de que algunas de nuestras especies son capaces
de afectar al desarrollo de las plantas vasculares: Bhadauriya et al. (2016) refieren que
los extractos en metanol de D. scoparium (10% de peso seco frente a volumen) son capa-
ces de inhibir la germinacion in vitro del mungo (Vigna radiata) y del garbanzo (Cicer
arietinum); igualmente, sus flavonoides son capaces de inhibir la germinacién y elonga-
cion de Raphanus sativus (Basile et al., 2003); e incluso se ha mostrado capaz de inhibir
la germinacion de semillas de distintas especies en el campo (Soudzilovskaia et al., 2011).
En cuanto a T. muralis, aunque no esta documentada en profundidad su capacidad alelo-
patica frente a plantas vasculares, un trabajo relata la inhibicién de la germinacion de
semillas de Stipa thurberiana y Agropyron spicatum cuando se colocan sobre almohadi-
Ilas de 20 g de T. ruralis (Schlatterer & Tisdale, 1969).

El escaso efecto de las esporas, apices y lixiviados de las especies de musgos aqui
consideradas sobre la germinacion de las semillas de lechuga podria deberse a la escasez
de masa del material emisor. En el caso de mayor biomasa empleada (apices), se em-
pleaba ca. 5 mg de material vegetativo, que, aunque similar a lo que emplea Fuijii et al.
(2003) en el disefio original del método del sandwich, o Tsubota et al. (2006) en su apli-
cacion sobre musgos, podria no ser suficiente. Otra posibilidad es que se necesiten tejidos
mas maduros para mostrar un efecto sobre el desarrollo de las semillas. Ademas, hay que
tener en cuenta que, aunque la lechuga es una especie cominmente empleada para veri-
ficar la propiedad alelopatica de otras plantas (Fujii et al., 2003; Candido et al., 2010) es
probable que no sea una buena especie con la que contrastar las propiedades de nuestros
musgos, de manera que seria preciso extender el estudio a efectos alelopéaticos sobre se-

millas de otras especies.
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La puesta a punto de la técnica modificada del sandwich nos ha permitido evaluar en
condiciones controladas las interacciones entre esporas y con gametoforos; con la ventaja
afiadida de que el material vegetal permanece vivo. De esta manera, hemos podido cons-
tatar la existencia de interacciones mediadas por sustancias hidrosolubles entre las tres
especies de musgos. De hecho, ante la poca cantidad de este tipo de trabajos, documen-
tamos por primera vez entre los musgos interacciones interespecificas positivas en el
desarrollo temprano. Si se tiene en cuenta que las esporas y los protonemas son la fase
colonizante de los briofitos, estas interacciones pueden influir en la distribucion y auto-
ecologia de nuestras especies. Sin embargo, como hemos subrayado, las complicaciones
metodoldgicas limitan su estudio. Por ello confiamos en que estos resultados y la modi-
ficacion de la técnica del sdndwich suponen un valioso punto de partida para nuevas pre-
guntas e hipétesis que corroborar con trabajos de campo.

Futuras perspectivas
Como se ha comentado, los resultados que aqui se presentan dan pie a nuevos interro-
gantes sobre la biologia de nuestras especies que pueden ser abordados:

1) Por una parte, se recomienda repetir los experimentos de hormonas y nutrientes
con D. scoparium modificando algunos aspectos:

a. Emplear un cultivo gelificado, que aunque dificulta mas que trabajar con
suspensiones de protonemas, muestra un mejor desarrollo de los protone-
mas (Valanne et al., 1976).

b. Repetir el experimento con sacarosa. Aunque nuestro experimento se con-
tamino excesivamente con hongos que mataron a las esporas, se sabe que
los azUcares pueden suplir las carencias fotosintéticas de las esporas y pro-
tonemas cuando se cultivan en oscuridad (Bopp, 1968). Ademas, para D.
scoparium se ha referido que una concentracion de un 1.5% de sacarosa
favorece su desarrollo in vitro de (Vujici¢ et al., 2009). Sin embargo, el
equipo de Vujici¢ trabaja repicando protonemas hasta conseguir un cultivo
axénico (Vujici¢ et al., 2009, 2011), a diferencia de nuestro disefio expe-
rimental que asume una contaminacion del interior de las capsulas y que
no podemos eliminar sin dafiar las esporas. Ademas, creemos que es posi-
ble que un medio gelificado reduzca las desventajas competitivas de los
protonemas con los hongos manifestadas en el medio liquido usado en este
trabajo.
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2)

3)

4)

5)

c. Afadir un experimento con citoquininas, una fitohormona que ha demos-
trado jugar un papel clave en el desarrollo temprano de los musgos favo-
reciendo el desarrollo de los cloronemas y la diferenciacion de caulonema
a brote folioso (Bopp, 1968; Bopp et al., 1978; Nehlsen, 1979; Bopp &
Jacob, 1986; Reski, 1997; Cove et al., 2006; Sabovljevic et al., 2014).

Se pone de manifiesto la necesidad de corroborar con trabajos de campo el com-
portamiento sugerido por las interacciones mostradas en estos experimentos. Por
ejemplo, seria de interés contrastar la coexistencia en condiciones naturales de H.
cupressiforme y de D. scoparium analizando la cantidad de contactos y entremez-
clamiento entre céspedes y tapices naturales de ambas especies; estudiar la dina-
mica de estos contactos y observar como evolucionan en el tiempo; e investigar

las variables ambientales que rijan la predominancia de cada especie.

Seria interesante extender la investigacidn a otras especies y a los otros dos grupos
de bridfitos, hepaticas y antocerotas. Por ejemplo, Hypnum plumaeforme presenta
gotas lipidicas con momilactonas A y B, dos moléculas con propiedades alelopa-
ticas, e involucradas en la tolerancia estrés por distintos agentes, como la radiacion
ultravioleta, los metales pesados o las temperaturas extremas (Nozaki et al., 2007;
Kato-Noguchi et al., 2009; Kato-Noguchi & Kobayashi, 2009; Kato-Noguchi,
2011; Kato-Noguchi & Peters, 2013). De hecho, es comun que las hepéticas acu-
mulen sustancias del metabolismo secundario en unos organulos lipidicos parti-
culares (Toyota et al., 1981; Neves et al., 1998; Nozaki et al., 2007; He et al.,
2013), por lo gque este grupo es un buen candidato a estudios como los aqui em-

prendidos.

Igualmente, seria necesario extender la investigacion al efecto alelopético de brié-
fitos sobre otras especies de semillas, en especial las de aquellas plantas que con-

vivan con los musgos con los que se trabaja.
Se propone prolongar los tiempos de cultivo y refinar las interacciones entre pro-

tonemas. Por ejemplo, el trabajo de Bopp (1963) o los trabajos realizados con

hormonas (Reski, 1997; Bijelovi et al., 2004; Schwartzenberg, 2006) muestran
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6)

7)

distintas estrategias fisiologicas para los cloronemas y caulonemas. En consecuen-
cia, cada grado de desarrollo podria responder de forma particular ante una misma
sustancia o liberar distintas sustancias al medio. Ademas, incluir experimentos
mas largos abre la posibilidad de trabajar en invernadero o con experimentos de

campo que se controlen esporadicamente.

Se hace necesario identificar las moléculas implicadas en estas interacciones. De
hecho, las moléculas alelopaticas pueden estar implicadas en otros procesos como
la defensa contra la herbivoria o en las interacciones contra microorganismos; por
ejemplo, los flavonoides también son capaces de atraer o repeler especies de hon-
gos micorrizogenos (Mierziak et al., 2014). Por lo tanto, la modificacion del di-
sefio del sandwich puesta a punto en este trabajo puede revelar la existencia de
moléculas con posibles aplicaciones practicas, como pueden ser herbicidas o pla-
guicidas menos agresivos con el medio ambiente (Xie & Lou, 2009; da Silva et
al., 2017; Tan et al., 2019), nuevos antibidticos (Borel et al., 1993, 1993; Bodade
et al., 2008; Krzaczkowski et al., 2009; Altuner & Canli, 2012) o farmacos (Spjut
et al., 1986; Seo et al., 2008).

Por Gltimo, muchos proyectos de conservacion ex situ de briéfitos cuentan con
una fase de multiplicacién in vitro (Rowntree & Ramsay, 2005; Rowntree, 2006;
Sarasan et al., 2006; Rowntree et al., 2011). Sin embargo, las interacciones con
otras especies u otros organismos rara vez se tienen en cuenta. Dado que es posible
que las interacciones aqui observadas sean de importancia en las primeras fases
del desarrollo de los musgos, el conocimiento de estos procesos podria mejorar el

rendimiento los planes de conservacién de flora amenazada.
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CONCLUSIONES

- Latécnica modificada del sdndwich ha demostrado ser efectiva para la verificacion
de interacciones en el desarrollo temprano de los musgos moduladas por sustancias
hidrosolubles, y permite emplear material vivo como potencial emisor alelopatico.

- Se registran por primera vez interacciones intra- e interespecificas en estas tres
especies, comunes en la Peninsula Ibérica. Destaca que la mayor parte de estas
interacciones sean neutras o negativas.

- Notablemente, el desarrollo temprano de Dicranum scoparium se ve favorecido
por la presencia del material vegetativo de otras especies, especialmente por los
apices de Hypnum cupressiforme, lo que apunta a una sustancia hidrosoluble me-
diadora de la interaccion. Es la primera vez que se demuestran este tipo de inter-
acciones positivas interespecificas en estados tempranos del desarrollo gametofi-
tico en musgos, y puede ser congruente con el comportamiento de esta especie en
su medio natural.

- Los experimentos con auxinas y nutrientes no mostraron efectos positivos sobre el
desarrollo temprano de D. scoparium. En cuanto a los efectos de la densidad, el
comportamiento de las esporas de D. scoparium se diferencia del observado hasta
ahora en otras especies de musgos, ya que presenta una inhibicién siguiendo una
curva dosis-respuesta a densidades bajas y medias, que sin embargo se reduce en
densidades altas.
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