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RESUMEN

Pseudomisopates rivas-martinezii constituye el unico representante de su género y uno de
los endemismos mas amenazados de la flora ibérica, catalogado en peligro critico de extincion.
Esta especie monotipica presenta poblaciones fragmentadas en las sierras de Gredos y La Serrota
(Avila), enfrentando multiples amenazas que incluyen baja produccion de semillas, competencia
con matorrales y presion por herbivoria. El presente estudio tuvo como objetivo ampliar el
conocimiento cientifico sobre esta especie mediante analisis fitoquimicos y microbiologicos que
contribuyan al desarrollo de estrategias de conservacion fundamentadas. Se realizd una
caracterizacion quimica mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas de extractos de
parte radicular y aérea de especimenes procedentes de ambas poblaciones, evaludndose ademas su
actividad antioomicética frente a Phytophthora plurivora. Paralelamente, se caracterizaron las
comunidades microbianas fungicas y bacterianas asociadas a los suelos rizosféricos mediante
técnicas metagenomicas. Los resultados revelaron un perfil fitoquimico distintivo dominado por
derivados de aminoacidos aromaticos e imidazolicos, con convergencia quimica en extractos
radiculares entre poblaciones y divergencia en la parte aérea. Los extractos hidrometandlicos de la
parte aérea mostraron notable actividad antioomicética con concentraciones minimas inhibitorias
de 110 pg/mL, comparable a fungicidas sintéticos convencionales. El andlisis metagenomico
evidencié comunidades microbianas altamente diversas, dominadas por Ascomycetes y
Actinobacteriota, sin indicios de agotamiento microbioldgico. Integrando estos hallazgos con el
conocimiento previo, se desarrolld un plan de conservacion técnicamente fundamentado que
incluye la implementacion de quemas controladas, vallado protector y estrategias de seguimiento
adaptativo. Este trabajo contribuye a la base cientifica necesaria para la conservacion de P. rivas-

martinezii y abre nuevas perspectivas de valorizacion biotecnologica de esta especie unica.

Palabras clave: metabolitos secundarios, microbioma rizosférico, actividad antimicrobiana,
Phytophthora plurivora, especies amenazadas, restauracion ecologica, Sierra de Gredos, La

Serrota, cromatografia de gases, metagenémica, quema controlada, diversidad microbiana
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1. INTRODUCCION

1.1. Presentacion de la especie
1.1.1. Contexto

En los ecosistemas montanos de Castilla y Ledn se observa una amplia riqueza de especies
animales y vegetales, como sucede en la mayoria de formaciones orograficas (Kdérner & Spehn,
2002) debido, en gran medida, a los aislamientos que se produjeron en la formacion de dichas
montafias y las condiciones que se formaron. De hecho, el nimero de especies vegetales estudiadas
en la peninsula ibérica aumenta con la altitud en la mayoria de los ecosistemas estudiados (Kessler,
2000), lo que sugiere que los ecosistemas montanos actiian como refugios y albergan muchos de
los taxones mas interesantes de la botadnica de nuestro pais, como son las especies endémicas

(Vargas, 2008).

En las montafias mas meridionales de Castilla y Ledén también afecta el hecho de que se
vean sometidas a un amplio aislamiento topografico respecto a la altimetria de las zonas que les
rodean, como son los paramos y valles de Avila, Salamanca, Madrid o Caceres. Esto contribuye a
que en el Sistema Central exista una gran diversidad de especies, puesto que ofrece una gran
variedad de altimetrias, suelos y refugios que permiten albergar un amplio espectro de especies

vegetales y animales.

En el caso concreto de la Sierra de Gredos, se ha observado la presencia de ocho especies

endémicas, pese a tratarse de un territorio de 4.800 km?

con mas de 2500 especies de flora
inventariadas. La presencia de tan pocos endemismos se atribuye a falta de investigacion (Vargas,

2008).

Las principales especies endémicas de la Sierra de Gredos pertenecen a estratos de
pendiente o ladera, lo que se atribuye a las extinciones masivas tras episodios de glaciaciones, que
afectaron en mayor medida a los estratos mas alpinos y de cumbre (Vargas, 2008). La especie
objeto del presente Trabajo Fin de Grado es una de ellas: Pseudomisopates rivas-martinezii
(Sanchez Mata) Giiemes, descubierta por el Dr. Daniel Pablo de la Cruz Sdnchez-Mata en los afios

80.



Presentacion de la especie

Martinez et al. (2004) senalan que P. rivas-martinezii posee muy pocos organismos vivos
localizados. Las poblaciones se encuentran en el ambito del Parque Regional de la Sierra de
Gredos, concretamente en los LIC “Sierra de Gredos” y “Sierra de Paramera y Serrota”. También

se mantienen ejemplares vivos en el Jardin Botanico de Madrid (Martinez et al., 2004).

En un contexto de clara regresion de los pastizales de montana mediterraneos debido a la
desaparicion de sus usos tradicionales, asi como al avance de los matorrales, piornales y enebrales
(Sanz-Elorza, 2003), el hecho de que la especie sufra de baja produccion de frutos, asi como una
presumiblemente baja variabilidad genética y una ocupacion de area bastante reducida (ME-Amat,

2013a) hacen necesario el desarrollo de planes de conservacion de la misma.

1.1.2. Caracteristicas basicas

Pseudomisopates rivas-martinezii es una planta perenne y considerada lefiosa, en el ambito
reproductivo es monoica y aldgama. Posee un rizoma largo y presenta una cualidad bastante
relevante para el entendimiento de su biologia, puesto que tiene una multiplicacion vegetativa muy
marcada por rizomas, lo que permite observar extensos rodales de individuos clonicos (ramets)

densamente asociados entre si.

Posee tallos aéreos de una longitud de 20-40 cm, lefiosos en la base, laxos y con pequeios
pelos patentes. Estos tallos aéreos desaparecen en invierno y rebrotan en primavera, aunque a veces
algunos se mantienen. La estructura de las hojas es linear-lanceoladas. Son hojas de un tamafio de
2-2,5 cm, contienen la particularidad de poseer un surco longitudinal en el haz, ademas de ser algo

pilosas y agudas.

La floracion es heterogénea, tanto en el mes como en el numero de flores, puede llegar a
tener 1500 flores si el ramet es grande. Las flores son personadas, de color pirpura y con partes
blanquecinas, de hasta 1,5 cm. Tiene una capsula ovoidea, con poros en la parte superior y semillas

con gruesos tubérculos (Martinez et al., 2004)

El tanto por ciento de fructificacion y el nimero de semillas son extremadamente bajos, lo
que hace sospechar que sufre algiin problema en la viabilidad de polen/primordios seminales. Los

tallos son comidos por el ganado vacuno y las flores son depredadas por insectos
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1.1.3. Ciclo vital

La especie Pseudomisopates tiene un ciclo vital curioso, pues no siempre se presenta visible
en la superficie. En el invierno, los tallos aéreos de la planta desaparecen casi por completo debido
a las condiciones adversas. Este mecanismo permite su supervivencia mediante el uso del rizoma

subterraneo como 6rgano de almacenamiento de nutrientes.

En primavera, con el aumento de las temperaturas y la disponibilidad de agua, el rizoma se
encarga de producir nuevos brotes que emergen desde el suelo. Estos nuevos tallos aéreos se
desarrollan con celeridad hasta alcanzar los 15-40 cm de altura. Tras ello, se transformaran en tallos
lefiosos en la base, y herbaceos en su parte superior. Se forman también hojas alternas, con bordes

engrosadas, las cuales son caracteristicas del género Pseudomisopates.

En verano, durante los meses de julio a septiembre, ocurre la floracion. Las flores son
hermafroditas y presentan polinizacién entomofila. Cada ramet, en condiciones Optimas, es capaz
de producir hasta 1500 flores. La floracion es mediante inflorescencias paucifloras (3-10 flores por

tallo) con corolas rosadas o blanquecinas para atraer a los polinizadores.

En otofio se da paso a la fructificacion, la cual ocurre principalmente entre los meses de
septiembre a octubre. La fructificacion es en forma de cépsulas, las cuales contienen semillas con

asimetria dorsiventral, ciatiformes, y con una tasa de germinacion baja.

La especie puede reproducirse tanto de manera sexual, gracias a la polinizacion entoméfila,
como mediante reproduccion vegetativa con rizomas. Generalmente, la estrategia adaptativa que
toma la especie se basa en la perennidad y la clonalidad de la planta gracias al rizoma. Estas
caracteristicas le permiten sobrevivir en un habitat restringido, asi como bajo presion ambiental y

de pastoreo.

1.1.4. Distribucion y habitat

Pseudomisopates rivas-martinezii esta presente en distintos puntos de los sistemas
montafosos abulenses, principalmente en Gredos y en La Serrota . Los dos grandes grupos de

poblacion conocidos estan separados unos 20 km de distancia (Martinez et al., 2004).
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En la Sierra de Gredos, P. rivas-martinezii habita el paisaje claramente antropogénico de
este sistema montafioso, que incluye una combinacion de manchas forestales, pastizales y
matorrales generalizados, generados en su mayor parte durante la transicion entre los siglos XVII
y XVIII, cuando las actividades de gestion forestal, incluyendo el fuego y el pastoreo intenso,
provocaron la progresiva deforestacion y, en consecuencia, la expansion del actual matorral

propenso al fuego (Lopez-Merino, 2009).

En el caso de La Serrota, la especie ocupa algunos puntos en las partes mas elevadas de esta
sierra. Las poblaciones que se encuentran en esta zona son las mejor conservadas, estando estas en

muy buenas condiciones y con una amplia cantidad de individuos.

La notable dificultad de la localizacion de las poblaciones halladas, debido a su presencia
en lugares poco transitables como son los piornales, pedreras y morrenas, unido a sus orientaciones

variables (aunque siempre soleadas), hace posible su presencia en otras zonas (ME-Amat, 2013a).

Las poblaciones hasta ahora conocidas se hallan en laderas preferiblemente soleadas
(normalmente con orientacioén sur), con altitudes que van de los 1.300 m.s.n.m. de Garganta

Lobrega (Candeleda) hasta los 2.200 m.s.n.m. de La Honda (Villatoro) (ME-Amat, 2013a).

La especie prospera en suelos rocosos que pueden incluir varios tipos de granito (Vargas,
2008). Prefiere suelos acidos. Generalmente, se encuentra en pastizales y piornales supra- y
oromediterraneos (Martinez et al., 2004) Acompaia a Genista cinerascens Lange, Cytisus
oromediterraneus Rivas Mart. et al., Festuca indigesta Boiss., Festuca elegans Boiss., Arenaria
querioides Pourr. ex Willk., Linaria elegans Cav., Linaria nivea Boiss. & Reut., Trisetum ovatu
Pres. o Arrhenatherum carpetanum P.Beauv. Como habitat secundario crece también en fisuras de

rocas graniticas.
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1.2. Aspectos evolutivos y taxonomicos

1.2.1. Dificultades de asignacion taxonomica de la especie y diferencias frente a géneros
afines

La especie P. rivas-martinezii se describio inicialmente, en el afio 1988, como Misopates
rivas-martinezii Sanchez-Mata. La inclusién a este grupo taxondémico se debid a las
caracteristicas morfoldégicas de la especie, que, al ser simétrica y tener semillas
ornamentadas, se confunde facilmente con el género Misopates. Posteriormente, pasd a ser
Acanthorrhinum rivas-martinezii, en base a rasgos fenologicos tales como la cortedad de los
sépalos, que contrastaba con los sépalos largos y desiguales del género Misopates. El nimero
cromosomico resultd ser de n=7, respecto al n=8 del género Misopates, lo que reforzd la no
pertenencia de la especie a este género. También se observo que la especie era perennifolia. En
base a la morfologia y fisiologia de sus semillas, la capsula con dos l6culos subiguales, el
indumento de la planta, sus tallos rizomatosos y los sépalos subiguales, Giiemes propuso en

1997 la creacion de un nuevo género ibérico: Pseudomisopates (FIGURA 1).

Reino: Plantae

Filo:  Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia:Plantaginaceae

Género: Pseudomisopates Giiemes

Especie: Pseudomisopates rivas-martinezii
(Sanchez-Matas) Giiemes

FIGURA 1. Ficha taxonoémica de la especie objeto de estudio.
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Estudios filogenéticos posteriores, realizados por Vargas et al., 2008, con marcadores ITS
sobre la tribu que se creia perteneciente a Antirrhineae, apoyan este tratamiento de género
monotipico debido principalmente a su historia evolutiva, la cual la separaba de manera
consensuada y correcta a los géneros a los que fue previamente asignado (ME-Amat, 2013a). De
acuerdo con los niveles de variacion de secuencias ITS, un notable proceso de aislamiento debe
haber precedido la divergencia del género monotipico Pseudomisopates y de sus parientes mas
proximos, como son Misopates o Acanthorrhinum (Vargas, 2008). Las principales diferencias

frente al primero de estos dos géneros se resumen en la TABLA 1.

TABLA 1. Diferencias morfologicas entre los géneros Misopates y Pseudomisopates.

Organo Misopates Pseudomisopates
Hojas Sésiles Pecioladas, bordes engrosados
Céliz Mas cortos que el tubo de la corola  Mas largos que el tubo de la corola y que la
y que la capsula capsula
Cépsula Loculos iguales Loéculos desiguales

Pocos numerosas, ciatiformes y con

Semillas Muy numerosas, simétricas . , .
asimetria dorsiventral

Aparte de las diferencias en sus 6rganos, también existen diferencias en su ecologia y
distribucion, aunque ciertas especies concretas de estos géneros se distribuyen también en los

habitats en los que puede encontrarse P. rivas-martinezii.
Las especies mas similares conocidas son:

— Misopates orontium (L.) Raf.: Especie perteneciente al género Misopates, comparte
similitudes con P. rivas-martinezii sobre todo en la forma general de las flores y en el
habito de crecimiento. Aun asi, se observa la caracteristica diferenciadora de que en esta
especie las semillas son simétricas, a diferencia de la forma ciatiforme y asimétrica de
Pseudomisopates.

— Acanthorrhinum ramosissimum (Coss. & Durieu) Rothm.: En este caso, presenta
similitudes en las semillas ciatiformes y en la relacién fitogenética con el género

Pseudomisopates. Se diferencian en el habito de crecimiento y en la morfologia floral.
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1.2.2. Origen evolutivo

La compleja geografia del Mediterraneo, marcada por montaias e islas, ha propiciado unas
condiciones que favorecen el aislamiento de las poblaciones vegetales. Originariamente se creia
que muchas de estas especies se desarrollaron recientemente debido a adaptaciones hacia cambios
medioambientales, en un proceso de especiacion geografica (Vargas, 2017). Sin embargo, un
estudio con ITS sobre endemismos concluyd que se produjeron importantes procesos de
aislamiento antes del Cuaternario (en el Mioceno), lo que contribuyé a la divergencia de

Pseudomisopates de otros géneros relacionados (Vargas, 2008).

La especie P. rivas-martinezii se origin6 entre el Mioceno tardio y el Pleistoceno. A medida
que la planta se adapto a las condiciones ambientales especificas de su habitat aislado, desarrolld
rasgos que le permitieron prosperar en microclimas o tipos de suelo unicos de la region. Esta
especializacién pudo mejorar su competitividad dentro de su habitat nativo, pero también puede

aumentar su vulnerabilidad a los cambios medioambientales (Vargas, 2017)

En el estudio de Jiménez-Mejias, 2015 se estimaron los tiempos de divergencia entre las
poblaciones de Gredos y La Serrota, sugiriendo que divergieron durante el Pleistoceno tardio. Este
hallazgo fue corroborado por los arboles filogenéticos generados a partir de secuencias de ADN
plastidial, indicando un aislamiento a largo plazo debido a las condiciones climaticas que

moldearon su distribucion historica (Jiménez-Mejias, 2015).

1.2.3. Diversidad genética

La especie P. rivas-martinezii presenta un tipo de genética diferente al de otros géneros de
la misma familia. Es por ello, y por los fenotipos asociados a esta genética, que la especie fue
considerada diferente, y por lo que se cre6 el taxdn concreto de Pseudomisopates. De hecho, la
especie esta reconocido como un micro-endemismo, que se caracterizan por tener una distribucion

muy reducida (Jiménez-Mejias, 2015).

El estudio de la genética de estos micro-endemismos es de suma importancia puesto que
puede ayudar a concienciar a la poblacion sobre el tamafo efectivo de la especie y su aislamiento

a largo plazo, el cual supone una amenaza para su conservacion. Ademas, la diversidad genética
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permite a las poblaciones adaptarse a un entorno cambiante y es vital para evaluar estrategias de

conservacion adecuadas (Falk-Holsinger, 1991).

Un estudio llevado a cabo por Jiménez-Mejias, 2015 analiz6 la variacion genética de las
distintas poblaciones de P. rivas-martinezii y evalud espacio-temporalmente la distribucion que
posee. El estudio utiliz6 polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLPs),
secuencias de ADN nuclear y plastidial y modelizacion de la distribucion de la especie. Para ello,
se tomaron hasta 188 muestras de P. rivas-martinezii de 8 poblaciones conocidas, y se les aplicaron
los métodos previamente mencionados. Gracias a este método de AFLP, se lograron detectar 42
genotipos, en comparacion con los 23 genotipos que se identificaron con el método de repeticiones

de secuencias simples (SSR) que se habia utilizado en anteriores estudios en el mismo sitio.

Las especies que componen los micro-endemismos generalmente han recibido bastante
poca atencion biogeografica. (Jiménez-Mejias, 2015), lo que hace que carezcamos de informacion
al respecto de la genética que han de tener, aunque, en general, se podria esperar que, al estar todas
localizadas en un mismo sistema montafioso, tengan una genética muy similar o casi idéntica

(Mertens, 2018).

Uno de los resultados mas significativos del analisis AFLP fue la deteccion de un niumero
considerable de clones dentro de las poblaciones. Los datos AFLP indicaron que aproximadamente
el 27% de los individuos muestreados fueron detectados como clones putativos con una tasa de
error del 2%, y que la tasa aument6 al 36% cuando se aplicaba una tasa de error del 3%. Esto
sugiere un alto nivel de reproduccion asexual o crecimiento clonal en Pseudomisopates, 1o que

conduce a una densa estructuracion genética dentro de las poblaciones.

Se observé una diversidad genética significativa entre las poblaciones una vez eliminados
los clones, con Gredos mostrando métricas de diversidad ligeramente superiores (0,255 + 0,170)
que La Serrota (0,237 + 0,191). Los resultados se asemejan mucho a los obtenidos con SSR en
estudios anteriores, con valores bajos (0,23), pues hay muchos clones (ME-Amat, 2013b). Se
observé que el 91,48% de la variacion genética se atribuia a diferencias entre individuos dentro de
las poblaciones, lo que indica una baja diferenciacion a mayor escala geografica pero una rica

diversidad genética mantenida dentro de las poblaciones locales. Este resultado cuestiona la idea
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convencional de que los micro-endemismos poseen intrinsecamente bajos niveles de diversidad

genética (Jiménez-Mejias, 2015)

Los autores del estudio afirmaron que P. rivas-martinezii ejemplifica como los habitats
adecuados y la estabilidad ambiental a largo plazo pueden preservar la diversidad genética a pesar
del aislamiento al que se ha visto sometida por estar en 2 sierras distintas como son Gredos y La
Serrota. El problema actualmente es que el clima es cambiante, y, si bien es cierto que esto puede
no afectar negativamente a corto plazo (pues se estan intensificando los incendios y esto resulta en
una ventaja para la especie), a largo plazo el aumento de temperaturas puede hacer que las

condiciones ecoldgicas varien y se presenten nuevos problemas de conservacion.

Aunque la clonaciéon puede amortiguar la deriva genética y la pérdida de alelos en
poblaciones pequenas, también plantea riesgos, como una menor adaptabilidad a entornos
cambiantes, algo crucial para poder conservar la especie en un futuro (Jiménez-Mejias, 2015).
Conforme a lo indicado mas arriba, este crecimiento clonal se ve potenciado por condiciones
ambientales desfavorables, permitiendo a P. rivas-martinezii persistir y escapar a la extincion en
un entorno de matorral sucesional (ME-Amat, 2013b). En la reproduccion asexual también existe
adaptacion, y es relevante, puesto que puede modificar las semillas y se pueden generar

adaptaciones futuras. (Pan and Price, 2002)

La diferenciacion entre distintas manchas podria deberse a la fragmentacion pasada de la
poblacion y a la colonizacidn a partir de semillas, mientras que la mayor diferenciacion dentro de
las parcelas apunta a una dispersion limitada tanto del polen como de las semillas. Ademas, la
diferenciacion entre pastizales y matorrales podria deberse a diferencias de habitat, el pastoreo

intenso y la forma de crecimiento (ME-Amat, 2013b)

Segun Jiménez-Mejias, 2015, para la conservacion de esta especie a largo plazo se requieren
estrategias que hagan hincapié en la importancia de mantener la conectividad del habitat y permitir
el flujo potencial de genes entre poblaciones aisladas. De este modo, la diversidad genética no sélo
se preservaria, sino que se potenciaria activamente con el paso del tiempo. A pesar de estar en
peligro critico, la clonalidad representa probablemente la mejor estrategia para la supervivencia de

esta especie hasta que acontezca la siguiente perturbacion.
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1.3. Conservacion
1.3.1. Estado de conservacion e importancia

La especie se recoge en la Lista Roja de la Flora Vascular Espafiola (Martinez et al., 2004).
Se encuentra catalogada como “en peligro critico” segin la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN). En concreto, los criterios que se siguieron para determinar
esta categorizacion fueron la pequeia superficie, de tan solo 0,7 km? y la baja cantidad de
individuos que existen (ME-Amat, 2013a). Ademas, se ha de tener en cuenta que la mayoria de los
individuos que existen son clones los unos de los otros, pues en cada poblacion la practica totalidad
de los individuos que se observan provienen de la misma estructura de ramet. Esto hace que
disminuya la variabilidad genética que existe entre los distintos individuos. La distancia entre las
distintas poblaciones tampoco sugiere un futuro prospero para esta especie por la dificultad de que

exista una reproduccion sexual entre estos grupos de individuos.

La especie P. rivas-martinezii es la inica especie conocida de su género, Pseudomisopates.
Esta caracteristica por si sola justifica la necesidad de su conservacion. No obstante, las especies
monotipicas han sufrido de un constante y generalizado abandono en pro de aquellas especies mas
productivas por parte de las Administraciones (ME-Amat, 2013a). Esto se atribuye a la carencia o
desconocimiento de los usos que podrian tener estas especies, asi como a la rentabilidad de las

especies tradicionalmente mas productivas y con usos marcados.

Otro motivo que justifica su conservacion es que se trata de un endemismo. Las especies
endémicas son apreciadas por la poblacion, asi como por la comunidad cientifica, y tienen interés
social y ecologico: perder una especie como es esta, seria perder herencia de la region (Nieto,
1999). Las especies endémicas son la representacion mas clara de la historia y evolucion de una
region, puesto que son el resultado de millones de afios de adaptaciones al medio particular. Esta
caracteristica hace que puedan adquirir un valor cultural bastante elevado al ser asociadas a

estandartes, laureadas, blasones, emblemas, escudos o representaciones artisticas e institucionales.

Aparte de su importancia cultural, las plantas endémicas suelen tener propiedades
fitoquimicas Unicas que pueden resultar beneficiosas con fines medicinales. Por ejemplo,

investigaciones sobre plantas endémicas de Hawai han demostrado que poseen distintas actividades
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bioldgicas que pueden aprovecharse para aplicaciones sanitarias (Meesakul, 2023). Este potencial
de uso medicinal subraya la importancia de conservar estas especies, ya que su pérdida podria

significar la desaparicion de recursos valiosos para las generaciones futuras.

Ademas, la conservacion de plantas endémicas también puede contribuir a la resiliencia de
los ecosistemas frente a los cambios ambientales. Por ejemplo, se ha demostrado que regiones con
altos niveles de endemismo como la meseta Qinghai-Tibet son cruciales para mantener la
diversidad de plantas y las funciones ecoldgicas, como sustentar a diversas comunidades bioldgicas
(Li, 2024). La proteccion de estas especies endémicas puede ayudar a garantizar que los

ecosistemas sigan siendo robustos y capaces de adaptarse a las condiciones climaticas cambiantes.
1.3.2. Retos para su conservacion
1.3.2.1. Limitaciones asociadas al polen

La especie tiene una polinizacion principalmente entomofila, lo que significa que en la
mayoria de los casos tiene una dependencia en los insectos para poder lograr polinizar las flores.
La ventaja que tiene es que no es dioica, pues esto complicaria aun mas si cabe la polinizacion.
Tiene flores hermafroditas, pero requiere de los insectos para que las células germinativas del polen
puedan alcanzar los ovulos y el ntcleo polar, donde se creardn respectivamente el zigoto y el

endospermo.

Las especies entomofilas pueden padecer de una baja densidad de polen o bien una baja
calidad del mismo (ME-Amat, 2010). En un estudio previo, ME-Amat, 2010 traté de determinar el
sistema de apareamiento y evaluar las limitaciones del polen y de la produccion de semillas. Para
ello, realiz6 una caracterizacion de las especies visitantes, abundancia y comportamiento. También
analizé la cantidad y calidad del polen para determinar la capacidad reproductiva sexual de la
especie. El estudio se realizé en una poblacion de La Serrota. Dicha poblacion tenia una densidad
de 27 ramets/km?. Las poblaciones mds cercanas se encontraban a 1y 2,5 km, respectivamente, y
no existian individuos aislados entre poblaciones. De ese modo, se pudo estudiar la agamospermia,
la autogamia espontanea, la autogamia obligada, la polinizacién cruzada, y la suplementacion de

polen respecto a un control.

11
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Los resultados mostraron que la metodologia de polinizacién que mejor éxito reproductivo
tiene es la polinizacion cruzada, que produjo un 53% mas de frutos y un 46% mas de semillas que
el control. A pesar de ello, las pérdidas a lo largo de las distintas etapas del ciclo reproductivo

llevan a que tenga tan solo un 10% de éxito (FIGURA 2).
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FIGURA 2. Exito reproductivo segun las distintas etapas de Pseudomisopates rivas-martinezii. Fuente: ME-
Amat 2010.

También se estudi6 la cantidad de insectos que visitaban a la especie, tomandose solo en
cuenta aquellos que se posaban en las anteras o el estigma, de modo que puedan diseminar el polen.
Se observaron 26 especies de insectos, principalmente coledpteros e himenopteros (ME-Amat,

2010).

El estudio concluy6 que una limitacion es la de cantidad de polen que llega al estigma, pero
que también padece de limitaciones de calidad de polen. Esto se debe a que, al haber grandes
cantidades de especies clonares en un mismo area (pues la reproduccion asexual mediante ramets
es mas efectiva) no encuentran manera de realizar la polinizacion cruzada. Al ser una planta
predominantemente autoincompatible, la reproduccion sexual surte muy poco efecto. Tampoco es
probable que las poblaciones reciban polen de otras poblaciones cercanas, puesto que las distancias

entre las mismas son grandes (ME-Amat, 2010).

La existencia de pequefias poblaciones clonares, alejadas las unas de las otras,
autoincompatibles y con una polinizacién ineficiente puede llevar esta especie a la extincion, como

ha sido el caso de otras especies en similares circunstancias y condiciones (Silverton, 2008).

12
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1.3.2.2. Especializacion de la flor

La familia Plantaginaceae (anteriormente conocida como Antirrhineae) presenta floracion
personada. Esta caracteristica, en la mayoria de los casos, hace que se ocluya parcialmente la
entrada al tubo floral. Se creia que era una caracteristica derivada, pero se ha demostrado que es
una caracteristica ancestral (Guzman, 2015). Una ventaja de las flores personadas es que
generalmente ayudan a evitar que exista una geitonogamia, es decir, una transferencia de polen de

una flor a otra de la misma planta.

Este tipo de floracion puede hacer que ciertas especies de polinizadores estén mejor
adaptadas que otras. Por ejemplo, en flores personadas, la especie Anthophora spp., ain visitando
menos flores que otras especies como Apis spp., es capaz de producir mas semillas por visita

(Sanchez-Lafuente, 2011).

Este tipo de especializacion genera una fuerte dependencia de las abejas, pues 18 géneros
de la familia son principalmente visitados por abejas, seguido de colibries y coledpteros en algunos
de los casos (Guzman, 2017). En el caso concreto de P. rivas-martinezii, las especies que estan
mejor adaptadas a la polinizacion de la misma son las distintas especies de abejas (Vargas, 2008).
No obstante, en el estudio llevado a cabo por Guzman, 2017 se descubridé que en realidad esta
especie es considerada como algo mas generalista, puesto que es visitada también por otras especies

como escarabajos, mariposas, moscas y polillas (Guzman, 2017).

La tasa de visitas de insectos en la especie P. rivas-martinezii es suficientemente alta como
para que no se pueda considerar que existe una clara carencia de visitas a las flores. El mayor
problema al que esta expuesta esta especie es que las poblaciones de si misma estan tan separadas
y son tan escasas que es muy improbable que un insecto se pose en una poblacion y posteriormente

se pose en otra poblacion de la misma especie.

13
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1.3.2.3. Requerimientos para la germinacion

La especie P. rivas-martinezii tiene un requisito fundamental para la correcta germinacion
de las semillas, comin a gran parte de las especies de montafia (Kdrner, 2003): un periodo frio, o
de estratificacion en frio natural. De hecho, la especie P. rivas-martinezii presenta clara evidencia

de la fuerte dormancia de sus semillas (Martinez et al., 2004).

También se ve favorecida por los efectos del fuego, los claros de vegetacion y el rebrote,
que logran una mejoria en la germinacién de las semillas (ME-Amat, 2014). En el caso del fuego,
elimina la competencia y mejora los recursos disponibles. La ceniza afecta al suelo, variando el pH
y la concentracion de sales, generando asi un entorno favorable para la germinacion. En Gredos,
tras un incendio en una ladera de la montafa, se pudo observar coémo se poblo el area con multiples
ejemplares de P. rivas-martinezii, hasta ser posteriormente dominados por las escobas tipicas de

estos paisajes montafiosos del sur de Avila.

En el estudio de ME-Amat, 2014, se analiz6 la germinacion de semillas de P. rivas-
martinezii sometidas a tratamientos en condiciones controladas: exposicion a calor, a frio, a
oscuridad permanente, adicién de cenizas, aplicacion de acido giberélico, estratificacion y
estratificacion con 4cido giberélico. Las semillas que no recibieron ningln tipo de tratamiento
presentaron una tasa de germinacion de tan solo el 1% (ME-Amat, 2014). Esto confirma que P.
rivas-martinezii tiene unos requerimientos muy exigentes para una germinacion efectiva. El mejor
resultado se produjo en condiciones de adicion de ceniza, pues aumento el ratio de germinacion
hasta 0,32 unidades, seguido de la estratificacion, y de la estratificacion con acido giberélico, ambas
con un ratio de germinacion de 0,15-0,2 unidades en el dia 60 del estudio. Menos favorable, aunque
con mejores resultados que el control, fue la exposicion a altas temperaturas, que aumento el ratio
de germinacion hasta en 0,10 unidades. También se observé que la oscuridad reduce la germinacion
incluso después de la estratificacion, lo que pone de relieve el papel de la luz en el proceso de
germinacion de esta especie. Esto sugiere que las semillas podrian estar adaptadas para germinar
en zonas abiertas donde pueda penetrar la luz solar, favoreciendo su supervivencia en entornos
moldeados por el fuego. En cambio, las semillas enterradas en matorrales densos donde la luz es
limitada muestran tasas de germinacion reducidas, lo que implica que la sucesion ecoldgica y la

estructura del hébitat afectan significativamente al ciclo vital de las semillas (ME-Amat, 2014).
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1.3.2.4. Dominancia de los piornales y herbivoria

La mayoria del territorio de la especie se encuentra dominado por piornales. Cuando esto
sucede, se observa una reduccion significativa en la capacidad de la planta de reproducirse
sexualmente, entre otros motivos, porque reduce significativamente la cantidad de flores y semillas
que produce. También sucede que, ante la dominancia de las escobas y piornales, la especie
disminuye considerablemente su tamafo, quedando menos ramificada y en una forma recta y

ascendente, en 1 unico tallo.

Como se ha indicado anteriormente, la especie presenta un sistema de reproduccion mixto
que le permite beneficiarse de distintas estrategias y escapar de la estocasticidad ambiental. La
reproduccion sexual es el principal factor que determina la formacion de nuevos genets mientras
que el crecimiento clonal es uno de los principales factores que determinan el crecimiento de la
poblacion (ME-Amat, 2013b). En situaciones de dominancia por parte del piornal, la especie opta
por la reproduccion asexual, como otras especies de plantas que translocan los recursos disponibles

para priorizar un crecimiento clonal (D Hertefeldt, 1994).

La consecuencia directa de la reproduccion asexual son poblaciones de menor tamafio, entre
otros motivos, por la dificultad de escapar de la dominancia del piornal mediante la generacion de
nuevas poblaciones, de manera sexual, en zonas en las que no exista presencia de las escobas. Las
poblaciones que se encuentran dominadas disminuyen drasticamente el numero de clones

presentes.

Es preciso recordar que, en el caso de las especies clonales que germinan en respuesta a las
perturbaciones (como puede ser el fuego), y que posteriormente son cubiertas por arbustos, el
rebrote y la siembra desempefian un papel crucial (Ojeda Copete, 2005), por lo que logico que
adopten la reproduccion asexual. En las zonas asoladas por el fuego, la especie se expande
rapidamente hasta ocupar gran parte de la zona quemada. Posteriormente, el piornal comienza a
poblar estas mismas superficies, resultando en una clara dominancia de este sobre P. rivas-

martinezii, cuyas poblaciones se ven drasticamente reducidas.
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El otro problema de la especie es la herbivoria y el pastoreo al que se enfrenta esta especie
en la naturaleza. Las principales especies animales que se alimentan de ella son vacas y cabras,

siendo las segundas las mas habituales en las altitudes donde se distribuye este endemismo.

En estudios anteriores, se realizé un plan de conservacion que evitaba la herbivoria en “La
Covacha”. En esta experiencia, se aislo la especie, dejando un trozo de terreno totalmente baldio y
sin piornal o especies que puedan dominar sobre Pseudomisopates. A esta superficie en la montafia
de Avila se le construy6 un vallado exterior para evitar que las especies rumiantes tipicas de estos
sistemas montafiosos pudiesen tener acceso a ellas, depredandolas y disminuyendo la cantidad de

individuos presentes en ella (Vargas).

El resultado de la experiencia no fue alentador: el piornal acabd ocupando toda el area
vallada (FIGURA 3), encontrandose mayor nimero de individuos de Pseudomisopates en el

exterior de la zona vallada que en el interior de la misma.

La conclusion que se puede extraer es, que, aln en la situacion de no existencia de
herbivoria y pastoreo en un area (o de menor presion, habida cuenta la falta de mantenimiento del
vallado, que permite observar caminos y sendas de animales en el interior del area cercada;
FIGURA 4, la especie se ve demasiado dominada por parte del piornal, por lo que tenderd a

colonizar otras zonas.

FIGURA 3. Situacion actual de la zona vallada, repleta de piornales.
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FIGURA 4. Sendas de animales que en el interior del vallado.
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2. OBJETIVOS

Hipotesis de partida: La caracterizacion fitoquimica de P. rivas-martinezii y el andlisis de sus
comunidades microbianas rizosféricas aportaran informacion complementaria sobre la biologia de
la especie que, integrada con el conocimiento previo, contribuiré al desarrollo de recomendaciones

técnicas mas fundamentadas para su conservacion.

Objetivo general: Ampliar el conocimiento cientifico sobre P. rivas-martinezii mediante analisis
fitoquimicos y microbiologicos que contribuyan al desarrollo de estrategias de conservacion para

esta especie monotipica en peligro critico de extincion.
Este objetivo general se concreta en tres objetivos especificos:
Objetivo especifico 1: Analizar el perfil fitoquimico de P. rivas-martinezii

Caracterizar mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas la composicion
quimica de extractos de parte radicular y aérea de especimenes procedentes de las poblaciones de
La Serrota y Gredos. Se evaluaran las posibles diferencias interpoblacionales y se explorara la

actividad antioomicética de los extractos como aproximacion a su potencial valorizacion.
Objetivo especifico 2: Estudiar la microbiota del suelo rizosférico

Caracterizar mediante técnicas metagendmicas las comunidades microbianas fingicas y
bacterianas asociadas a los suelos rizosféricos de P. rivas-martinezii en ambas poblaciones. Este
analisis permitird describir la diversidad y composicion microbiana, asi como evaluar posibles
diferencias relacionadas con la localizacion geografica y el estado de conservacion de las

poblaciones.
Objetivo especifico 3: Formular recomendaciones técnicas para la conservacion

Desarrollar un plan de conservacion que integre los hallazgos fitoquimicos y
microbioldgicos obtenidos con el conocimiento previo disponible sobre la especie. Este plan
incluira propuestas especificas de manejo del habitat, estrategias de seguimiento y

recomendaciones para la proteccion de las poblaciones existentes.
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3.1. Recogida de muestras de Pseudomisopates rivas-martinezii

Las muestras de P. rivas-martinezii objeto de estudio se recogieron en agosto de 2024 en la
Sierra de Gredos y la Sierra de La Serrota (Avila). Los especimenes fueron identificados y
autentificados por la Dra. Maria Elena Amat de Ledn (CSIC), con autorizacion de la Direccion
General de Patrimonio Natural y Politica Forestal de la Consejeria de Medio Ambiente, Vivienda

y Ordenacion del Territorio de la Junta de Castilla y Leon.

Las muestras de distintos especimenes (n = 20) de cada poblacidon se mezclaron para obtener
muestras compuestas, que se secaron a la sombra, se pulverizaron hasta obtener un polvo fino en
un molino triturador, se homogeneizaron, y se tamizaron (malla de 1 mm) para su posterior analisis

elemental y la obtencion de extractos.

3.2. Reactivos y aislados fliingicos

El hidroxido de amonio (solucion acuosa al 50% v/v) se adquirié a Alfa Aesar (Ward Hill,
MA, EE.UU.). El 4cido acético (80% en H20, grado purum) y el agar de patata y dextrosa (PDA)
fueron suministrados por Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espafia).

El fungicida comercial utilizado como control positivo en los experimentos in vitro, Fosbel®
(fosetil-Al 80%, n.° reg. 25502; Probelte, Murcia, Espafia), fue proporcionado por el Servicio de
Sanidad Vegetal y Certificacion (CSCV) del Gobierno de Aragon.

El aislado de Phytophthora plurivora T.Jung & T.1.Burgess fue suministrado por el area de
Produccion Vegetal (Departamento de Produccion Vegetal y Recursos Forestales, Escuela Técnica

Superior de Ingenierias Agrarias, Universidad de Valladolid).
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3.3. Preparacion de los extractos

El proceso de extraccion mediante ultrasonidos fue similar al descrito en Sanchez-
Hernandez et al. (2022a 'y 2023a). Se optd por una digestion en una solucion acuosa de amoniaco
para disolver los polifenoles y otros compuestos bioactivos de interés contenidos en los rizomas de
P. rivas-martinezii; mientras que para la parte aérea se opté por un medio hidrometandlico que
ofrece versatilidad, rentabilidad y extraccion eficiente de una amplia gama de fitoquimicos. La
extraccion asistida por ultrasonidos permite aumentar la eficacia de la extraccion, reducir el tiempo

de extraccion, preservar la integridad de los compuestos y ahorrar energia.

Brevemente, la muestra de polvo de rizomas se digiri6 en una solucién acuosa de amoniaco
(200 mL de H20 + 50 mL de NH3) durante 2 horas, y luego se sometid a sonicacion en modo
pulsado durante 10 minutos (con una parada de 2 minutos cada 2,5 minutos), empleando un
ultrasonicador modelo UP400St (Hielscher Ultrasonics, Teltow, Alemania). La solucion se dejo
reposar durante 24 horas, se neutraliz6 a pH 7 con acido acético, se centrifugd a 9000 rpm durante
15 minutos y el sobrenadante se filtr6 con papel Whatman n.° 1. Para la parte aérea se siguio el
mismo procedimiento de extraccion, pero empleando un medio hidrometanolico (100 mL de H.O

+ 50 mL de metanol).

Tras la extraccion, se liofilizaron alicuotas de los extractos de los rizomas y la parte aérea.
Para su caracterizacion por cromatografia de gases-espectroscopia de masas (GC-MS), los
extractos liofilizados se redisolvieron en metanol (de grado HPLC) para obtener soluciones con

una concentracion de 5 mg/mL, que se filtraron antes de su inyeccion.

3.4. Caracterizacion fisicoquimica

Los analisis elementales de las muestras molidas secas (3 mg/muestra) se realizaron con un
equipo CHNS-932 (LECO, St. Joseph, MI, EE.UU.). Los valores calorificos se calcularon a partir

de los datos de los analisis elementales segin Talwalkar (1981), utilizando la siguiente ecuacion

HHV = (0,341 x %C) + (1,322 x %H) — 0,12 (%0 + %N)
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donde el higher heating value (HHV) es el valor calorifico para el material seco, expresado en kJ/g,

y %C, %H, %0 y %N son las fracciones de masa, expresadas en % de peso de material seco.

Los extractos se analizaron mediante por CG-MS en los Servicios Técnicos de
Investigacion (SSTTI) de la Universidad de Alicante (Alicante, Espafa), utilizando un
cromatografo de gases Agilent Technologies modelo 7890A acoplado a un espectrometro de masas
de cuatro polos modelo 5975C. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: volumen
de inyeccion = 1 uL; temperatura del inyector = 280 °C, en modo splitless; temperatura inicial del
horno = 60 °C, 2 min, seguida de una rampa de 10 °C/min hasta una temperatura final de 300 °C,
15 min. La columna cromatografica utilizada para la separacion de los compuestos fue una columna
HP-5MS UI de Agilent Technologies con una longitud de 30 m, un didmetro de 0,250 mm y un
espesor de pelicula de 0,25 um. Las condiciones del espectrometro de masas fueron las siguientes:
temperatura de la fuente de impacto de electrones del espectrometro de masas = 230 °C;
temperatura del cuadrupolo = 150 °C; energia de ionizacion = 70 eV. La identificacion de los
componentes se basod en la comparacion de sus espectros de masas y su tiempo de retencion con

las bases de datos del Instituto Nacional de Normas y Tecnologia (NIST11) y Wiley.

3.5. Estudio de la actividad antioomicética in vitro

La actividad antioomicética de los extractos de rizomas y parte aérea de P. rivas-martinezii
de las dos localidades muestreadas se examinaron utilizando el método estandar EUCAST
(Arendrup et al., 2012). Se afiadieron alicuotas de las soluciones madre al medio PDA para obtener
concentraciones finales en el intervalo de 46,8-1500 pg/mL. Se transfirieron tapones de micelio
del margen de un cultivo de PDA de Phytophthora plurivora (de una semana) a placas con las
distintas concentraciones arriba indicadas. Para cada combinacion de tratamiento y concentracion
se utilizaron tres placas y cada experimento se realizé dos veces. El control sin tratamiento consistid
en sustituir el extracto por el disolvente utilizado para la extraccion en el medio PDA. El control
positivo consistié en el fungicida comercial Fosbel® (fosetil-Al 80%) y se realizo de acuerdo con
las indicaciones y dosis recomendadas por el fabricante. También se incluyeron controles
adicionales, consistentes en medio PDA puro y PDA con la menor concentracion del tratamiento,

para confirmar la ausencia de contaminacion.
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Se decidio segregar el analisis de los fungicidas del de la evaluacion de los extractos por
varias razones: por un lado, las concentraciones recomendadas de los productos comerciales suelen
ser muy diferentes de las utilizadas en los estdndares de laboratorio para la actividad antibidtica;
por otro, los productos fungicidas comerciales suelen formularse con niveles de pureza especificos
y a menudo contienen sustancias adicionales que mejoran su eficacia (y, en consecuencia, su curva
dosis-respuesta), mientras que los extractos de plantas son matrices complejas de wvarios
componentes activos, en las que el ajuste de las concentraciones finales empleadas se realiza en

conjunto en cada extracto especifico.

En todos los bioensayos, el crecimiento del micelio se evalué midiendo la media de dos
diametros de colonia perpendiculares entre si en cada repeticion. La supresion del crecimiento se
determin6 mediante la siguiente formula tras una incubacion de una semana en completa oscuridad
a una temperatura de 25 °C: ((dc - di)/d:) x 100, donde d. denota el didmetro medio de la colonia
en el control no tratado, y d: representa el didmetro medio de la colonia tratada. Las concentraciones
efectivas se estimaron ajustandolas a una ecuacion logistica de cuatro parametros (curva dosis-

respuesta).

3.6. Proteccion ex situ de tallos de Alnus glutinosa inoculados artificialmente

Dadas las restricciones que se aplican a los ensayos in vivo con P. plurivora, se investigo
la eficacia del tratamiento mas activo en las pruebas in vitro (es decir, el extracto de la parte aérea
de ejemplares recolectados en La Serrota) mediante inoculacion artificial de tallos extirpados de
aliso comun (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.) en condiciones controladas de laboratorio. La
inoculacién se realizé seguin el procedimiento propuesto por Matheron y Mircetich (1985), con
ligeras modificaciones (descritas en Sanchez-Hernandez et al., 2023b). Los tallos jovenes (1,5-2
cm de didmetro) de plantas sanas de A. glutinosa se cortaron en secciones de 5,5 cm de longitud
utilizando un cuchillo de injerto esterilizado. Los trozos de tallo extirpados se envolvieron
inmediatamente en papel absorbente estéril humedecido. En el laboratorio, los segmentos de tallo
recién extirpados se sumergieron primero en una solucion de NaClO al 3% durante 10 minutos,
luego en etanol al 70% durante 10 minutos, y después se enjuagaron cuatro veces con agua destilada

estéril, para evitar contaminantes superficiales en el tejido.
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Algunos de los segmentos de tallo (n = 12 para el control positivo y n = 12 para el control
negativo) se empaparon durante una hora en agua destilada estéril para utilizarlos como controles,
mientras que los segmentos de tallo restantes se empaparon durante una hora en el extracto
hidrometanolico de la parte aérea de ejemplares de P. rivas-martinezii recolectados en La Serrota
para obtener concentraciones de MIC, MICx5 y MICx10 (n = 12 segmentos/concentracion). Se
afiadi6 un coadyuvante (Alkir®, 1% v/v) a todas las soluciones, incluido el control, para facilitar la
humectacion y la penetracion del tratamiento en la corteza. Tras el remojo, se dejaron secar los
trozos de tallo y se retiré cuidadosamente la corteza con un bisturi para dejar al descubierto el
cambium. A continuacion, la corteza se colocd en una placa de Petri de agar y, en el caso del control
positivo y las muestras tratadas, se inocul6 colocando un tapén (didmetro = 5 mm) del margen de
un cultivo de PDA de una semana de P. plurivora en el centro de la superficie interna de la corteza.
Tras la inoculacion, los segmentos de tallo se incubaron en una cdmara humeda durante 4 dias a 24

°Cy 95-98% de humedad relativa. La eficacia de los tratamientos se evalué midiendo la longitud

de los cancros que se desarrollaron en los lugares de inoculacion.

3.7. Analisis estadistico de resultados in vitro y ex situ

Los resultados de la inhibicion del crecimiento micelial in vitro y de las longitudes de
necrosis ex situ se sometieron a analisis estadistico mediante analisis de varianza (ANOVA). Las
comparaciones post hoc de las medias se realizaron mediante la prueba de Tukey a un nivel de
significancia de p < 0,05. Los requisitos de homogeneidad y homocedasticidad se comprobaron
mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene. El andlisis estadistico se realiz6 con el programa

IBM SPSS Statistics v.25.

3.8. Analisis metagenémico de rizosferas

Se recogieron muestras de suelo rizosférico correspondientes a 2 + 2 ejemplares
muestreados en dos localizaciones (Sierra de Gredos y Sierra de La Serrota) respectivamente, para
después mezclarlas y obtener dos submuestras por cada uno de los ejemplares muestreados (con la

excepcion de la segunda planta recogida en la localizacién Gredos, de la que tinicamente se obtuvo
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una muestra con suelo rizosférico). Cada una de las submuestras (7 en total) fue empleada para

realizar la caracterizacion del microbioma.

Las mencionadas rizosferas (aquella porcidon edafica en contacto intimo con los sistemas
radiculares de los individuos muestreados) se mantuvieron a —80 °C hasta su procesado. Tras esto,
éstas fueron tamizadas y deshidratadas en horno seco, seleccionando (alicuotando) finalmente 3
tubos Eppendorf de 1,5 mL con 400 pg de suelo rizosférico por cada muestra original. Para la
extraccion del ADN gendmico total de cada muestra se empled el kit de extraccion DNeasy Power
Soil PRO-kit® de QIAGEN, siguiendo el protocolo del fabricante con ligeras modificaciones.
Finalmente se cuantifico la concentracion de ADN presente en cada muestra extraida usando un
espectrofotometro de microvolumen (Nanodrop®) y las muestras se conservaron a —20 °C hasta su
secuenciacion. Las reacciones de secuenciacion de alto rendimiento (NGS) fueron llevadas a cabo
por StabVida Lda. (Caparica, Portugal), y consistieron en la caracterizaciéon metagenomica en la
plataforma MiSeq (Illumina, San Diego, CA) de la diversidad microbiana fingica y bacteriana en
cada muestra mediante la amplificacion selectiva de la region ITS ribosomal (fragmento ITS2
empleando los primers ITS1f e ITS2 como forward y reverse, respectivamente) y el fragmento 16S
ribosdmico (regiones variables V3—-V4, empleando la combinacion de primers 16S _F(341F) y
16S _R(785R) como forward y reverse, respectivamente). Tras esto, se llevd a cabo un analisis
bioinformatico para la caracterizacion taxondémica de las diferentes Unidades Taxondmicas
Operativas (OTUs) secuenciadas, su abundancia y distribucion por planta y localizacion
geografica, o varios indices de diversidad asociados a cada planta (a-diversidad) y/o
comparativamente entre localidades de muestreo (f-diversidad). Para la visualizacion de los
resultados del estudio del microbioma se empled6 el visor de la plataforma bioinformatica QIIME2
(Bolyen et al., 2019), incluyendo varios analisis de Componentes Principales en EMPEROR
(Vazquez-Baeza et al., 2013) basados en la métrica de diversidad de Bray-Curtis (Serensen, 1948).
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4.1. Caracterizacion mediante analisis elemental

Los resultados del analisis elemental de las muestras compuestas de P. rivas-martinezii

procedentes de las poblaciones de La Serrota y Gredos se presentan en la TABLA 2.

TABLA 2. Resultados de analisis elemental de muestras compuestas de parte radicular y parte aérea de
Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de las poblaciones de La Serrota y Gredos, y poderes
calorificos estimados.

Muestra  Procedencia Nitrogeno Carbono Hidrogeno Azufre Oxigeno HHV
(%) (%) (%) (%) (%, por diferencia) (kJ/g)

Parte radicular La Serrota  0,7440,01 44,48+0,06 6,00+0,00 0,0040,00 48,77 20,23
Gredos  0,68+0,07 46,07+0,40 6,14+0,08 0,00£0,00 47,11 21,27

Parte aérea La Serrota  1,8940,22 44,80+0,55 6,23+0,13 0,00+0,00 47,09 20,73
Gredos 1,00+£0,02 45,29+0,15 6,09+0,04 0,00 47,61 20,79

El andlisis elemental revel6 una composicion relativamente homogénea entre las dos
poblaciones estudiadas, con valores de carbono que oscilaron entre 44,48+0,06% y 46,07+0,40%
y de hidrégeno entre 6,00+0,00% y 6,23+0,13%. Estos valores se encuentran dentro del rango
tipico reportado para especies herbaceas mediterraneas (Telmo & Lousada, 2011). La poblacion de
Gredos mostré valores ligeramente superiores de carbono en la parte radicular (46,07% vs 44,48%)

comparada con La Serrota.

Notablemente, no se detectd azufre en ninguna de las muestras analizadas, lo que sugiere
una ausencia de aminoacidos azufrados o metabolitos secundarios sulfurados en cantidades
significativas. Esta caracteristica ha sido observada en otras especies de ambientes mediterraneos

con limitaciones nutricionales (Sardans et al., 2012).

El contenido de nitrogeno mostro diferencias marcadas entre Organos, siendo
consistentemente superior en la parte aérea (1,89+0,22% en La Serrota y 1,00+0,02% en Gredos)
frente a la parte radicular (0,74+0,01% en La Serrota y 0,68+0,07% en Gredos). Esta distribucion
diferencial del nitrogeno refleja probablemente la mayor concentracion de proteinas estructurales
y enzimaticas en los tejidos fotosintéticos, asi como la presencia de alcaloides y otros metabolitos

nitrogenados en la parte aérea (Matile et al., 1999).
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La variabilidad interpoblacional en el contenido de nitrogeno aéreo es notable, con La
Serrota mostrando valores significativamente superiores (1,89%) respecto a Gredos (1,00%). Las
causas de esta diferencia requieren estudios adicionales que incluyan andlisis edéficos y

ambientales especificos de cada localidad.

Respecto a los valores de poder calorifico superior (HHV) calculados, oscilaron entre 20,23
y 21,27 kJ/g. La parte radicular de la poblacion de Gredos presenté el HHV mas elevado (21,27
kJ/g), coincidiendo con su mayor contenido de carbono (46,07%). Los HHV obtenidos son
comparables a los reportados para otras especies herbaceas mediterrdneas y se encuentran en el

rango tipico de biomasa herbacea (18-22 kJ/g) (Vega-Nieva et al., 2015).

4.2. Caracterizacion de los extractos mediante GC-MS

El andlisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas permitio
identificar un perfil quimico complejo en los extractos derivatizados de las muestras compuestas
de parte aérea y parte radicular de P. rivas-martinezii procedentes de las poblaciones de La Serrota
y Gredos. Los cromatogramas obtenidos (FIGURA A1) y las especies quimicas identificadas
(TABLA Al a la TABLA A4) revelaron patrones de distribucion especificos tanto a nivel de
organo como de poblacioén. Es preciso aclarar que el componente principal (50%) en todos los
extractos fue el agente de derivatizacion (acido trifluoroacético), que debe ser obviado. También
se detectd contaminacion por siloxanos (sefialados en rojo en las tablas), que deben ser referidos a
la columna de cromatografia, los septum y las lineas de transferencia, pero en cantidad que no

afectan a la interpretacion de resultados.

4.2.1. Composicion quimica de la parte radicular

Los extractos de la parte radicular de ambas poblaciones mostraron una notable similitud
en su composicion quimica (TABLA 3, FIGURA 5), con la presencia consistente de tres
compuestos principales: 1H-imidazol-1-metil-4-nitro, formamida N-metil y 3-metoxi-1H-pirazol-

5-ilacetamida.
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TABLA 3. Comparativa de especies quimicas mas abundantes identificadas mediante GC-MS en los
extractos derivatizados de muestras compuestas de raices y parte aérea de Pseudomisopates rivas-martinezii
procedentes de las poblaciones de La Serrota y Gredos.

Poblacion “La Serrota”

Parte radicular Parte aérea
Acido acético, trifluoro- Acido acético, trifluoro-
1H-Imidazol, 1-metil-4-nitro- Ciclohexanopropanol, a,2,2,6-tetrametil-
Formamida, N-metil- 3,5-Dihidroxibenzamida
3-Metoxi-1H-pirazol-5-ilacetamida Acido 4H-Piran-3-carboxilico, 2-amino-5-ciano-6-
2-(4-Fluorofenil) indol etil-4-(3-piridinil)-, éster metilico
3-Quinuclidinol Benzo[h]quinolina, 2,4-dimetil-
Di(1-metilciclobutil) éter 2,6-Di-n-propil-4-fenilpiridina
Catecol Acido tereftalaldeidico, éster metilico, p-(O-
(Butilamino)acetonitrilo metiloxima)
Hidrazina, 1,2-dimetil- Acetamida, N-[4-(fenil]-
Acido butanoico Acido bencenoacetico, a-hidroxi-, (R)-

Bencenotiol, 4-metoxi-

Poblacion “Gredos”

Parte radicular Parte aérea
Acido acético, trifluoro- Acido acético, trifluoro-
1H-Imidazol, 1-metil-4-nitro- Ciclohexanopropanol, a,2,2,6-tetrametil-
Formamida, N-metil- Acetamida, 2,2,2-trifluoro-N-metil-
3-Metoxi-1H-pirazol-5-ilacetamida Acido benzoico, 2-(1,3-benzotiazol-2-il)-
2-(4-Fluorofenil) indol 1H-Pirrol, 3-metil-
3-Quinuclidinol N-Acridin-9-il-N'-fenil-hidrazina
Acetamida, N-tetrahidrofurfuril Piridina-2,3,5,6-tetraamina
(S)-(+)-3-Metil-1-pentanol 2-Propenamida Dianhidromanitol

Acido ciclopropanocarboxilico, éster tridec-2-inil
Ciclohexeno,3-(2-propenil)-
3.,4-Metilpropilsuccinimida
3-Formil-4,5-dimetil-pirrol

O o QUL @ SEE

1H-Imidazole, 1-methyl-4-nitro-  Formamide, N-methyl- 1H-pyrazol-5-yl lidi Catechol Acetamide, N-tetrahydrofurfuryl

z=—o0

FIGURA 5. Estructuras quimicas de las especies mas abundantes identificadas mediante GC-MS en los
extractos de raices de Pseudomisopates rivas-martinezii

Esta convergencia fitoquimica entre poblaciones geograficamente separadas sugiere un
papel funcional importante de estos metabolitos en el sistema radicular, posiblemente relacionado

con la defensa contra patdogenos del suelo o la regulacion del crecimiento radicular (Wink, 2003).
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4.2.2. Composicion quimica de la parte aérea

En contraste con la homogeneidad observada en las raices, la composicion quimica de la
parte aérea mostro diferencias significativas entre poblaciones. Los especimenes de La Serrota
presentaron un perfil dominado por derivados fendlicos (3,5-dihidroxibenzamida, &cido
bencenoacético o-hidroxi, bencenotiol 4-metoxi; FIGURA 6), mientras que los de Gredos
mostraron una mayor presencia de compuestos heterociclicos nitrogenados (1H-pirrol 3-metil, N-

acridin-9-il-N’-fenil-hidrazina, piridina-2,3,5,6-tetraamina; FIGURA 7).

. | P [
0
[oaieee w?»@

3,5-Dihydroxy benzamide Cyclohexanepropanol, ®2,2,6-tetramethyl- 4H-Pyran-3-carboxylic acid, Benzo[h]quinoline, 2,4-dimethyl 2,6-Di-n-propyl-4-phenylpyridine
2-amino-5-cyano-6-ethyl-4-(3-pyridinyl)-,
methyl ester

FIGURA 6. Estructuras quimicas de las especies mas abundantes identificadas mediante GC-MS en los
extractos de parte aérea de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de La Serrota.

S
Y HoN N NH,
Ii[
N HO )}\
Q/ HoN = NH, ~
1H-Pyrrole, 3-methyl- 2-(1,3-Benzothiazol-2-yl) benzoic acid Pyridine-2,3,5,6-tetraamine 1-Acridin-9-yl-2-phenyl-hydrazine ~ Acetamide, N-methyl-

FIGURA 7. Estructuras quimicas de las especies mas abundantes identificadas mediante GC-MS en los
extractos de parte aérea de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de Gredos.
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4.3. Analisis de las rutas biosintéticas

El analisis de las estructuras quimicas identificadas en los extractos radiculares sugiere que
varios de los compuestos principales podrian derivar de la L-histidina, la fenilalanina o el triptofano

a través de diferentes rutas de degradacion (FIGURA 8).

Histidine Phenylalanine Tryptophane

FIGURA 8. Estructuras quimicas de los potenciales precursores de algunas de las especies quimicas
identificadas en los extractos.

4.3.1. Metabolitos derivados de la histidina

La presencia del 1H-imidazol-1-metil-4-nitro puede explicarse mediante la
descarboxilacion de la histidina seguida de metilacion (del nitrogeno) y nitracion (en posicion 4)
del anillo imidazoélico mediante reacciones adicionales. Este tipo de transformaciones ha sido
documentado en otras especies vegetales que producen alcaloides imidazoélicos (Kutchan, 1995).
La formamida N-metil podria originarse mediante la escision oxidativa de la cadena lateral de la
histidina, un proceso analogo al observado en la degradacion de aminoéacidos en condiciones de
estrés oxidativo (Stadtman y Levine, 2003). En cuanto al catecol, aunque menos directo, la
degradacion oxidativa del anillo imidazolico de la histidina podria llevar potencialmente a la

formacion de este compuesto.

La acumulacion preferencial de estos metabolitos en el sistema radicular podria estar
relacionada con la funcion de la histidina en la quelacion de metales pesados y la tolerancia al estrés

abidtico en suelos graniticos, caracteristicos del hédbitat de P. rivas-martinezii (Kramer et al., 1996).
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4.3.2. Metabolitos derivados de aminodcidos aromaticos

Los compuestos identificados en la parte aérea muestran una clara diferenciacion
biosintética entre poblaciones. En La Serrota, la predominancia de derivados fenolicos sugiere una
actividad elevada de la ruta del 4cido shikimico y la posterior metabolizacion de la fenilalanina
(Herrmann y Weaver, 1999). La 3,5-dihidroxibenzamida podria formarse mediante hidroxilacion
del anillo aromatico de la fenilalanina seguida de descarboxilaciéon y amidacidon, mientras que el
acido bencenoacético a-hidroxi representa probablemente un producto de la desaminacion

oxidativa de este aminoacido.

Por el contrario, los especimenes de Gredos mostraron un perfil quimico que sugiere una
mayor actividad de las rutas biosintéticas del triptofano. La presencia de 1H-pirrol 3-metil y
derivados de acridina (como N-acridin-9-il-N'-fenil-hidrazina) apunta hacia procesos de
degradacion del anillo inddlico caracteristicos del catabolismo del triptofano (Radwanski y Last,
1995). La piridina-2,3,5,6-tetraamina representa un metabolito inusual que podria originarse
mediante una reorganizaciéon oxidativa compleja del sistema indolico. Asimismo, el acido
benzoico, 2-(1,3-benzotiazol-2-il)- también se puede justificar por oxidacion y reorganizacion del

anillo indolico.

4.3.3. Implicaciones ecologicas y evolutivas

La divergencia quimica observada entre las poblaciones de La Serrota y Gredos en la parte
aérea, contrastada con la convergencia en la parte radicular, sugiere diferentes presiones selectivas
actuando sobre estos 6rganos. Mientras que el ambiente edafico relativamente homogéneo de los
suelos graniticos podria haber favorecido la conservacion de un perfil quimico radicular especifico,
las diferencias microclimaticas y de otros factores entre las dos localizaciones podrian haber

promovido la diversificacion de los metabolitos secundarios en la parte aérea (Hartmann, 2007).

La presencia de alcaloides imidazdlicos en el rizoma de ambas poblaciones merece especial
atencion. Como sefialan Rosenthal y Berenbaum (1991), estos compuestos suelen estar asociados
con la defensa contra patdgenos fungicos del suelo, particularmente relevante en plantas que

colonizan sustratos extremos donde la competencia microbiana es intensa.
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4.4. Consideraciones quimiotaxonomicas

El perfil fitoquimico de P. rivas-martinezii muestra caracteristicas distintivas dentro del
género Pseudomisopates y, mas ampliamente, dentro de la familia Plantaginaceae. La presencia de
alcaloides imidazdlicos es relativamente rara en esta familia, siendo mds comun en Rutaceae y
Cactaceae (Wink, 2003). Esta singularidad quimica podria reflejar la evolucion adaptativa de la
especie a su habitat especializado o representar una reliquia quimica de un ancestro comin con un

perfil metabdlico diferente.

La variabilidad interpoblacional observada en los metabolitos de la parte aérea plantea
interrogantes sobre el grado de aislamiento genético entre las poblaciones de La Serrota y Gredos.
Estudios futuros deberian abordar si estas diferencias quimicas se correlacionan con divergencia

genética neutral o representan adaptaciones locales mediadas por seleccion natural.

4.5. Actividad antioomicética
4.5.1. Actividad in vitro

Los resultados de la prueba de susceptibilidad antioomicética se muestran en la FIGURA
9. Un aumento de la concentracion de los tratamientos provocd una disminucion del crecimiento
del micelio para los cuatro extractos evaluados —extractos hidrometandlicos de la parte aérea y
extractos hidroamoniacales de rizoma de P. rivas-martinezii, obtenidos del material vegetal
recolectado en Gredos o La Serrota—. Estos cambios resultaron en diferencias estadisticamente

significativas.

El extracto hidrometandlico de la parte aérea de P. rivas-martinezii demostr6 una actividad
antioomicética superior en comparaciéon con el extracto hidroamoniacal de su rizoma, con
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de 110 pg/mL y 250-375 pg/mL, respectivamente.
Esta mayor efectividad se puede observar con mayor claridad en las concentraciones efectivas al

50y 90% (CEso y CEoo, respectivamente) presentadas en la TABLA 4.
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FIGURA 9. Inhibicion del crecimiento micelial obtenida con extractos hidrometanoélicos de la parte aérea e
hidroamoniacales del rizoma de P. rivas-martinezii del material vegetal recolectado en Gredos o La Serrota
contra P. plurivora a concentraciones que van desde 46,8 hasta 1500 pg/mL. Las mismas letras sobre las
concentraciones indican que no son significativamente diferentes a p < 0,05. Las barras de error representan
las desviaciones estandares (n = 6). 'C' representa el control no tratado (es decir, medio PDA al que solo se
anadio el disolvente utilizado para la extraccion).

TABLA 4. Concentraciones efectivas (CE, expresadas en pg/mL) frente a P. plurivora de extractos
hidrometanolicos de la parte aérea e hidroamoniacales del rizoma de P. rivas-martinezii preparados a partir
del material vegetal recolectado en Gredos o La Serrota.

Extractos de P. rivas-martinezii
Parte aérea—Gredos Rizoma—Gredos Parte aérea—La Serrota Rizoma—La Serrota
CEso 72,7 121,2 72,3 194,9
CEo 103,0 2313 99.9 239,0

Patégeno CE

P. plurivora

A efectos comparativos, los resultados de una revision bibliografica sobre la eficacia de
sustancias bioactivas de origen natural contra Phytophthora spp. se recopilan en la TABLA 5. Los
valores de inhibicion que se indican deben utilizarse con precaucion, ya que el perfil de
susceptibilidad varia en funcion de la especie o cepa, el procedimiento de obtencion del extracto,
el disolvente y las técnicas de ensayo utilizadas, y también las unidades utilizadas para expresarlos

pueden diferir significativamente (por ejemplo, cuando se utilizan aceites esenciales).

No obstante, puede observarse que los tratamientos a base de P. rivas-martinezii, en
especial el extracto hidrometandlico de su parte aérea (CMI = 110 pg/mL), exhiben una notable
actividad antiomicética contra Phytophthora spp., solo superados por el extracto hidroamoniacal
de corteza de Quercus ilex subsp. ballota (Desf.) Samp. (CMI = 78,12 ng/mL) (Sanchez-Hernandez
et al., 2022b) y por los complejos conjugados de extractos con oligomeros de quitosano (COS), en

concreto COS—Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. (Sanchez-Hernandez et al., 2023b) y COS—
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Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC. (Sanchez-Hernandez et al,. 2022a), con CMIs de 78,1
y 39 ug/mL, respectivamente. Los extractos etandlicos de corteza de coniferas —Pinus sylvestris L.
y Pinus abies (L.) H.Karst.— presentaron valores de inhibicion de 100 pg/mL (Minova et al., 2015),

con una eficacia comparable a la observada para P. rivas-martinezii.

En cuanto a la comparacion con aceites esenciales, la eficacia del extracto de la parte aérea
de P. rivas-martinezii (CEso de 72 ng/mL) solo se ve superada por la del aceite esencial de hojas

de Cymbopogon citratus Stapf, con valores de CEso de entre 31,5 y 69,6 ng/mL (Amini et al.,
2016).
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TABLA 5. Eficacia de distintos productos naturales frente a Phytophthora spp.

Producto natural Medio de extraccion

Eficacia

Ref.

Metanol

CMI = 250-375 pg/mL

Pseudomisopates rivas-martinezii .
Agua:amoniacio (1:1)

CMI =110 pg/mL

Este trabajo

Ganoderma lucidum
COS-G. lucidum

Amoniaco:agua (1:1)

CMI = 187,5 pg/mL

CMI = 78,1 pg/mL

Sanchez-Hernandez et al. (2023b)

Quercus ilex subsp. ballota Amoniaco:agua (1:1)

CMI = 78,1 pg/mL

Sanchez-Hernandez et al. (2022b)

Plantago major Etanol 50% PI =32,2%, a 2000 pg/mL Ferreira y Oliveira (2021)
Medicago sp. PI=21,5%, a 2000 ug/mL
Melilotus indicus PI = 87,5%, a 2000 pg/mL
Urtica dioica Etanol 50% PI =40%, a 2000 pg/mL Ferreria (2021)
Medicago sp., M. indicus, . PI = 72,6%, a 2000 pg/mL
major, y U. dioica
Rosmarinus officinalis Agua o etanol PI =33,9%, a 1500 pg/mL Freitas (2022)

Musa sp.
Allium sativum
Citrus x limon

Citrus X sinensis
Allium cepa
Punica granatum
Solanum tuberosum
Eucalyptus sp.
Pinus sp.
Olea europea

Etanol 80%

n.a.

PI > 50%, at 750 pg/mL

PI1=21-49%, a 750 ug/mL

PI=21-49%, a 750 ug/mL

PI > 50%, a 750 pg/mL

n.a.

n.c.

n.a.

PI = 21-49%, at 750 pg/mL

n.a.

Teixeira et al. (2023)

Arbutus unedo Metanol

CMI = 5990 pg/mL

Moiteiro et al. (2013)

P. granatum cv. “Wonderful’ Agua

PI < 40%, a 10000 pg/mL

Elshafie ef al. (2021)

Larrea tridentata

Flourencia cernua
Agave lechuguilla
Opuntia ficus-indica
Lippia graveolens
Carya illinoensis
Yucca filifera

Agua, etanol 70%, lanolina 10% o
Manteca de cacao 10%

CMly = 11,2-7213 pg/mL

CMlg =23,6—-619 pg/mL

CMly, = 58,5-327 pg/mL

CMls = 3595-409.181 pg/mL

CMlyy = 4825 ng/mL—n.a.

n.a.

n.a.

Castillo-Reyes et al. (2015)
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TABLA 5 (cont.). Eficacia de distintos productos naturales frente a Phytophthora spp.

Producto natural

Medio de extraccion

Eficacia

Ref.

A. unedo Metanol CMI = 5990 pg/mL Martins et al. (2021)
Quercus suber L ) CMI = 750 pg/mL , ,
COS—0. suber Amoniaco:agua (1:1) CMI =375 ug/mL Sanchez-Hernandez et al. (2022c)

Uncaria tomentosa

COS-U. tomentosa

Amoniaco:agua (1:1)

CMI = 187,5 pg/mL

CMI = 39 pg/mL

Sanchez-Hernandez et al. (2022a)

Origanum heracleoticum

Salvia officinalis

R. officinalis

Agua

CMI > 500000 pg/mL

CMI > 500000 pg/mL

CMI > 500000 pg/mL

Salamone et al. (2006)

Pinus sylvestris

Pinus abies

Etanol 96 %

CMI = 100 pg/mL

CMI =100 pg/mL

Minova et al. (2015)

Glycyrrhiza uralensis

Metanol

CEso =190,1 pg/mL

Luong et al. (2024)

Blumea balsamifera

Cymbopogon citratus

Etanol

CMI = 117-269 pg/mL

CMI = 146233 pg/mL

Membang et al. (2024)

Chromolaena odorata

Agua fria o etanol

CMI = 12500-25000 pug/mL

Adeyemi et al. (2018)

Origanum elongatum

Metanol, cloroformo, hexano o agua

P1=92,2-100 %

Hari et al. (2024)

Tephrosia vogelii PI=16%
Plectranthus barbatus . PI1=94 %
Sphacranthus suaveolens Metanol y acetato de etilo PI=280 % Ndala et al. (2019)
Lantana camara PI=91%
Oricanum vuleare subs Aceite esencial, metanol, exudado
& himfn P: acetonico, fraccion metanolica polar o PI=51-86% Lyubenova et al. (2024)
fraccion no polar
C. citratus CEso = 31,5-69,6 ng/mL ..
Ocimum basilicum Aceite esencial CEso =135,4-200,8 ug/mL Amini et al . (2016)
Monarda didyma PI=100 % con 1-2 uL. Christova et al. (2021)

Eucalyptus citriodora

CMI > 28000 pg/mL

Lee et al. (2008)
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TABLA 5 (cont.). Eficacia de distintos productos naturales frente a Phytophthora spp.

Producto natural Medio de extracciéon Eficacia Ref.
Melaleuca quinquenervia CMI > 28000 pg/mL
Leptospermum pertersonii CMI > 28000 pg/mL
Polylepis racemosa CMI > 28000 pg/mL
Junierus oxycedrus CMI > 28000 pg/mL
Cymbopogon nardus CMI > 28000 pg/mL
Pelargonium graveolens CMI = 28000 pg/mL .
Cuminum cyminum CMI > 28000 pg/mL Kim et al. (2008)
Mpyrristica fragrans CMI > 28000 pg/mL
Cymbopogon martini CMI = 28000 pg/mL
Mentha pulegium n.a.
Mentha spicata n.a.

Thymus vulgaris

Ageratum houstonianum

Beilschmiedia miersii

S. officinalis

Salvia rosmarinus

0. vulgare

Laurus nobilis

Coriandrum sativum

T. vulgaris

Mentha piperita

Lavandula intermedia

Aceite esencial

CMI = 14000 pg/mL

CEgo =422 ug/mL

Ramadan et al. (2012)

CMI =300 pug/mL

Carvajal et al. (2016)

CMI > 1600 pg/mL

CMI > 1600 pg/mL

CMI > 200 pg/mL

CMI > 1600 pg/mL

CMI = 800 pg/mL

CMI =200 pg/mL

CMI = 800 pg/mL

CMI = 1600 pg/mL

Giamperi et al. (2011)

n.a. = no hay actividad a la mayor concentracion estudiada, CMI = Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL), PI = Porcentaje de inhibicion (%),
COS = oligébmeros de quitosano
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Para establecer una referencia comparativa, se utilizé Fosetil-Al como control positivo, un
fungicida sintético convencional ampliamente empleado contra Phytophthora spp. Como se indica
en la TABLA 6, cuando se administr6 a la dosis recomendada de 2000 pg/mL (equivalente a 2,5
g/L para Fosbel®, fosetil-Al 80%), se logré una inhibicién completa de P. plurivora, incluso

cuando se aplicéd a una décima parte de la dosis recomendada se inhibi6 un 85,3% del oomiceto.

TABLA 6. Inhibicion del crecimiento micelial obtenida con Fosetil-Al a una décima parte de la dosis
recomendada (Dr/10 = 200 pg/mL), a la dosis recomendada (Dr = 2000 pg/mL), a cinco y diez veces la
dosis recomendada (Dr = 10000 y 20000 pg/mL, respectivamente) contra P. plurivora.

Fungicida Patégeno Crecimiento micelial (mm) Inhicion (%)
Comercial g Dr/100 Dr* Drx5 Drx10 Dr/10 Dr* Drx5 Drx10
Fosetil-Al P. plurivora 11 0 0 0 85,3 100 100 100

El crecimiento del micelio para el control (solo PDA) fue de 75 mm. Todos los valores de crecimiento del
micelio (en mm) son valores medios (n = 3).

Al comparar los valores de inhibicion del crecimiento micelial del Fosetil-Al (TABLA 6)
con las concentraciones minimas inhibitorias para los extractos de P. Rivas-martinezii (TABLA 4),
se puede observar que la actividad in vitro de los extractos fue comparable o superior a la del
fungicida convencional. Concretamente, en el caso de P. plurivora, se logrd una inhibicion
completa a concentraciones de 110 ug/mL y 250-375 ug/mL para los extractos de parte aérea o
rizoma, respectivamente, mientras que el Fosetil-Al mostr6 una inhibicion del 85,3 % a una

concentracion de 200 pg/mlL.

4.5.2. Actividad ex situ

El extracto hidrometanolico de la parte aérea de P. rivas-martinezii, que fue el tratamiento
mas efectivo en las pruebas in vitro, posteriormente se evaludé como tratamiento protector contra
P. plurivora en tallos cortados de aliso. Se utilizaron tres concentraciones diferentes,
correspondientes a la CMI, CMIx5 y CMIx10 (es decir, 110, 550 y 1100 pg/mL, respectivamente).
Los resultados se presentan en la FIGURA 10. La TABLA 7 muestra una comparacion de la

longitud de los cancros.
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(2) (b)

(d)

FIGURA 10. Longitud de los cancros observados en tallos extirpados de aliso inoculados artificialmente
con P. plurivora: (a) control, sin tratamiento; tratados con extracto hidrometandlico de la parte aérea de P.
rivas-martinezii de ejemplares recolectados en La Serrota a una concentracion de (b) CMI = 110 ug/mL; (c)
CMIx5 =550 pg/mL; (d) CMIx10 = 1100 pg/mL. Solo se muestra una réplica por tratamiento.

TABLA 7. Anélisis de las diferencias en la longitud de la necrosis entre los tratamientos con un intervalo
de confianza del 95 % (p < 0,0001).

Tratamiento Longitud Media Necrosis (mm) Grupo
C+ 38,8+1,5 A
CMI 26,2+2,1 B
CMIx5 14,8+1,9 C
CMIx10 0 D

C+: control positivo (inoculado, sin tratamiento).

A la dosis mas baja ensayada (es decir, con el valor de la CMI obtenido en las pruebas in
vitro), el efecto protector fue muy limitado, con longitudes de cancros un 32.5% menores que las
del control positivo (tallos no tratados e infectados con el oomiceto). A una dosis equivalente a
cinco veces la CMI, se observaron longitudes de cancros un 61.9% menores que las del control
positivo. No obstante, fue necesario aumentar la concentracion hasta 10 veces la CMI para lograr

una proteccion completa.

En cuanto a la eficacia del extracto de la parte aérea de P. rivas-martinezii como tratamiento
protector contra P. plurivora,la TABLA 8 presenta una comparacion con tratamientos alternativos
dirigidos a Phytophthora spp. Como en el caso de las eficacias in vitro, al tratarse de diferentes
especies de Phytophthora spp., las comparaciones son orientativas. No obstante, se observa que la
eficacia del extracto de la parte aérea de P. rivas-martinezii es ligeramente inferior a la del complejo
conjugado de oligobmeros de quitosano (COS) con un extracto acuoso de amoniaco de carpoforos
de Ganoderma lucidum (Curtis) P.Karst. (Sanchez-Hernandez et al., 2023b) y a la del extracto

hidroamoniacal de corteza de Quercus ilex subsp. ballota (Desf.) Bonafé (Sanchez-Hernandez et
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al., 2022b). No obstante, es superior a la del extracto hidroamoniacal de flores de Sambucus nigra
L. (Sanchez-Hernandez et al., 2023c¢), a la del extracto etanolico de Curcuma longa L. (Cruz et al.,
2024) y a la del complejo conjugado COS—extracto de Quercus suber L. (Sanchez-Hernandez et
al., 2022c).

TABLA 8. Tratamientos de proteccion ex situ frente a Phytophthora spp. basados en productos naturales.

Fuente de tallos

R Oomiceto Producto Natural Eficacia Ref.
extirpados

Phytophthora  Pseudomisopates rivas- Proteccion completa
plurivora martinezii a 1100 pg/mL
Proteccion completa

Alnus glutinosa Este trabajo

Malus domestica Curcuma longa 2 3000 pe/mL Cruz et al. (2024)
Ouercus ilex Phytophthora COS—Ganoderma  Proteccion completa Sanchez-Hernandez
cinnamomi lucidum a 782 ug/mL et al. (2023b)
0. ilex subsp. ballota Proteccion completa Sanchez-Hernandez
' p- a 782 ng/mL et al. (2022b)
Prunus amygdalus Y . P
Phytophthora Proteccion completa Sanchez-Hernandez
X COS—OQ. suber
. cactorum a 3750 ug/mL et al. (2022¢)
Prunus persica — . .
Phytophthora Sumbucus niora Proteccion completa Sanchez-Hernandez
megasperma g a 1875 pg/mL et al. (2023¢)

4.6. Caracteristicas generales de la composicion microbiana de las rizosferas analizadas

Se llevd a cabo una secuenciacion de alto rendimiento para caracterizar la diversidad
microbiana asociada a suelo rizosférico de 4 plantas de P. rivas-martinezii asociadas a dos
poblaciones endémicas en localizaciones de la Sierra de Gredos, tanto a nivel de especies
bacterianas (basadas en la secuenciacion del fragmento 16S ribosomal) y fungicas (secuenciando
para ello la region ITS ribosomal). Para cada una de las dos submuestras compuestas que se
obtuvieron de cada una de las 4 plantas muestreadas en las mencionadas dos localizaciones (Gredos
y La Serrota), se caracterizaron taxondmicamente, junto a las frecuencias absolutas (nimero de
lecturas) y relativas (porcentajes) de aparicion, las distintas Unidades Taxonomicas Operativas
(OTUs) asociadas a las mismas. En el caso de la diversidad bacteriana, tras la caracterizacion via
comparacion de las secuencias obtenidas frente a bases de datos publicas (SILVA), se identificaron
(en el conjunto de todos los muestreos) un total de 3.766 OTUs que representan 288 taxones
diferentes. Para las especies fingicas, tras la comparacion de las secuencias obtenidas con bases de
datos (UNITE), se caracterizaron (en ambos muestreos) un total de 1.332 OTUs Unicos que se

corresponden con 473 taxones diferentes. Como se desprende de estos datos, la diversidad
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rizosférica fungica (incluyendo hongos verdaderos y otros grupos minoritarios) fue mayor que la
encontrada para bacterias. El nimero y distribucion por muestreo (localizacion geografica) de
taxones de hongos y bacterias (OTUs) caracterizados se muestra en la comparativa de la FIGURA

11.
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FIGURA 11. Comparativa de numero total de OTUs resueltos tras el total de lecturas, mostrando las
diferencias entre cada grupo de organismos por planta y localidad muestreada

Pese a lo aqui observado, es habitualmente aceptado que, en las rizosferas vegetales, los
microbiomas bacterianos suelen ser mas diversos y abundantes que los fungicos (Guo et al., 2020;
Liu et al., 2022). Sin embargo, también existen evidencias de que, en las rizosferas de ciertos
vegetales y ecosistemas, la diversidad fungica suele ser mayor que la bacteriana, especialmente en
comparacion con el suelo desnudo. Esta diferencia puede atribuirse a diversos factores, como el
impacto de las raices de las plantas y las condiciones tnicas de la rizosfera. De este modo, las raices
de las plantas secretan sustancias que influyen en la comunidad microbiana de la rizosfera, lo que
provoca un cambio en las poblaciones de hongos en comparacion con las bacterias. Ademas, el
entorno rizosférico, caracterizado por mayores niveles de nutrientes y humedad, suele favorecer el
crecimiento y la diversidad de los hongos en comparacion con las poblaciones microbianas
procariotas. Pese a las diferencias en la estructura y diversidad poblacional microbiana, tanto las

bacterias como los hongos desempefian un papel crucial en la salud y el crecimiento de las plantas,
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influyendo en el ciclo de nutrientes, la defensa contra patdégenos y el desarrollo general de las
mismas. En el caso del presente estudio, factores como el tipo de ciclo vital de la especie vegetal
prospectada (planta anual) y el tipo de ecosistema en el que ésta prospera (hébitats de alta montafia
mediterrdnea que sufren una cierta degradacion de origen antropogénico), podrian explicar la
existencia de mayor diversidad microbiana de origen fingico, posiblemente relacionado con la
mayor plasticidad y menor exigencia ecoldgica de este grupo de organismos para adaptarse a las

condiciones reinantes y el poco tiempo de exposicion a la colonizacion microbiana disponible.

4.6.1. Comunidades microbianas fungicas

En lineas generales, las comunidades microbianas de hongos asociadas a las rizosferas
muestreadas estuvieron dominadas por la presencia mayoritaria de géneros y especies
pertenecientes a la clase Ascomicetes (293 OTUs) y, en menor medida, por taxones (102 OTUs)

de la clase Basidiomicetes (FIGURA 12).

Clases Taxonémicas-Hongos
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FIGURA 12. Histograma de barras compuestas mostrando las clases taxonomicas representadas en las
comunidades microbianas fingicas presentes en las plantas muestreadas en ambas localizaciones.
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Ademas de los anteriores grupos dominantes, se detect6 la presencia de representantes (13
OTUs) de la clase Mortierellomycota (Zigomicetes) y Glomeromycota (9 OTUs).
Sorprendentemente los representantes simbiontes de este ultimo grupo de hongos micorricicos
resultaron mas abundantes en las muestras provenientes de la localizacion Gredos, una zona con
poblaciones de P. rivas-martinezii en peor estado de conservacion. Ademas, los suelos rizosféricos
asociados a las plantas de la mencionada poblacidon exhibieron la presencia (en contraste con lo
observado en las plantas de La Serrota) de representantes de algunas clases taxond6micas menores
de hongos verdaderos (tales como los Kickxellomycota, Rozellomycota, Chytridiomycota, etc.).
Desde el punto de vista de la distribucion de especies por grandes grupos taxondmicos, el peso y
porcentaje de representacion de los mencionados grupos de hongos coincide, en lineas generales,
con la de estudios similares sobre las comunidades microbianas fingicas asociadas a rizosferas
vegetales (Liu et al., 2015; Deakin et al., 2018; Yurgel et al., 2023). Ademas, cabe destacar la
ausencia de especies pertenecientes al grupo de los Oomicetos (Stramenopila), un grupo de
pseudohongos de importancia en patologia vegetal ya que, en el mismo, se encuentran numerosos
géneros y especies patogenas de plantas. La no deteccion de este tipo de géneros (Pythium,
Peronospora, Phythophthora, etc.) puede ser debida a algtn tipo de sesgo experimental en la toma
de muestras, o a una ausencia real de estos patdogenos en los suelos muestreados, dadas las

particularidades bioclimaticas de los habitats muestreados.

Desde el punto de vista de la diversidad en cada localidad y poblacion muestreada (o-
diversidad) en el presente estudio, los valores obtenidos para los distintos indices considerados se
encontraron en un rango alto para lo esperado para un andlisis de comunidades de rizosfera
(FIGURA 13), oscilando entre 6.82-7.23 para el indice de Entropia de Shannon (H"). Valores de
H’ por encima de 3 indican altas tasas de diversidad, lo que sugiere que los suelos rizosféricos
muestreados poseen una elevada diversidad en la composicion y estructura de sus comunidades
microbianas fungicas. Cabe destacar que todas las rizosferas muestreadas mostraron valores de H’
superiores a 6, siendo bastantes similares entre plantas, independientemente de la poblacion
muestreada. Algo similar se observo para el caso del indice de Equidad de Pielou (con un rango de
valores entre 7.23-7.66). Finalmente, y en lo referente al otro indice de diversidad calculado, el
Filogenético de Faith, los valores claramente altos obtenidos (8.28-8.77) sugieren una diversidad
filogenética alta (baja abundancia de taxones emparentados filogenéticamente), como cabe esperar

de comunidades fingicas diversas en cuanto a su composicion taxondmica.
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FIGURA 13. Valores de diversos indices de a-diversidad fingica segin planta y localidad prospectada.

En lo referente a la diversidad comparativa entre las diferentes plantas y localidades
muestreadas (B-diversidad), los resultados del analisis mostraron que tanto el genotipo vegetal
(individuo) como la localizacion geografica de la poblacion analizada resultaba determinante en la
composicion de las comunidades microbianas fungicas en todos los casos. De este modo, en el
Analisis de Componentes Principales (FIGURA 14) las comunidades microbianas fingicas se
separaban en funcion de las rizosferas individuales muestreadas, siendo éste el factor determinante
de la agrupacion y no la localizacion geografica de las poblaciones, al menos en una de las
localizaciones, como lo demostr6 el hecho de que los microbiomas fingicos de los dos individuos
muestreados en la poblacion situada en La Serrota estuvieran claramente diferenciados en el
mencionado analisis. Por el contrario, las comunidades analizadas a partir de los dos individuos de
Gredos agruparon conjuntamente y muy distantes de aquellas de La Serrota, sugiriendo una mayor

homogeneidad en la composicidon microbiana en esta poblacion.
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FIGURA 14. Analisis de Componentes Principales (PCoA) de comunidades microbianas fingicas asociadas
al suelo rizosférico de las plantas pertenecientes a las poblaciones de Gredos y La Serrota, obtenido
empleando el indice de Bray-Curtis.

Desde el punto de vista de la composicién taxonomica, las familias fingicas mas
abundantes (FIGURA 15) en las plantas y poblaciones muestreadas pertenecieron a representantes
de la clase de los Ascomicetos, destacando en ambas poblaciones la presencia de miembros de
Aspergillaceae y Trichocomaceae (Eurotiales) incluyendo géneros y especies muy cosmopolitas
ligadas a suelos y con una amplia gama de funciones ecologicas, incluida la descomposicion, el

reciclaje de nutrientes, el deterioro de plantas y alimentos, o la produccion de micotoxinas.
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FIGURA 15. Histograma de barras compuestas mostrando las familias taxonomicas fingicas representadas
en las comunidades microbianas presentes en el total de plantas/localidades muestreadas.

Entre estos, cabe destacar la presencia en el analisis de especies de los géneros Talaromyces,
Eupenicillium, Aspergillus, Sagenomella, o Penicillium. También resulto especialmente abundante
el grupo de los Mortierellaceae (Zygomycetes), un grupo de hongos del suelo, cuyos representantes
desempefian un papel importante en diversos procesos ecologicos, como el ciclo de nutrientes, la
promocion del crecimiento vegetal y las interacciones microbianas, representados en el top 15 de
especies (FIGURA 16) por frecuencia de aparicién fundamentalmente por taxones de los géneros
Mortierella, Podila, Entomortierella o Linnemannia. Resulta también destacable la presencia de
una alta diversidad (quizas el grupo de hongos maés diversificado del andlisis) de taxones
pertenecientes al grupo de los Helotiales (Ascomycetes), especialmente abundantes en las
rizosferas de la poblacion de La Serrota y representado por familias como Sclerotiniaceae,
Pezizellaceae, Mollisiaceae, Hyaloscyphaceae o Myxotrichaceae. Interesantemente, esta ultima
familia estuvo representada por el género Oidiodendron exclusivamente en las rizosferas de los
individuos de La Serrota, sugiriendo la presencia de hongos formadores de micorrizas ericoides en
dicha poblacion. Finalmente, se detecté también la presencia de especies de ascomicetos
pertenecientes a géneros relacionados con un estilo de vida copréfilo como Sordaria, Preussia,

etc., posiblemente asociados a la actividad ganadera. En el caso de los basidiomycetes, la familia
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taxonémica mas abundante fue Piskurozymaceae, representada por el género levaduriforme
Solicoccozyma, que junto a otros de similar morfologia como Malassezia o Rhodotorula, especies
de levaduras de comportamiento nutricional y estilos de vida variados (parasitas de otras especies
de hongos, habitantes de las rizosferas vegetales, pardsitos débiles en mamiferos, etc.),
representaron el mayor contingente de esta clase de hongos verdaderos. Cuando se analiz6 la
composicion taxonoémica fungica de forma global, se encontré que los suelos de las parcelas
analizadas, mostraban una alta diversidad taxonémica especialmente en la poblacion de La Serrota,
y no parecian presentar sintomas de agotamiento microbiologico, definido éste habitualmente por
la presencia mayoritaria de especies patogenas de suelo, en relacion con el resto de
microorganismos saprofitos o simbiontes caracterizados. En ninguna de las rizosferas se detecto
una alta frecuencia de aparicion taxones patogénicos de suelo clasicos, como representantes de
géneros tan conocidos como Verticillium, Phoma, Ceratobasidium, Acremonium,

Cephalosporium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus o Fusarium.
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FIGURA 16. Histograma de barras compuestas mostrando los 15 OTUs fingicos més frecuentes agrupados
por planta y localidad muestreada.
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4.6.2. Comunidades microbianas bacterianas

El andlisis de las comunidades bacterianas asociadas a las rizosferas de las plantas
analizadas mostrd, en lineas generales, que los grupos dominantes que aparecieron a nivel global
fueron sobre todo representantes de Actinobacteriota (bacterias filamentosas) y Proteobacteriota,
un grupo muy diverso de bacterias en donde pueden encontrarse especies degradadoras de materia
organica, simbiontes, patdgenos (humanos y vegetales) o productores de compuestos de interés
biotecnoldgico e industrial (FIGURA 17). Ademas de los anteriores, cabe destacar la abundancia
de representantes de la clase Planctomycetota, un grupo de bacterias quimiolitotrofas de ambientes
acuaticos o humedos, de Acidobacteriota, bacterias basicamente asociadas a suelos en ambientes
acidofilos, o del filo Chloroflexi, tradicionalmente denominadas como bacterias verdes no

sulfurosas.
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FIGURA 17. Histograma de barras compuestas mostrando las clases taxonomicas representadas en las
comunidades microbianas bacterianas presentes en el total de rizosferas muestreadas.

Al analizar la diversidad bacteriana (o-diversidad) asociada a cada planta y poblacion
muestreada (FIGURA 18), los valores del indice de Entropia de Shannon (H") oscilaron entre 9.42-
9.75, lo que sugiere una alta diversidad media, superior en algunos casos a los valores esperables

para el estudio de comunidades procariotas incluso en suelos desnudos. Similares resultados fueron
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obtenidos para el caso del indice de equidad de Pielou, con valores en el rango de 9.27-9.42.
Interesantemente, los valores del indice de Faith que relaciona diversidad total con distancia
filogenética, los valores de la diversidad procariota fueron claramente mas bajos (5.90-7.07) que
los registrados para el microbioma fungico, sugiriendo una diversidad filogenética baja, lo que
perece implicar una gran abundancia de taxones emparentados filogenéticamente, lo que puede
interpretarse como indicativo de una comunidad microbiana poco dispar en cuanto a su

composicion sistematica y/o taxonomica.
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FIGURA 18. Valores de diversos indices de a-diversidad bacteriana segtn planta y localidad prospectada.

En los andlisis sobre diversidad comparativa (B-diversidad) entre las comunidades
bacterianas caracterizadas en las dos poblaciones muestreadas, se obtuvieron resultados y efectos
similares a los observados para el caso de la diversidad fungica. De este modo, un andlisis de
Componentes Principales (PCoA) (FIGURA 19) mostro que, para el caso de la diversidad
procariotica, el genotipo vegetal (individuo) ejercia un efecto modelador de la composicion de las
poblaciones bacterianas (especialmente en la poblacion de La Serrota con un mejor estado de
conservacion ecoldgico), en donde el microbioma no estaba relacionado en cuanto a su

composicién taxondmica segin su origen geografico del muestreo, sugiriendo un efecto de
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“primado” o seleccion de bacterias por parte del cada genotipo vegetal. Estos efectos de
“reclutamiento” microbiano no se observaron tan claramente en la poblacion del paraje Gredos, en
donde las comunidades bacterianas asociadas a las rizosferas de los dos individuos muestreados

resultaron ligeramente similares entre si, aunque con bastante dispersion.
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FIGURA 19. Analisis de Componentes Principales (PCoA) de comunidades microbianas bacterianas
asociadas al suelo rizosférico de las plantas pertenecientes a las poblaciones de Gredos y La Serrota,
obtenido empleando el indice de Bray-Curtis.

Desde el punto de vista de los OTUs bacterianos mas abundantes (FIGURA 20), los
resultados mostraron que en la distribucion por frecuencia de aparicion y parcela de las 15 OTUs
mas frecuentes del estudio, un representante de los Gemmataceae (Planctomycetota), conocidos
por su capacidad para degradar polimeros de origen vegetal, resulto ser el taxon mas abundante,
mostrando frecuencias de aparicion (secuencias resueltas) de moderadas a altas en todas las plantas,
seguido de especies pertenecientes a los Tepidisphaerales (bacterias ubiquistas que se suelen
encontrar en diversos entornos terrestres como el suelo, las turberas y la rizosfera artica.), y
especialmente de representantes de diversos grupos de bacterias filamentosas (Actinobacteriota),
un filo diverso de bacterias, desempefian un papel crucial en diversos procesos y servicios
ecosistémicos, tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos, contribuyendo a la descomposicion
de la materia organica, la simbiosis con plantas o la produccion de moléculas bioactivas, algunas

de las cuales poseen propiedades antibidticas.
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FIGURA 20. Histograma de barras compuestas mostrando los 10 OTUs bacterianos mas frecuentes
agrupados por planta y localidad muestreada

4.6.3. Discusion de los resultados del andlisis metagenomico de la composicion microbiana de

las rizosferas analizadas
4.6.3.1. Diversidad y estructura de las comunidades microbianas rizosféricas

Los resultados obtenidos en este estudio revelan una composicién microbiana rizosférica
(hongos y bacterias) compleja y altamente diversa asociada a P. rivas-martinezii, con patrones
distintivos de composicion y abundancia de microorganismos que reflejan el efecto modelador,
tanto de factores intrinsecos de la planta hospedadora como las condiciones ambientales especificas
de cada localizacion. La mayor diversidad fungica observada (1.332 OTUs, 473 taxones) en
comparacion con la bacteriana (3.766 OTUs, 288 taxones) contrasta con el paradigma
generalmente aceptado para las rizosferas vegetales, donde las comunidades bacterianas suelen
dominar en términos de diversidad y complejidad taxondmica (Berendsen et al., 2012; Bulgarelli

etal., 2013).
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Esta inversion del patron tipico puede atribuirse a las caracteristicas especificas del
ecosistema de alta montana mediterranea donde prospera P. rivas-martinezii. Las condiciones
bioclimdticas extremas, caracterizadas por fluctuaciones térmicas pronunciadas, periodos de sequia
estacional y suelos oligotroficos, pueden favorecer la proliferacion de hongos debido a su mayor
resistencia y plasticidad frente a condiciones de estrés abidtico y su capacidad superior para
degradar compuestos organicos complejos (Tedersoo et al., 2014; Bahram et al., 2018). Ademas,
el ciclo vital anual de la especie estudiada limita el tiempo disponible para el establecimiento y
colonizacién por parte de las comunidades microbianas, condiciones bajo las cuales los hongos,
con su estrategia reproductiva mas eficiente y su capacidad de formar estructuras de resistencia,

pueden presentar ventajas competitivas frente a las bacterias.

4.6.3.2. Efectos de la degradacion ambiental sobre las comunidades microbianas

Los resultados evidencian diferencias significativas en la composicion microbiana entre las
dos poblaciones estudiadas, que pueden interpretarse en el contexto del estado de conservacion
diferencial de los ecosistemas vegetales en ambas localidades. La mayor abundancia de especies
de hongos micorricicos arbusculares (VAM, Glomeromycota) en la poblacion de Gredos,
paraddjicamente asociada a un peor estado de conservacion, sugiere una respuesta adaptativa de la
planta hospedadora ante condiciones de estrés. Esta observacion es consistente con estudios previos
que demuestran el incremento en la dependencia micorricica en plantas sometidas a estreses

ambientales (Smith & Read, 2008; Genre et al., 2020).

La presencia exclusiva de clases taxondmicas fungicas menores (Kickxellomycota,
Rozellomycota, Chytridiomycota) en Gredos puede interpretarse como indicadora de una
comunidad microbiana en transicion, donde la perturbacion del ecosistema ha creado nichos
ecoldgicos disponibles para grupos taxondémicos minoritarios, que no suelen tener tanto peso
especifico en comunidades maduras. Este fendmeno es coherente con la hipétesis de la
perturbacion intermedia (Connell, 1978), segin la cual niveles moderados de degradacion

ecosistémica pueden incrementar la diversidad mediante la prevencion de la exclusion competitiva.
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4.6.3.3. Implicaciones funcionales de la composicion microbiana

El predominio de grupos de Ascomicetos en el microbioma flingico esta en concordancia
con lo reportado habitualmente en estudios metagendmicos, especialmente en comunidades
asociadas a tejidos o compartimentos vegetales. En el presente estudio, resultaron especialmente
abundantes representantes pertenecientes a las familias Aspergillaceae y Trichocomaceae, 1o que
sugiere una funcionalidad ecosistémica centrada en los procesos de descomposicion y reciclaje de
nutrientes. Estos grupos taxonomicos son reconocidos por su versatilidad metabdlica y su
capacidad para degradar una amplia gama de compuestos orgéanicos (Spatafora et al., 2006;
Houbraken et al., 2014). La abundancia asimismo de Mortierellaceae refuerza esta interpretacion,
dado su papel fundamental en la mineralizacion de la materia organica y la promocion del

crecimiento vegetal a través de la produccion de metabolitos bioactivos (Ozimek & Hanaka, 2021).

La deteccion de lecturas asociadas al género Oidiodendron exclusivamente en La Serrota
resulta particularmente relevante, ya que este género forma micorrizas ericoides que proporcionan
a las plantas hospedadoras una ventaja competitiva significativa en suelos acidos y oligotroficos
(Martino et al., 2018). Su ausencia en la poblacion de Gredos podria reflejar una pérdida de
funcionalidad simbidtica asociada a la degradacion del habitat, con potenciales implicaciones
negativas para la capacidad de supervivencia de P. rivas-martinezii en condiciones ambientales

adversas.

En el caso de las comunidades bacterianas, el predominio de Actinobacteriota y
Proteobacteriota es consistente con su papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos y la
supresion de patogenos en la rizosfera (Mendes et al., 2013; Santoyo et al., 2021). La alta
abundancia de Planctomycetota, particularmente del grupo Gemmataceae, sugiere una capacidad
elevada para la degradacion de polimeros vegetales complejos, lo que podria ser especialmente

relevante en ecosistemas donde la disponibilidad de nutrientes es limitada.
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4.6.3.4. Especificidad genotipica y seleccion microbiana

Los andlisis de p-diversidad revelan un patrén consistente tanto en hongos como en
bacterias: la separacion de las comunidades microbianas segun el genotipo individual de la planta
hospedadora més que seglin la localizacién geografica. Este hallazgo sugiere la existencia de
mecanismos de seleccion microbiana mediados por el genotipo vegetal, posiblemente a través de

la composicion especifica de exudados radiculares (Zhalnina et al., 2018; Pascale et al., 2020).

La mayor homogeneidad observada en las comunidades microbianas de Gredos podria
interpretarse como una respuesta al estrés ambiental, donde las condiciones adversas limitan el
rango de microorganismos capaces de establecerse exitosamente, resultando en una convergencia
hacia comunidades menos diversas, pero mas resilientes. Este fendmeno ha sido documentado
previamente en estudios de gradientes ambientales, donde el incremento del estrés tiende a reducir

la f-diversidad microbiana (Shade et al., 2012; Maestre et al., 2015).

4.6.3.5. Implicaciones para la conservacion

Los valores excepcionalmente altos de o-diversidad observados tanto para hongos
(Shannon H’ = 6.82-7.23) como para bacterias (Shannon H’ = 9.42-9.75) indican que las rizosferas
de P. rivas-martinezii albergan comunidades microbianas extraordinariamente diversas. Estos
valores, superiores a los tipicamente reportados para plantas en ecosistemas mediterraneos
(Delgado-Baquerizo et al., 2018), sugieren que esta especie endémica parece actuar como un
hotspot de diversidad microbiana en un contexto general de baja diversidad vegetal ligada a este

tipo de ambientes de alta montafia Mediterranea, incrementando su valor para la conservacion.

La ausencia de patdgenos cléasicos de suelo como Verticillium, Fusarium, o Phytophthora
en ambas poblaciones indica que, a pesar de las presiones antropogénicas, los ecosistemas
estudiados mantienen un equilibrio microbiano relativamente saludable, en donde estos suelos
oligotréficos y con baja fertilidad y disponibilidad de nutrientes parecen estar lejos del agotamiento
microbioldgico. Sin embargo, las diferencias observadas entre localidades subrayan la
vulnerabilidad de estas comunidades microbianas especializadas ante perturbaciones adicionales,

generalmente de caracter antropico.
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5. PROPUESTA DE PLAN DE CONSERVACION

5.1. Justificacion técnica del emplazamiento y de la estrategia de conservacion

La presente propuesta de plan de conservacion contempla el establecimiento sistematico de
poblaciones de P. rivas-martinezii en el término municipal de Garganta del Villar, con coordenadas
geograficas ETRS89/UTM zona 30N: X: 321986; Y: 4481694 (ver Anejo 7, Plano 1). El
emplazamiento seleccionado corresponde al poligono cartografico 3620688 del Mapa Forestal
Espaiol (MFE), de 8,3 ha, ubicado a una distancia de 3,2 km del nticleo urbano de referencia (ver

Anejo 7, Plano 2).

La seleccion de este emplazamiento especifico se fundamenta en la observacion empirica
de que las poblaciones naturales de La Serrota presentan un estado de conservacion mejor que las
de la Sierra de Gredos. Puede asociarse principalmente a la incidencia histérica de incendios
recurrentes que han generado condiciones edaficas y de competencia interespecifica mas
favorables para la especie. Adicionalmente, la evidencia cientifica disponible (ME Amat, 2013a)
sugiere que las intervenciones de conservacion en La Serrota presentan probabilidades de éxito

superiores.

El rodal seleccionado presenta caracteristicas biogeograficas y microclimaticas Optimas
para los objetivos de conservacion. La orientacion meridional maximiza la radiacion
fotosintéticamente activa (un factor determinante, dado que las poblaciones de mayor calidad se
desarrollan en laderas soleadas). La altitud del rodal (1700-1800 m.s.n.m.) garantiza temperaturas
estivales significativamente menores que en experiencias previas: aplicando los principios del
gradiente adiabatico estandar, la temperatura a esta altitud resulta 1,95-3 °C inferior al fondo del
valle, y este diferencial térmico puede favorecer la resistencia fisiologica de la especie ante

episodios de sequia prolongada.

Un factor complementario es la proximidad espacial a una poblacion natural de alta calidad,
situada a 800 metros del 4area de intervencion. Esta proximidad garantiza condiciones
edafoclimaticas similares y puede facilitar los procesos de polinizacidon cruzada necesarios para el
mantenimiento de la diversidad genética poblacional. En este sentido, las distancias tipicas entre

poblaciones naturales (hasta 20 km) representan una limitacion severa para la polinizacién por
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insectos vectores, por lo que la proximidad constituye una ventaja operativa para el flujo génico

interpoblacional y la produccidn de semillas viables.

Finalmente, el 4rea seleccionada presenta condiciones técnicas favorables para la viabilidad
operativa del proyecto: autorizacién administrativa para quemas prescritas, régimen pluviométrico
elevado que potenciaria la germinacion y el crecimiento inicial, una edafologia que se adapta a P.
rivas-martinezii (ver Anejo 2), y accesibilidad directa mediante pista forestal de 4 metros de
anchura en estado operativo funcional que facilitaria las operaciones mecanizadas y reduce

significativamente los costes operativos.

Respecto a la estrategia de conservacion a adoptar, como se ha indicado subapartado 1.3.2,
P. rivas-martinezii presenta severas limitaciones caracterizadas por problemas de germinacion,
calidades y cantidades de polen extremadamente reducidas, especializacion floral que determina
su dependencia exclusiva de la polinizacion entomofila, presion significativa por herbivoria de
ungulados, y desplazamiento competitivo progresivo por formaciones densas de piornales. La
convergencia de estos factores bidticos y abioticos configura un escenario de eventual extincion en
ausencia de intervencion, siendo necesario un plan de conservacion orientado a preservar la
especie, incrementar sus poblaciones efectivas y mejorar su calidad genética mediante el

establecimiento de nuevas poblaciones viables.

Las iniciativas de conservacion documentadas para P. rivas-martinezii han sido limitadas,
tanto en numero como en alcance temporal y metodologico. La experiencia mas relevante y
documentada consistid en una repoblacion experimental realizada en la cara septentrional de la
Sierra de Gredos, especificamente en la localidad denominada "La Covacha", situada a 1540
m.s.n.m, conforme a lo indicado en el subapartado 1.3.2.1. La intervencion incluyd plantacion
mediante dispersion de semillas, establecimiento de vallado perimetral para prevenir herbivoria, y
eliminacion previa de la competencia interespecifica del piornal mediante desbroces mecanicos
convencionales. No obstante, los resultados de esta experiencia ponen en evidencia deficiencias
que comprometieron la eficacia de la intervencion: el vallado perimetral presentd deterioro
estructural progresivo con rupturas en diversos puntos del perimetro y el piornal recoloniz6 el rodal
tratado, generando competencia interespecifica que obligd a P. rivas-martinezii a colonizar areas
exteriores al vallado (donde, paraddjicamente, las poblaciones mostraron mejor desarrollo

vegetativo y reproductivo que en el interior tedricamente protegido).
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Un analisis ex post de esta experiencia permite identificar tres factores limitantes a evitar
en futuras intervenciones: ausencia de seguimiento técnico continuado, aplicacion exclusiva de
desbroces mecanicos como método de eliminacion del piornal y seleccion de orientacion

septentrional.

La estrategia de conservacion propuesta en este documento incluye las siguientes
actuaciones, que se justifican desde el punto de vista técnico mas adelante, en cada una de las

subsecciones asociadas:

Preparacion del terreno mediante descepado mecanico y quema prescrita controlada

— Plantacion mediante dispersion aérea con UAVs

Implementacion de polinizacion asistida mediante colmenas y hoteles de insectos

Vallado protector contra herbivoria

Seguimiento técnico continuado durante cinco afios

Desde la perspectiva de la evaluacion de impacto ambiental, la Ley 21/2013, del 9 de
diciembre, sobre evaluacion ambiental, determina qué proyectos han de someterse al proceso de
evaluacion de impacto ambiental y regula el procedimiento administrativo correspondiente. El
Anexo I de la citada ley especifica los proyectos que requieren una evaluacion ambiental ordinaria,
mientras que el Anexo II sefiala los proyectos sujetos a evaluacion ambiental simplificada. La
actuacion prevista en este plan de conservacion no se encuentra incluida en ninguno de los casos
recogidos en los Anexos | y II de la legislacion citada, por lo que no resulta preciso realizar ni la
evaluacion ambiental ordinaria ni la simplificada, permitiendo la implementacion directa del

proyecto una vez obtenidas las autorizaciones administrativas pertinentes.

5.2. Preparacion del terreno: descepado y quema prescrita
5.2.1. Descepado

La eliminacion del matorral de C. oromediterraneus mediante labores de descepado
responde a necesidades ecologicas. La presencia del piornal constituye una importante limitacion
tanto para el establecimiento de P. rivas-martinezii como para el desarrollo vegetativo de sus

plantulas. Conforme a lo indicado en el subapartado 1.3.2.4, el piornal es un competidor directo
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por recursos esenciales como luz, agua y nutrientes del suelo durante las fases criticas del
establecimiento de la especie objetivo. La notable capacidad de rebrote que presenta el piornal una
vez cortado o quemado, debida a su sistema radicular vigoroso y su alta resiliencia morfofisioldgica
frente a perturbaciones, le permite una rapida reexpansion, alcanzando coberturas elevadas en un
plazo de apenas dos afios tras la intervencion. La accion mecanica del descepado, por tanto, permite
interrumpir y reducir eficazmente este ciclo de rebrote, al eliminar tanto la parte aérea como la

estructura radicular de los individuos.

Las quemas prescritas (analizadas en el siguiente subapartado), aunque efectivas para
reducir biomasa aérea y modificar caracteristicas del suelo a corto plazo, resultan insuficientes para
controlar el piornal a medio plazo. La raiz principal y los rebrotes basales de C. oromediterraneus
permanecen intactos tras el fuego, especialmente cuando este no alcanza temperaturas suficientes
en el estrato basal del suelo. Transcurridas varias semanas, el piorno emite brotes nuevos desde el

rizoma, lo que justifica la necesidad de combinar quema prescrita y descepado mecénico.

El plan de trabajo del descepado propuesto contempla un calendario intensivo de maximo
20 dias laborables (ver Anejo 3). Para abordar la eliminacion del piornal en el tiempo requerido
sobre 7,3 hectareas del rodal (1 ha restante corresponde a una faja, posteriormente descrita), se
propone ejecutar un descepado mecanizado mediante miniexcavadora equipada con garra forestal
especializada (ver Anejo 4). Esta configuracion proporciona precision operativa, maniobrabilidad
en terreno accidentado y potencia mecanica apropiada para la orografia del area. La
miniexcavadora dispone de una productividad media estimada de 0,4 hectdreas por jornada,
considerando desplazamientos, limpieza de restos y adaptabilidad al terreno. Con una maquina en
funcionamiento continuo, el plazo total seria de 18-19 jornadas efectivas, reduciéndose a 15 dias

en condiciones favorables (suelo con humedad optima, acceso facilitado y pendiente moderada).

El desarrollo técnico incluird apertura de accesos, preparacion de lineas de actuacion y
arranque metodico de piornal, que sera acumulado para su eliminacion posterior durante la quema
prescrita. Esta planificacion deberia garantizar la supresion del potencial de rebrote y establecer las
condiciones edaficas apropiadas para el establecimiento exitoso de P. rivas-martinezii.
Adicionalmente, debido a la presencia de un descepado, en la quema se lograria aportar una mayor

cantidad de cenizas y materia organica al suelo.
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5.2.2. Quema prescrita

Para la preparacion del terreno resulta fundamental eliminar completamente el piornal. Se
contemplan dos alternativas metodologicas: el desbroce/triturado mecanico mediante maquinaria
especializada (retroarafa con trituradora de cadenas o tractor forestal con trituradora-desbrozadora
para pendientes moderadas), y la quema controlada, procedimiento que requiere medidas

preventivas especificas para evitar la expansion descontrolada del fuego.

La seleccion de la segunda opcion se justifica por dos motivos: en primer lugar, P. rivas-
martinezii presenta limitaciones germinativas documentadas, y esta metodologia generaria un
entorno edafico enriquecido con cenizas que favoreceria significativamente la germinacion del
endemismo (ME-Amat, 2014). En segundo lugar, aunque inicialmente se reduzca la materia
organica por la combustion, transcurridos algunos meses se produciria un incremento considerable,
ya que las cenizas actian como deposito de materia orgdnica, mejorando este pardmetro edafico.
Tras un incendio controlado, la vegetacion desarrolla un crecimiento més acelerado y vigoroso, por
lo que es una técnica frecuentemente utilizada por explotaciones ganaderas para regenerar

pastizales.

Antes de discutir el disefio de la quema prescrita, es preciso analizar el marco normativo
que condiciona la realizacion de dicha quema, asi como cumplir con las especificaciones de manejo

del humo:

En Castilla y Leon, las quemas prescritas requieren autorizacion previa del Servicio
Territorial de Medio Ambiente de la Junta de Castilla y Ledn, encontrandose reguladas por la Ley
3/2009 de Montes de Castilla y Ledn, el Decreto 63/2009 que regula especificamente el uso del
fuego, y la Orden FYM/510/2013 sobre épocas de peligro de incendios y procedimientos de

autorizacion. La normativa interna del plan se recoge en el Anejo 5.

Considerando que el area de intervencion se localiza en zona protegida dentro de la Red
Natura 2000, adicionalmente se requeriria una Evaluacién de Repercusiones segtn el articulo 46
de la Ley 42/2007 del Patrimonio Natural y la Biodiversidad, implementacién de limitaciones
temporales para proteccion de especies en reproduccion durante el periodo marzo-agosto

(especialmente aguilucho cenizo, buitre negro, alimoche, chorlitejo y alondra ricoti), obtencion de
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informe favorable del organismo responsable del Espacio Natural Protegido de las Sierras de la

Paramera y Serrota, y evaluacion especifica del efecto del humo sobre aves nidificantes.

El manejo del humo generado durante esta actuacion debe cumplir obligaciones especificas
establecidas para evitar afecciones a nucleos poblacionales, viviendas, infraestructuras de
transporte y actividades economicas locales, particularmente las explotaciones ganaderas de la
zona. Las condiciones meteoroldgicas durante la ejecucion deben garantizar un viento suave y
constante, ausencia de inversiones térmicas que mantengan el humo cerca del suelo, humedad
relativa adecuada, y estabilidad atmosférica. El uso del fuego se limitaria exclusivamente a material
vegetal natural, adecuadamente dispuesto para asegurar combustion eficiente y minimizar la
generacion de humo persistente, evitando brasas humeantes prolongadas. Se requeriria notificacion
previa a las autoridades competentes especificando fecha y horario de ejecucion para prevenir

despliegues accidentales de dispositivos de emergencia.

Respecto al disefio de la quema prescrita, el emplazamiento seleccionado presenta
condiciones excepcionales para la implementacion de quema controlada, atribuibles a la presencia
de barreras naturales y artificiales en practicamente la totalidad del perimetro que actian como
limitantes efectivos de la propagacion descontrolada del fuego, tal como se puede apreciar en la

FIGURA 21 y como se detalla a continuacion.
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FIGURA 21. Zonas que rodean al rodal objeto de estudio
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El sector septentrional limita con un prado ganadero delimitado por murete de piedra de 1,2
metros de altura que acttia como barrera fisica. El sector occidental presenta el camino de acceso
de 4 metros de anchura que funciona como cortafuegos artificial. El sector meridional colinda con
un pastizal completamente clareado que carece de material combustible continuo. El sector oriental
constituye la zona de mayor riesgo potencial, al encontrarse en linea de maxima pendiente con
continuidad de material combustible hacia el resto de la masa forestal, circunstancia que requiere
de la implementacion de medidas de proteccion durante la ejecucion de la quema. El sector
suroriental presenta un claro y el nororiental presenta formaciones rocosas naturales. Estas
caracteristicas facilitan el control del comportamiento del fuego en el sector oriental y proporcionan

zonas de seguridad adicionales.

Como medidas de seguridad y tratamiento previo, se deberian de realizar 2 operaciones

obligatorias:

La primera consistiria en ejecutar un desbroce perimetral interior de 5 metros de anchura
para crear una faja cortafuegos, eliminando completamente los restos vegetales que puedan generar
continuidad horizontal del fuego y comprometer el control de la quema. Los restos de la faja
remanentes se depositaran distribuidos por el rodal junto con los descepados. Esta operacion
preparatoria se programara para finales de enero, optimizando las condiciones de humedad del

material vegetal (ver Anejo 3).

La segunda operacion consistiria en la intervencion especializada del Equipo de Prevencion
Integral de Incendios Forestales (EPRIF) de Puerto del Pico durante la quema prescrita, siguiendo
los protocolos establecidos de seguridad y control. Para el rodal de 8,3 hectareas se necesitaria un
minimo de 4 motobombas equipadas con puntos de agua que garanticen un alcance operativo de
300 metros, supervision por capataz especializado en quemas prescritas, y 2 dotaciones completas

de bomberos forestales para ejecucion segura del encendido por fajas.

Como medida preventiva adicional, es obligatorio notificar al Equipo de Lucha contra
Incendios Forestales mas cercano la programacion de la quema, asegurando disponibilidad de

medios aéreos en caso de requerirse intervencion de emergencia ante eventualidades.

63



Preparacion del terreno: descepado y quema prescrita

Las condiciones ambientales requeridas para realizar la quema incluyen: humedad del
combustible fino muerto (HCFM) del 8-16%, velocidad del viento maxima de 10-15 km/h
(preferentemente constante y con direccidon oeste, acompanando a la pendiente), temperatura
ambiente de 5-15 °C, humedad relativa del 30-60%, suelo con humedad apropiada para evitar

propagacion descontrolada, y ausencia de nieve o hielo.

Respecto a este ultimo punto, en la FIGURA 22, tomada el 14/02/2025 mediante Sentinel,
se observa que la cantidad de nieve es muy baja: tan solo se alcanzaron 4 cm (y a altitudes de 2100
m.s.n.m.). Esto sugiere que la nieve no es un factor limitante, y que, de hecho, podria utilizarse

como linea natural de control.

FIGURA 22. Nieve en La Serrota el dia 14/04/2025. Fuente: Copernicus Browser.

La quema se ejecutaria mediante el sistema de fajas sucesivas, aplicando la técnica de quema en
cola (headfire) a favor de la pendiente, desde las cotas méas elevadas hacia las zonas de menor altitud. El
sistema seleccionado corresponde a una quema descendente escalonada, que consiste en quemar una
faja, asegurar completamente su extincion y control, y proceder secuencialmente a la faja
inmediatamente inferior. Esta técnica permite generar el maximo impacto sobre las formaciones de
piornal, reducirlas eficazmente a cenizas y eliminar el banco de semillas existente. Ademads, el inicio en
cotas elevadas minimiza el riesgo de descontrol y permite un mayor control del fuego, incrementando

la produccion de cenizas que favoreceria la germinacion posterior de P. rivas-martinezii.
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En la TABLA 9 se presenta un resumen de la ejecucion de la quema en base a las

caracteristicas del rodal:

TABLA 9. Resumen de las caracteristicas del rodal y las elecciones de la quema prescrita.

Caracteristica Detalle de la caracteristica
Ubicacion La Serrota, Avila
Epoca de ejecucién Febrero
Altitud aproximada 1750 m.s.n.m.

Vegetacion predominante  Piornal
Modelo de combustible Modelo 5

Eleccién de la quema
Fajas sucesivas, de este (cota mas alta) a oeste (cota mas baja), a favor de
pendiente, pero con control desde arriba hacia abajo
Ancho de fajas Variable (1 a 20 metros)
Faja perimetral 5 metros

Sistema de quema

El procedimiento se iniciaria en el sector este del rodal, donde se localizan las crestas
topograficas mas elevadas. Las fajas presentarian una anchura progresivamente creciente: 1-3
metros las iniciales, 5-10 metros las intermedias, y 15-20 metros las finales, variando la anchura
segun la pendiente, la acumulacién de combustible y la maniobrabilidad del personal (ver Anejo

7, Plano 3).
El protocolo técnico comprende cinco fases secuenciales:

— Primero, el encendido de la faja superior mediante antorcha de goteo, generando una
quema suave y lenta, con vigilancia lateral y por retaguardia.

— Segundo, el aseguramiento de la faja quemada, esperando la extincion de puntos calientes
y verificando que el frente esté completamente frio.

— Tercero, la ejecucion de la faja inferior con superposicion parcial, aprovechando la zona
quemada como cortafuegos natural. Las lineas de fuego se encenderian desde el centro
hacia los flancos (viento cruzado) o de extremo a extremo (viento constante).

— Cuarto, la repeticion sistematica del proceso, incrementando progresivamente la anchura
de las fajas conforme disminuye el riesgo.

— Quinto, la finalizacion en el sector oeste asegurando el contacto con la faja perimetral,
manteniendo la vigilancia de puntos calientes durante un minimo 24 de horas y

disponiendo retenes ante prevision de viento.
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Para garantizar la seguridad operativa se deberian posicionar dos motobombas en el sector
este (subsectores noreste y sureste), accediendo por los prados circundantes, para humedecer las
fajas e impedir la propagacion. Las dos restantes se ubicarian en pastizales de los sectores norte y
sur. Una vez completado el humedecimiento del sector este, una motobomba se trasladaria al sector
oeste para dar fin a la quema prescrita. Se establecerian 2 posiciones clave para el personal de
bomberos en el sector este, incluyendo el claro natural y las formaciones rocosas por seguridad. En

el norte y sur se dispondrian 2 efectivos mas, para evitar la dispersion del fuego. El coste asociado

a esta operacion se estima en 10.674,76 € (ver Anejo 6)

Respecto al plan de contingencia, durante la quema prescrita podrian presentarse multiples

situaciones que requieren protocolos de actuacion especificos previamente establecidos. En la

TABLA 10se muestran las actuaciones a realizar en caso de accidente:

TABLA 10. Plan de contingencia de la quema prescrita.

Situacion

Consecuencia

Actuacion

Salto de llama fuera de la faja
prevista

Propagacion no deseada hacia
monte sin tratar

Activar equipo de retén mas
cercano y avisar a ELIF

Cambio repentino del viento

Descontrol del frente o flancos
de fuego

Parar incendio, establecer
nuevas lineas de control y
redirigir recursos a flancos
afectados

Encendido multiple
descoordinado

Fusion de frentes, aumento de
intensidad

Detener encendidos, identificar
causa, reposicionar personal

Herida, desorientacion o
atrapamiento de un operario

Riesgo humano

Comunicar por radio, parar
operaciones si hay riesgo vital,
protocolo evacuacion y 112

Fallo en comunicaciones o
pérdida de sefial

Pérdida de coordinacion

Establecer puntos de contacto
visual, interrumpir ignicién
hasta restablecer comunicacion,
silbatos, banderas y gestos
pactados

Inicio de conveccion fuerte o
columna convectiva inestable

Generacion de fuego erratico

Parar ignicion, retirarse a zona
segura, no reanudar hasta
retomar estabilidad térmica y el
comportamiento del fuego sea
normal. De ser necesario, avisar
a ELIF, en caso extremo de
riesgo.
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En caso de descontrol de la quema prescrita, presencia de pavesas o posible evolucion hacia
incendio forestal masivo, se movilizaria inmediatamente a la ELIF mas cercana (previamente
notificada de la quema prescrita), correspondiente al Barco de Avila, con el operativo en
helicoptero "LY-A3". La ELIF procederia al montaje del bambi para iniciar descargas de agua
sobre la zona afectada con objeto de reducir la altura de llama. Simultaneamente, el operativo
terrestre se encargaria de extinguir las llamas mediante batefuegos, con apoyo de las motobombas

ya desplegadas en la zona para la quema prescrita.

Para la localizacion de puntos de agua mas cercanos donde la ELIF podria obtener agua
para extinguir cualquier incendio hipotético, se recurre a la cartografia de recursos hidricos
préximos al rodal. En caso de que el piloto del helicoptero considere preferible cargar en zonas con
aguas estancadas, se recurriria a embalses cercanos o, en situaciones extremas, a piscinas de la

zona, tanto publicas como privadas (ver Anejo 7, Plano 4).

5.3. Plantacion del rodal

La estrategia de plantacion de P. rivas-martinezii mediante dispersion de semillas requiere
una planificacion temporal que optimice las condiciones edafoclimdticas post-intervencion. La
secuencia metodologica inicialmente contemplada incluia la dispersion de semillas antes de la
ejecucion de la quema prescrita, en base a las caracteristicas pirofitas de la especie. No obstante, la
consulta al equipo de botanicos expertos en la especie desaconsejo esta estrategia. La
incompatibilidad fundamental radica en la necesidad de introducir maquinaria pesada para la
extraccion de restos vegetales carbonizados tras la quema prescrita, pues esta operacion
comprometeria gravemente la viabilidad de las semillas previamente dispersadas por enterramiento

excesivo o dafio mecanico directo (ver Anejo 4).

Toda vez que las investigaciones desarrolladas por ME Amat (2014) evidencian que la
presencia de cenizas en el sustrato constituye el factor determinante para el incremento de las tasas
de germinacidén en esta especie, superando significativamente el efecto de las temperaturas
elevadas asociadas al paso del fuego, y habida cuenta la limitada disponibilidad de material seminal
de P. rivas-martinezii y su elevado coste de obtencion, se concluye que la dispersion debe

ejecutarse exclusivamente cuando se garanticen las condiciones Optimas de germinacion. La
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implementacion de la plantacion deberia, pues, ejecutarse tras la completa eliminacion de los restos

vegetales carbonizados y la estabilizacion del sustrato enriquecido con cenizas.

Establecida la secuencia mas adecuada, la estrategia de plantacion requiere de una
planificacion en relacion al aprovisionamiento de semillas de P. rivas-martinezii. Este
aprovisionamiento se realizara mediante recolecciones directas de las poblaciones naturales
existentes. La densidad de siembra establecida se fija en 500 semillas por metro cuadrado,

considerando el peso medio unitario de 0,15 mg por semilla documentado para la especie.

Bajo estos parametros técnicos, la superficie total del rodal (7,37 hectéareas en el interior del
vallado) requiere un volumen total de 5,52 kilogramos de semillas. La planificacion contempla el
acopio de 6 kilogramos de material seminal, estableciendo un margen de seguridad del 8,7% para
compensar posibles pérdidas asociadas a problemas de germinacién, predacion por aves o marras

post-establecimiento.

La estrategia de obtencion priorizara la diversificacion del origen genético mediante la
incorporacién de semillas procedentes de las diferentes poblaciones conocidas de la especie. Esta
aproximacion se fundamenta en las divergencias genéticas documentadas entre las poblaciones de
Gredos y La Serrota (Jiménez-Mejias 2015), que sugieren la existencia de variabilidad
intraespecifica con potencial adaptativo diferencial. La hibridacién de genotipos procedentes de
poblaciones espacialmente separadas podria implicar una mejora en la diversidad genética efectiva
y potenciar la resistencia frente a factores de estrés, compensando los niveles de consanguinidad

documentados en las poblaciones naturales derivados de la reproduccion clonal predominante.

La ejecucion de la plantacion se programaria durante la transicion de febrero a marzo,
estableciendo una ventana temporal flexible que permitiria la adaptacion a las condiciones
meteoroldgicas especificas y la finalizacion de las operaciones de quema prescrita (ver Anejo 3).
En circunstancias excepcionales que requieran demoras en la ejecucion de la quema, se podria
extender el plazo hasta finales de marzo, priorizando la evitacion de periodos de heladas tardias

que comprometan la viabilidad del material seminal.
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Para la dispersion de semillas, en base a la superficie a cubrir y cantidad a dispersar, se
propone el uso de drones (UAVs) especializados en aplicaciones agrondmicas (ver Anejo 4), que
garantizarian la distribucion homogénea del material seminal sobre la totalidad de la superficie del
rodal. Los parametros técnicos de vuelo se establecen en un rango altitudinal de 5 a 15 metros sobre
el nivel del suelo, con una velocidad de desplazamiento controlada entre 4 y 6 metros por segundo
para optimizar la uniformidad de la dispersion. El sistema de navegacion GPS de alta precision
implementado en este tipo de acronaves deberia permitir la cobertura sistematica de la superficie
sin generar solapamientos o areas deficitarias en la densidad de siembra. La planificacién de vuelo
deberia incluir la delimitacion de un camino de acceso interno que facilite las operaciones de
seguimiento y mantenimiento posteriores, excluyendo especificamente esta area de la dispersion
de semillas. La normativa sobre las condiciones operativas y los requerimientos ambientales de la

plantacion se recoge en el Anejo 5.

Tras la dispersion de las semillas, pese a que las condiciones climatoldgicas de la zona son
favorables (con amplitudes térmicas significativas y precipitaciones elevadas que pueden alcanzar
los 932,2 milimetros anuales segin los datos climaticos registrados, ver Anejo 2), resulta
aconsejable contar con un sistema de riego post-siembra complementario mediante tractor

equipado con depdsito de agua y sistema de aspersion (ver Anejo 4).

La disponibilidad de recursos hidricos para la recarga del depdsito del tractor estaria
garantizada por la proximidad de multiples cursos de agua semi-permanentes. En concreto, el Arroyo
del Toro, ubicado a 500 metros del rodal mediante acceso directo por el camino existente, constituiria
la fuente de abastecimiento primaria. No obstante, el Arroyo Gil (a 3 kilometros de distancia) y el rio
Alberche (4 kilémetros del rodal) serian alternativas viables, y la segunda constituye una opcion de

reserva con caudal garantizado durante todo el afo (ver Anejo 7 — Plano 4).

La infraestructura de acceso interno proyectada facilitaria las operaciones de riego mediante
la creacion de un camino central que parta del limite occidental del rodal, optimizando asi la
maniobrabilidad del tractor equipado con el sistema de riego y garantizando el acceso para las

operaciones de seguimiento y mantenimiento posteriores.

Los costes totales de todas las operaciones relacionadas con la plantacion de P. rivas-

martinezii en el rodal se estiman en 5.280,39 € (ver Anejo 6).

69



Polinizacion del rodal

5.4. Polinizacion del rodal

La implementacion de estrategias de polinizacion asistida constituye una medida técnica
fundamental para lograr el éxito reproductivo de P. rivas-martinezii, considerando las severas

limitaciones de calidad y cantidad de polen que caracterizan a esta especie endémica (ME Amat

2013a).

Conforme a lo indicado en el apartado 1.3.2.2, el andlisis de los patrones de visitacion floral
realizados en poblaciones naturales sugiere que los taxones del orden Coleoptera constituyen los
vectores de polinizacion mds frecuentes para P. rivas-martinezii, registrandose las mayores tasas
de contacto antera-estigma en representantes de diversas familias de escarabajos, seguidos por las
abejas. Esto justifica la necesidad de implementar medidas de conservacion que favorezcan el
establecimiento y mantenimiento de poblaciones viables de estos insectos polinizadores en el area

de intervencion.

La estrategia de polinizacion asistida contempla la instalacion de doce hoteles de insectos
distribuidos estratégicamente en el perimetro del rodal, priorizando las zonas de mayor
accesibilidad para optimizar la colonizacién por parte de coledpteros y otros polinizadores
autdctonos. Paralelamente, se implementara un programa de polinizacion complementaria
mediante seis colonias de Apis mellifera instaladas temporalmente conforme a un acuerdo de
colaboracion con un apicultor local. Las colonias se ubicarian estratégicamente para maximizar la
cobertura espacial del rodal, evitando el transito de maquinaria sobre las areas ocupadas por P.

rivas-martinezii.

El protocolo temporal establece la instalacion de las colonias durante julio, coincidiendo
con el inicio de la floracidn, y su retirada en septiembre, al finalizar la antesis. Esta sincronizacion
maximiza la eficiencia de la polinizacién entomofila durante el periodo critico de receptividad
estigmatica. El apicultor lograria mayor cantidad de miel mediante este alquiler temporal, y
recibiria la compensacion econémica de realizar el traslado. Los costes asociados al traslado de las

colmenas se estiman en 200 euros anuales.

En total, los costes de la instalacion de hoteles de insectos y de las colmenas durante 5 afios

ascenderian a 1.347,04 € (ver Anejo 6).
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5.5. Vallado del rodal para evitar la herbivoria

La presion de pastoreo por parte de ungulados silvestres ha sido identificada como uno de
los principales factores limitantes para la supervivencia de esta especie en peligro critico de
extincion (apartado 1.3.2.4), por lo que resulta imprescindible adoptar medidas de exclusion fisica
que garanticen condiciones apropiadas para el desarrollo vegetativo de las poblaciones de P. rivas-

martinezii.

El vallado cinegético propuesto presenta caracteristicas técnicas optimizadas para
ecosistemas montanos mediterrdneos, con una altura de 1,6-2 metros que impide el salto de
ungulados de gran tamafio y una malla de 5x5 centimetros que previene el paso de individuos
adultos y crias. El material se ha seleccionado para ofrecer flexibilidad y resistencia frente a
embestidas y roces constantes, adaptacion a terrenos irregulares con pendientes del 30%, y
minimizacion del impacto visual y medioambiental. La instalacion modular garantiza su completa
reversibilidad, un aspecto especialmente relevante en espacios de la Red Natura 2000. El disefio
mantiene la compatibilidad con fauna no objetivo, preservando la conectividad ecologica para
pequetios mamiferos, reptiles e insectos, fundamental para la funcionalidad ecosistémica del area

intervenida.

La instalacion se realizaria en el interior del rodal, manteniendo una distancia de 5 metros
respecto al perimetro para crear una linea de separacion exterior que facilite las labores de desbroce
periodico necesarias para prevenir la invasion del piornal hacia el area de conservacion de P. rivas-

martinezii. Se iniciaria en el mes de febrero y finalizaria en marzo (ver Anejo 3).

El procedimiento técnico de instalacidon comenzaria con un reconocimiento topografico del
perimetro del rodal y su entorno inmediato y con la limpieza del trazado. Los andlisis altimétricos
confirman una pendiente media del 30,97% y minima del 5,25%, datos que determinan las
especificaciones técnicas del sistema de anclaje y la separacion entre postes. La limpieza consistiria
en la eliminaciéon de maleza, ramas y piedras del perimetro para facilitar las operaciones
posteriores. El eje del vallado se marcaria utilizando cinta de sefializacion para garantizar la

precision del trazado y la uniformidad de la instalacion.
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Conforme a las especificaciones técnicas del vallado antes mencionadas, adaptadas tanto
los requerimientos de exclusion de herbivoros como a las condiciones topograficas y climaticas del
emplazamiento, la altura minima de 1,60 metros requiere de una longitud total de postes de 1,80
metros. Se incluye una seccion enterrada de 0,20 metros para la estabilidad estructural. La malla

seleccionada de 5x5 centimetros seria de hilo de acero galvanizado de 1,8 milimetros de grosor.

La colocacion de postes requiere de la perforacion de agujeros utilizando barrena manual o
mecanica, segun las condiciones de accesibilidad del terreno (ver Anejo 4). Los postes se instalan
y nivelan utilizando nivel de burbuja o mira telescopica para garantizar la verticalidad. Los postes
intermedios se entierran a 60 centimetros utilizando tacos de madera o hierro como apoyo lateral
en terrenos rocosos para optimizar costes. En terrenos inclinados, los postes se colocan con
inclinacion contraria a la pendiente para mantener la verticalidad de la malla y garantizar la
efectividad del sistema. Los postes tubulares de acero galvanizado presentan didmetro de 48
milimetros, espesor de chapa igual o superior a 2 milimetros y longitud total de 2,5 metros, con 0,6
metros enterrados. La separacion entre postes se establece entre 3 y 5 metros en terreno llano,

reduciéndose a 2-3 metros en pendientes para garantizar la estabilidad estructural.

El cimentado también es de crucial importancia para garantizar dicha estabilidad
estructural. El sistema de cimentacion propuesto ha sido diferenciado segtn la funcion especifica
de cada tipo de poste. Los postes de esquina y tension requieren pozos de dimensiones 40x40x60
centimetros rellenados con hormigéon HA-25 o similar, estableciéndose un tiempo de fraguado
minimo de 7 dias antes de proceder al tensado de la malla. Los anclajes utilizan cables de acero

inoxidable con tensores de tornillo cada 25 metros para mantener la tension apropiada de la malla.

El tensado de cables y colocacion de malla constituye una fase critica del proceso de
instalacion. Se instalan cables horizontales en posiciones superior, central e inferior como refuerzo
estructural del sistema. La malla se enrolla y fija utilizando grapas de acero inoxidable instaladas
cada 30-50 centimetros, manteniendo algunos centimetros de holgura en la base para prevenir

roturas causadas por movimientos del terreno.

Los elementos complementarios incluyen puertas de paso para mantenimiento, con una
anchura de 4 metros (para permitir el acceso tanto del personal encargado del seguimiento del plan

de conservacion como de maquinaria) y equipadas con sistema de cierre mediante candado. Los
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carteles informativos indicarian claramente que se trata de un vallado de proteccion de flora
amenazada, con prohibicidn del paso, cumpliendo con los requerimientos de informacién publica

establecidos para este tipo de actuaciones.

En relacion con los tiempos de ejecucion, dependeran del nimero de operarios. Teniendo
en cuenta que el vallado cubre un perimetro de 1846 m, las estimaciones se recogen en la TABLA
11. Se ha considerado que en terrenos accidentados con pendientes del 30%, los tiempos de
instalacion se incrementan hasta un 30% respecto a terrenos llanos, debido a las dificultades

inherentes al acceso y transporte de materiales en condiciones topograficas complejas.

TABLA 11. Resumen de los tiempos de operacion.

Cantidad de operarios Tiempo/100 m Tiempo instalacion completa
2 operarios 1 dia 19 dias
3-4 operarios 0,7 dias 14 dias

Para optimizar la duracion de la instalacion, se aconseja emplear equipos de 3-4 operarios,
reduciendo el tiempo total a 14 dias laborables (ver Anejo 3). Esta estimacion incluye posibles
paradas técnicas requeridas por condiciones meteorologicas adversas, como lluvia intensa o viento
fuerte, que impidan el desarrollo seguro de los trabajos, estableciéndose una jornada laboral de 8

horas. El coste total del vallado se estima en 22.488,65 € (ver Angjo 6).

5.6. Plan de seguimiento

La implementacion de cualquier plan de conservacion de especies amenazadas requiere del
establecimiento de un protocolo de seguimiento riguroso que permita evaluar el grado de
consecucion de los objetivos planteados y detectar prematuramente posibles desviaciones que

comprometan la viabilidad del proyecto.

En el caso especifico de P. rivas-martinezii, es preciso desarrollar un sistema de
monitorizacion que trascienda el mero seguimiento de supervivencia, incorporando evaluaciones
reproductivas y ecoldgicas que proporcionen informacion para la optimizacion de estrategias de

conservacion futuras.

73



Plan de seguimiento

El protocolo de seguimiento propuesto contempla un horizonte temporal de cinco afios,
periodo minimo necesario para evaluar el establecimiento definitivo de la poblacién y obtener datos
representativos sobre el comportamiento demografico de la especie bajo condiciones de manejo

antropogénico. El coste total de estas operaciones, durante los 5 afios, se estima en 37.639,03 €

(ver Anejo 6).
5.6.1. Reposicion de marras y control de nascencia

La evaluacion inicial del establecimiento poblacional se ejecutaria durante marzo-abril del
primer afio post-plantacion, coincidiendo con la emergencia de la parte aérea tras la dormancia
invernal. Esta evaluacion comprenderia dos componentes metodologicos complementarios:
analisis visual directo mediante cuadrillas forestales especializadas y evaluacion mediante sistemas

de teledeteccion.

Las cuadrillas forestales identificarian y cuantificarian los fallos de nascencia mediante
transectos sistematicos con cobertura representativa del area de intervencion. En zonas con fallos
significativos, se procederia a resiembra manual, a fin de permitir un control preciso de la
profundidad de siembra y reducir la predacion aviar, factor critico durante la transicion inverno-

primaveral (ver Anejo 3).

Paralelamente, se implementaria un sistema de monitorizacion mediante vuelos de drones
multiespectrales o RGB, cuyos datos se cotejarian con los obtenidos por las cuadrillas. La
validacion de este enfoque permitiria la obtencion de indices de verdor (NDVI), la evaluacion
cuantitativa de tasas de nascencia y el andlisis de cobertura vegetal con resolucion espacial y
temporal superior a los métodos tradicionales, pudiendo aplicarse a la monitorizacién de otras

poblaciones.
5.6.2. Desbroces perimetrales periodicos

El mantenimiento de las fajas perimetrales mediante desbroce mecéanico periddico
constituye la estrategia de contencion mas efectiva a corto plazo para prevenir la expansion del
piornal hacia el interior del rodal protegido. Si bien el desbroce no eliminaria completamente las
plantas, su aplicacion sistematica reduciria significativamente la biomasa aérea, prevendria la

floracion y la subsecuente produccion de semillas, creando una zona tampdén que limitaria la
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expansion hacia el area de conservacion. Desde un punto de vista operativo, la estrategia de
desbroce perimetral también facilitaria el acceso para las actividades de seguimiento y la vigilancia

periddica del sistema de vallado.

El protocolo propuesto establece un régimen de desbroces con frecuencia trimestral a
cuatrimestral (ver Anejo 3), ejecutando un minimo de tres intervenciones anuales adaptadas a las
condiciones climaticas locales (ver Anejo 2). La distribucion temporal comprende una intervencion
en primavera temprana (marzo-abril) previa a la floracidon, una segunda intervencion estival (julio-
agosto) orientada al control de rebrotes, y una tercera intervencion otofial (octubre) para la
eliminacion de brotes post-estivales y la reduccién de biomasa previa al periodo invernal. Este
régimen de desbroces persigue el agotamiento progresivo de la capacidad de rebrote y la

prevencion de eventos reproductivos.

La metodologia de desbroce seria exclusivamente mecanizada, mediante el alquiler de
desbrozadoras de cadenas con especificaciones técnicas similares a las empleadas en el desbroce
inicial previo a la quema prescrita (ver Anejo 4). El corte se ejecutaria a ras de suelo, evitando la
formacion de cepas altas que faciliten el rebrote posterior. El mantenimiento de este régimen se
deberia extender durante un periodo minimo de cinco afios consecutivos para disminuir la

viabilidad del piornal en la faja perimetral.

5.6.3. Eliminacion de rebrote del piornal en la zona protegida

El manejo de la competencia interespecifica ejercida por C. oromediterraneus constituye
un aspecto critico del plan de seguimiento. La capacidad de colonizacién rapida de zonas abiertas
que presenta el piorno, especialmente en areas de media montaia con suelos siliceos y climas
hiimedos o subhtimedos, combinada con su mecanismo de expansion basado en la produccion
masiva de semillas viables durante periodos superiores a diez afios, configura un escenario de

recolonizacion progresiva que puede comprometer gravemente los objetivos de conservacion.

El protocolo de control se fundamenta en la implementacion de desbroces manuales
ejecutados por cuadrillas forestales especializadas, distribuyendo las intervenciones en dos

periodos principales: durante la primavera (mayo) y a la transicidon verano-otofio (septiembre). Esta
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distribucion temporal responde a la fenologia especifica del piorno y busca optimizar la efectividad

de las intervenciones al actuar sobre los momentos de mayor vulnerabilidad de los rebrotes.

Adicionalmente, se realizardn labores complementarias de seguimiento, que se
desarrollaran durante los periodos establecidos para el monitoreo general (15 de abril al 1 de julio

y del 12 de julio al 10 de septiembre, ver Anejo 3). Estas labores de seguimiento incluyen:

— Muestreos cuantitativos de rebrotes mediante evaluacion de densidad, altura y cobertura.
— Registro de la aparicion de nuevas plantulas procedentes de reproduccion sexual.
— Evaluacion del estado fenologico de C. oromediterraneus en el momento de ejecutar las

operaciones de eliminacion de rebrotes.

5.6.4. Mantenimiento del vallado perimetral

La preservacion de la integridad estructural del sistema de vallado constituye otro
componente critico del plan de seguimiento, puesto que el fracaso en el control de la herbivoria es

uno de los factores de mayor riesgo para el éxito del proyecto.

El protocolo de mantenimiento contempla un programa de inspecciones periodicas, durante
un periodo minimo de cinco aflos, con intervenciones de verificacion del estado general del vallado
(deteccion de roturas, evaluacion de la estabilidad de postes, y analisis del estado de los elementos
tensores). Las reparaciones puntuales comprenderian la sustitucion de malla dafada, la reposicion

de elementos tensores defectuosos, y el reajuste de cables de tension.

La responsabilidad de las inspecciones recaeria en los agentes medioambientales de la zona,
quienes mantendran intervalos de inspeccion no superiores a un mes, garantizando asi la deteccion
temprana de posibles dafios antes de que comprometa la efectividad del sistema de proteccion. El
protocolo de inspeccidn requiere un recorrido completo de la faja exterior, con particular atencion
a la identificacion de dafios susceptibles de permitir el paso de herbivoros, cuya deteccion debera

ser comunicada inmediatamente para su reparacion urgente.
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5.6.5. Recogida de semillas

La recoleccion sistematica de frutos durante el mes de septiembre constituye una actividad
fundamental para garantizar la disponibilidad de material reproductivo destinado a futuras
iniciativas de conservacion de P. rivas-martinezii. La importancia estratégica de esta actividad
radica en la necesidad de establecer reservorios de semillas que permitan la implementacion de
planes de conservacion a corto plazo, incluyendo repoblaciones en dareas actualmente no

colonizadas por la especie.

La estrategia de recoleccion priorizara los especimenes localizados en las areas centrales
del rodal, particularmente aquellos situados en las proximidades de las colmenas, donde se espera
obtener frutos de mejor calidad y cantidad por la optimizacioén de la polinizacion. Esta seleccion
espacial responde también a criterios de practicidad, ya que los especimenes centrales tienen menor

probabilidad de contribuir a la colonizacion de areas exteriores al rodal mediante dispersion natural.

El protocolo operativo requiere de la participacion de varias cuadrillas forestales, con una
duraciéon minima de diez dias dedicados exclusivamente a la recoleccion, ampliandose el plazo
planificado a quince dias para incorporar las fases de separacion de semillas y procesamiento del
material vegetal (ver Anejo 3). La ventana temporal 6ptima para la ejecucion de esta actividad
coincide con el mes de septiembre, periodo en el cual P. rivas-martinezii completa su ciclo

reproductivo tras la floracion estival y procede a la maduracion de frutos.

El material recolectado sera sometido a procesos de caracterizacién y almacenamiento, a
fin de garantizar la viabilidad del material genético y su disponibilidad para futuras aplicaciones

en programas de conservacion.
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El presente estudio, si bien proporciona avances en el conocimiento de P. rivas-martinezii,
presenta limitaciones que deben considerarse para futuras investigaciones. En el ambito de la
caracterizacion fitoquimica, el andlisis se restringido a dos poblaciones y empled Unicamente
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, lo que limita la detecciéon de
compuestos polares y de alto peso molecular. Estudios futuros deberian incorporar técnicas
analiticas complementarias como HPLC-MS/MS y espectroscopia de RMN para obtener un perfil
fitoquimico mas exhaustivo, asi como evaluar la variabilidad estacional y ontogenética en la
produccion de metabolitos secundarios. Asimismo, seria valioso establecer correlaciones entre la
composicion quimica y las funciones ecoldgicas especificas de estos compuestos, incluyendo

estudios de expresion génica de las rutas biosintéticas identificadas.

Respecto a la evaluacion de la actividad antioomicética, aunque los resultados obtenidos
frente a P. plurivora son prometedores, la investigacion se limitd a una sola especie patogena.
Futuras investigaciones deberian ampliar el espectro de patogenos evaluados, incluyendo otras
especies de Phytophthora, Pythium y hongos fitopatdgenos relevantes en ecosistemas
mediterraneos. Es fundamental desarrollar estudios de fraccionamiento bioguiado para identificar
y aislar los principios activos responsables de la actividad observada, asi como evaluar posibles
efectos sinérgicos entre compuestos. Adicionalmente, se requieren ensayos de campo para validar
la eficacia de los extractos en condiciones naturales y estudios de formulacion para optimizar la

estabilidad y biodisponibilidad de los compuestos bioactivos.

En cuanto al analisis metagendmico, presenta ciertas limitaciones que deben considerarse.
El tamafio de muestra relativamente pequefio (4 individuos) y la ausencia de muestreos estacionales
limitan la capacidad de generalizacion de los resultados. Estudios futuros deberian incluir un mayor
numero de individuos y poblaciones, asi como la realizacion de muestreos a lo largo de varios
momentos en el ciclo vital de la especie, de cara a maximizar el esfuerzo muestral para caracterizar
la mayor cantidad de diversidad microbiana posible. Ademads, la realizacion de estudios de
metagendémica dirigida o transcriptdmica para caracterizar los procesos metabdlicos activos y

grupos de comunidades funcionales en estas comunidades, permitiria una mejor comprension de
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los procesos y rutas metabolicas que modelan el reclutamiento y la asociacion de determinados
microorganismos al huésped vegetal en cuestion. Seria recomendable implementar experimentos
de inoculacién controlada para evaluar el potencial de los microorganismos identificados a partir
de andlisis metagenémicos como promotores del crecimiento vegetal o agentes de biocontrol,
especialmente aquellos que constituyen un "core" central reclutado y/o seleccionado a partir de la
actividad metabolica del huésped, considerando las aplicaciones potenciales para programas de

restauracion ecologica de poblaciones de P. rivas-martinezii.

Finalmente, el plan de conservacion propuesto, aunque técnicamente fundamentado,
constituye una aproximacion tedrica que requiere validacion empirica. Las proyecciones de éxito
se basan en evidencia cientifica previa, pero la implementacion real podria revelar desafios no
anticipados relacionados con la dindmica poblacional, las interacciones bidticas y los factores
estocasticos. Investigaciones futuras deberian incluir modelos de viabilidad poblacional que
incorporen escenarios de cambio climatico, asi como andlisis de conectividad genética entre
poblaciones para optimizar las estrategias de translocacion y manejo. Seria especialmente valioso
desarrollar protocolos de propagacion ex situ y técnicas de mejora de la germinacion que
complementen las estrategias de conservacion in situ propuestas, integrando los conocimientos
fitoquimicos y microbioldgicos obtenidos en este estudio para maximizar las probabilidades de

¢éxito de las intervenciones de conservacion.
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La caracterizacion fitoquimica de Pseudomisopates rivas-martinezii mediante GC-MS ha
revelado un perfil quimico distintivo dominado por derivados de aminoacidos aromaticos e
imidazolicos. La convergencia quimica observada en los extractos radiculares de ambas
poblaciones, contrastada con la divergencia en la parte aérea, sugiere diferentes presiones selectivas
actuando sobre estos 6rganos. Mientras que los compuestos radiculares, principalmente 1H-
imidazol-1-metil-4-nitro, formamida N-metil y 3-metoxi-1H-pirazol-5-ilacetamida, parecen
conservarse entre poblaciones posiblemente por su funcion en las interacciones suelo-raiz, la parte
aérea muestra especializacion quimica interpoblacional. Los especimenes de La Serrota presentan
mayor abundancia de derivados fendlicos, mientras que los de Gredos muestran predominio de
compuestos heterociclicos nitrogenados, lo que podria reflejar adaptaciones locales a diferentes

condiciones microclimaticas.

El andlisis de actividad antioomicética ha demostrado que los extractos hidrometanolicos
de la parte aérea presentan mayor efectividad que los extractos hidroamoniacales del rizoma, con
concentraciones minimas inhibitorias de 110 pg/mL frente a Phytophthora plurivora. Esta
actividad resulta comparable a la de fungicidas sintéticos convencionales y superior a numerosos
productos naturales evaluados en condiciones similares. Los ensayos ex situ en tallos de aliso
confirmaron la eficacia protectora del extracto, aunque requirieron concentraciones diez veces
superiores a la CMI para lograr proteccion completa. Estos resultados sugieren un potencial de
valorizacion de la especie como fuente de compuestos bioactivos, aunque serian necesarios

estudios de espectro mas amplio para evaluar su aplicabilidad practica.

La caracterizacion del microbioma rizosférico ha revelado comunidades microbianas
diversas tanto flingicas como bacterianas asociadas a P. rivas-martinezii. Los valores de diversidad
de Shannon superiores a 6 para hongos y 9 para bacterias indican comunidades altamente diversas,
dominadas por Ascomycetes y Actinobacteriota respectivamente. La ausencia de patdgenos
clasicos del suelo como Verticillium, Phoma o Fusarium en frecuencias elevadas sugiere que los
suelos rizosféricos no presentan sintomas de agotamiento microbioldgico. Los andlisis de
componentes principales evidencian que tanto el genotipo individual como la localizacion

geografica influyen en la composicion microbiana, observandose mayor homogeneidad en las
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comunidades de Gredos frente a la diferenciacion individual detectada en La Serrota. Esta

variabilidad podria estar relacionada con el diferente estado de conservacion de ambas poblaciones.

El plan de conservacion desarrollado integra estos hallazgos con el conocimiento previo
sobre la biologia de la especie para proponer una estrategia técnica fundamentada. La seleccion de
La Serrota como ubicacién del rodal de conservacion se justifica tanto por el mejor estado de sus
poblaciones naturales como por los resultados fitoquimicos que muestran mayor diversidad de
compuestos bioactivos en esta localizacion. La propuesta de quema controlada como método de
preparacion del terreno se basa en la evidencia previa de que las cenizas favorecen la germinacion
de la especie, complementando asi las limitadas tasas de nascencia natural. El disefio del vallado y
el programa de seguimiento responden a los principales factores limitantes identificados:

herbivoria y competencia con el piornal.

La supervivencia a largo plazo de P. rivas-martinezii dependera de la implementacion de
estrategias de conservacion activa que aborden simultdneamente sus multiples vulnerabilidades.
Los resultados de este trabajo proporcionan una base cientifica mas sélida para estas
intervenciones, aunque la efectividad de las medidas propuestas requerira validacion a través de su
implementacidon y seguimiento adaptativo. La caracterizacion realizada también abre nuevas
perspectivas de investigacion, particularmente en la evaluacion del potencial biotecnoldgico de la
especie y en el estudio de las interacciones planta-microbioma como factores determinantes de su

establecimiento y supervivencia en diferentes condiciones ambientales.
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ANEXOS

ANEXO I: DETALLES DE LA CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE GC-MS

TABLA Al. Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de raices de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de La Serrota, con
las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

RT Area

(min) (%) Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
13.3370 65.5093 Acetic acid, trifluoro- 90
7.1168  3.1597 1H-Imidazole, 1-methyl-4-nitro- 42
3.2589  1.8200 Cyclotrisiloxane, hexamethyl- 83
3.1224  1.7308 Formamide, N-methyl- 59
6.8853 1.6124 3-Methoxy-1H-pyrazol-5-ylacetamide 53
4.6181 1.4150 2-(4-Fluorophenyl) indole 50
6.7251  1.3870 Arsenous acid, tris(trimethylsilyl) ester 78 Arsenous acid
7.4967  1.1451 Di(1-methylcyclobutyl) ether 37
8.6006  1.0509 Catechol 78
8.2801  1.0261 3-Quinuclidinol 32
9.8174  0.9737 (Butylamino)acetonitrile 14
42441 09155 Hydrazine, 1,2-dimethyl- 30
5.1997  0.8816 Cyclotetrasiloxane, octamethyl- 30
34251  0.8458 Butanoic acid 38
9.6690  0.8365 2-Propenoic acid, 2-methyl-, 1,2-ethanediylbis(oxy-2,1-cthanediyl) ester 35
7.6213  0.7674 Cyclopentasiloxane, decamethyl- 42
8.7787  0.6754 (S)-(+)-3-Methyl-1-pentanol 38
8.1318 0.6514 3,3-Dimethyl-2,4-pentane dione 43
8.3336  0.4914 3,4-Methylpropylsuccinimide 72
7.2593  0.4586 2H-Pyran-2-one, tetrahydro-5,6-dimethyl-, trans- 38
9.3900  0.3965 2,6,10,14-Tetramethyl-7-(3-methylpent-4-enylidene) pentadecane 50
8.6897  0.3632 Ethyl trifluoromethanesulfonate 11
6.9210  0.3589 4-Heptanone 52
3.7693  0.3313 1-Butene, 3-methyl-3-(1-ethoxyethoxy) 27
7.7756  0.3014 Trideca-1,7,11-triene-1,1-dicarbonitrile, 4,8,12-trimethyl- 22
3.5794  0.2936 3-Nitropropanoic acid 22
15.3135 0.2657 4-Cyclopentene-1,2,3-trione, 4,5-dihydroxy- 43
7.3246  0.2543 Ornithine 16
14.4351 0.2539 B-D-Glucopyranose, 1,6-anhydro- 86
6.5530  0.2417 2-Cyclopentene-1-carboxylic acid, 1-methyl- 30
16.3640 0.2336 1-Methyl-1-ethyl-1-silacyclobutane 52 Silane cyclization product
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ANEXO I: DETALLES DE LA CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE GC-MS

TABLA Al (cont.). Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de raices de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de La
Serrota, con las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(Il;i]I;) 1?(;: )a Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
5.8526  0.2203 1-Methyl-4-cyclohexylaminocytosine 47
15.8417 0.2183 Phosphinic acid amide, diisopropyl-N-phenyl- 45
14.5775 0.2155 1,4-Butanediamine, 2,3-dimethoxy-N,N,N',N'-tetramethyl-, [S-(R* ,R*)]- 47
9.2179  0.1999 7,11-Dimethyldodeca-2,6,10-trien-1-ol 14
17.0169 0.1975 Octasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15-hexadecamethyl- 52
14.6547 0.1864 2-Amino-5-methyl-4-o0xo0-3,4-dihydropyrimidine 55
13.6634 0.1776 1-Bromo-11-iodoundecane 25
149514 0.1600 Tetrahydro-22-desoxy-tomatillidine 70
7.1940  0.1594 5-Methyl-1,3-cyclohexanedione 27
15.5568 0.1536 Pyrrolidine, 1,2-dedihydro-5-[3-acetoxy-1-butyl]-2-methylthio- 53
15.6102 0.1500 2,6,10-Dodecatrien-1-ol, 3,7,11-trimethyl- 53
15.0523  0.1405 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3-hexanone 27
20.0736  0.1393 Pyrimidine, 5-butyl-2-(4-pentylphenyl)- 47
14.2748 0.1238 Silane, [[4-[1,2-bis[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]-1,2-phenylene]bis(oxy)]bis[trimethyl- 38  4-(1,2-dihydroxyethyl)benzene-1,2-diol
14.1679 0.1211 Benzophenone, 2-(methylamino)-5-methyl- 25
3.6447  0.1211 Cyclohexanepropanol, a,2,2,6-tetramethyl- 38
14.8446 0.1195 Silacyclohexan-4-one, 1,1-dimethyl- 60 Silane cyclization product
15.7289 0.1076 Benzoisothiazole, 3-(2-methoxyethyl)amino-, 1,1-dioxide 45
23.4567 0.1029 N-[5-(3-Hydroxy-2-methylpropenyl)-1,3.,4,5-tetrahydrobenzo[ cd]indol-3-yl]-N-methylacetamide 91
16.6192  0.0946 Methyl 6,8-dodecadienyl ether 64
15.9960 0.0843 4H-Pyran-4-one, 5-hydroxy-2-methyl- 46
5.6805  0.0763 2-Pentenoic acid, 2-methyl- 22
17.5273  0.0760 Cyclodecasiloxane, eicosamethyl- 64
20.2160  0.0696 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 50
19.3020 0.0661 2-Hydrazino-6-methoxymethyl-4-methyl-nicotinonitrile 78
17.0881 0.0639 6-Octenoic acid, 3,7-dimethyl- 30
16.5361 0.0622 8-(2-Nitrophenoxy)octan-1-ol 41
5.9238  0.0619 2-Propenenitrile, 3-(phenylsulfonyl)- 25
16.2512  0.0608 3,7,11-Trimethyl-dodeca-2,6,10-trienoic acid 35
17.3730  0.0595 Tricyclo[3.3.1.1(3,7)]decane-1-acetamide, N-(2-methyl-4-oxazolo[4,5-b]pyridin-2-ylphenyl)- 38
19.6700 0.0581 N-Methyldodecanamide 58
19.8184 0.0577 Bis(trifluoromethylthio)selenide 44
15.1592  0.0557 1-Chloro-4-methoxy-2-phenylbutane 41
16.9338 0.0537 3(2H)-Benzofuranone, 5,6-dimethyl- 47
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ANEXOS

TABLA Al (cont.). Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de raices de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de La
Serrota, con las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(Il;i]I;) 1?(;: )a Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
14.3460 0.0438 1-Methoxy-3-phenylpropane 45
15.6815 0.0419 2,4-Dihydroxy-5,6-dimethylpyrimidine 46
15.4559 0.0412 Benzenethiol, 4-methoxy- 58
19.4979  0.0337 3-(2-Methoxymethoxyethylidene)-2,2-dimethylbicyclo[2.2.1]heptane 59
17.6045 0.0285 8-[4-[N-Aziridyl]butyl]Jamino-2,6-dimethyl-2,6-octadiene 38
17.4086 0.0267 Naphthalene-2-sulfonamide 49
21.0589 0.0267 Trimethylsilyl-di(timethylsiloxy)-silane 15 Silicic acid
17.7469  0.0266 3,7,11-Trimethyl-dodeca-2,4,6,10-tetraenal 41
19.4504 0.0265 Ethyl 7-chlorocinchoninate 38
16.0376  0.0260 Benzene, 1-ethyl-3,5-diisopropyl- 50
19.0290 0.0249 Bornylamine, N-cyclopropylcarbonyl 35
17.4858 0.0232 Acetamide, 2-(4-amino-2-methoxyphenoxy)- 52
19.1595 0.0230 Cyclooctane, (methoxymethoxy)- 25
17.6876  0.0215 Cyclobuta[1,2:3,4]dicyclooctene-1,7(2H,6bH)-dione, dodecahydro-, (6aa,6ba,12aa,12bf)- 86
18.6313  0.0204 Alachlor 53
18.5838 0.0202 2(1H)-Naphthalenone, octahydro-4a-methyl-7-(1-methylethyl)-, (4aa,7p,8ap)- 91
18.8687 0.0200 Morpholine, 4-[5,5-dimethyl-3-(1-methylethylidene)-1-cyclohexen-1-yl]- 74
21.3972  0.0195 Tri(trimethylsilyl) derivative of estriol 45 Estriol
21.1835 0.0188 1-Formyl-2,2-dimethyl-3-cis-(2-methyl-but-2-enyl)-6-methylidene-cyclohexane 35
20.3407 0.0166 2,6-Lutidine, 3,5-dichloro-4-ethylthio- 70
20.4831 0.0155 4-Hexenoic acid, 2-acetyl-2,3-dimethyl-, ethyl ester, (E)- 46
18.1684 0.0144 9-Undecenal, 2,6,10-trimethyl- 64
26.2701 0.0137 Propiophenone, 2'-(trimethylsiloxy)- 49
25.5400 0.0136 4-Dehydroxy-N-(4,5-methylenedioxy-2-nitrobenzylidene)tyramine 70
20.2694 0.0130 1,3,5-Triazine, 2-(2-furfuryloxy)-4,6-bis(dimethylamino)- 70
18.1209 0.0126 Zinc, dicyclopentyl- 44
25.4450 0.0123 2-Ethylacridine 62
20.7621 0.0113 4-Bromophenethyl alcohol, methyl ether 25
20.9580 0.0102 Isothiourea, 1,1,2-trimethyl-3-(2,4,6-trimethylphenyl)- 42
23.5576  0.0091 2-(Acridin-9-ylamino)-3-methyl-butyric acid 41
25.1067 0.0052 Silicic acid, diethyl bis(trimethylsilyl) ester 52 Diethyl silicic acid
14.5003 0.2320 Propanamide, N,2-dimethyl- 46
6.1494  0.2246 Benzo[h]quinoline, 2,4-dimethyl- 59
8.0546  0.2211 4-Penten-2-ol, 3-methyl- 35
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ANEXO I: DETALLES DE LA CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE GC-MS

TABLA A2. Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de raices de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de Gredos, con las
especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(Il;;fl) 1?‘;:;‘ Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
14.4350 80.7046 Acetic acid, trifluoro- 89

52116 1.8695 Cyclotetrasiloxane, octamethyl- 72 Siloxane degradation product
7.1287 1.8543 1H-Imidazole, 1-methyl-4-nitro- 42

3.2470 1.7327 Formamide, N-methyl- 59

3.3894 1.7315 Cyclotrisiloxane, hexamethyl- 87 Siloxane degradation product
6.9091 1.6122 3-Methoxy-1H-pyrazol-5-ylacetamide 59

477011 0.9389 2-(4-Fluorophenyl) indole 50

6.9981 0.5943 Acetamide, N-tetrahydrofurfuryl-2,2,2-trifluoro- 59

8.7905 0.5696 (S)-(+)-3-Methyl-1-pentanol 38

54074 04948 Ethanone, 1-[4-methyl-2-[(trimethylsilyloxy]-3-cyclohexen-1-yl]-, cis-(+-.)- 37 Ildmethyl2 fydtony > cyclohexen-l-
8.3039 0.4899 3-Quinuclidinol 50

8.1436  0.4444 2-Propenamide 43

9.3604 0.3662 Cyclopropanecarboxyllic acid, tridec-2-ynyl ester 14

6.5055 0.3654 Cyclohexene,3-(2-propenyl)- 53

8.3454 0.3363 3,4-Methylpropylsuccinimide 59

7.7459 0.3311 3-Formyl-4,5-dimethyl-pyrrole 43

8.2326 0.3176 2-Ethoxyethanol, trifluoroacetate 37

8.0724 0.2997 2,5-Hexanediol 27

7.2889 0.2931 13H-Dibenzo[a,i]carbazole 27

8.7075 0.2608 d-Threo-O-ethylthreonine 18

15.5806 0.2553 2-Propanamine, N-methyl-N-(1-methylethyl)- 43

6.7251 0.2533 Tetrasiloxane, decamethyl- 35 Siloxane degradation product
7.9240 0.2433 Benzo[d,E]isoindolo[2,1-a]quinazolin-12-one, 11-amino- 42

3.5259 0.2119 3,6-Diamino-9-methylcarbazole 38

22.5130 0.2038 Octasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15-hexadecamethyl- 62 Siloxane degradation product
16.5243 0.1757 4-[2-(Dimethylamino)ethylJmorpholine 30

5.0454 0.1708 Pyrido(2,3-b)pyrazine, 6-amino-8-(p-chloroanilino)-3-methyl- 45

15.2600 0.1700 3H-Pyrazol-3-one, 1,2-dihydro-5-methyl- 72

24.4479 0.1685 Pyrimidine, 5-butyl-2-(4-pentylphenyl)- 15

14.9217 0.1663 3-Cyclobutene-1,2-dione, 3,4-dihydroxy- 53

15.3491 0.1611 N-Ethylformamide 38

7.8706  0.1600 6-Amino-2,3-diphenyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine 45

8.5413  0.1594 1-Butene, 3-methyl-3-(1-ethoxyethoxy) 25
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ANEXOS

TABLA A2 (cont.). Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de raices de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de Gredos,
con las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(Il;;fl) 1?‘;:;‘ Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
14.8089 0.1575 B-D-Glucopyranose, 1,6-anhydro- 91
17.3730 0.1560 Tricyclo[3.3.1.1(3,7)]decane-1-acetamide, N-(2-methyl-4-oxazolo[4,5-b]pyridin-2-ylphenyl)- 47
15.8417 0.1464 2,4-Bis-(4-methoxyphenyl)-2-methyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[b][ 1,4]diazepine 25
8.9805 0.1454 7,11-Dimethyldodeca-2,6,10-trien-1-ol 22
5.9832 0.1426 Propane, 2-ethoxy- 14
6.2740 0.1294 Pentane, 1-bromo-5-methoxy- 38
5.3362 0.1244 3-Methyl-7-(4-methyl-piperazin-1-yl)-3H-thiazolo[4,5-d[pyrimidine-2-thione 43
5.2591 0.1241 trans-4-(2-(5-Nitro-2-furyl)vinyl)-2-quinolinamine 38
21.3972 0.1216 Heptasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-tetradecamethyl- 38 Siloxane degradation product
19.3435 0.1197 Quinaldic acid, 1,2,3,4-tetrahydro-8-hydroxy-4-oxo-, L- 38
16.0672 0.1186 1,4-Benzenediol, 2-methoxy- 53
4.0126 0.1156 Cyclohexene, 3,3,5,5-tetramethyl- 1 -(trimethylsilyloxy)- 43 3,3,5,5-tetramethyl-cyclohexen-1-ol
5.0751 0.1132 3,4,5,6-Tetrachlorophthalimide 43
14.8564 0.1101 9-Azabicyclo[6.1.0]non-4-en-9-amine, (10,4Z,80)- 60
15.7942 0.1101 1-Glutamic acid, monobenzyl ester 58
21.2784 0.1028 4-Nitro-4'-chlorodiphenylsulfoxide 53
15.9842 0.0887 4H-Pyran-4-one, 2-methoxy-6-methyl- 50
18.7737 0.0875 Methyl 4-(1,2,3,4,6,7,12,12b-octahydropyrido[2,1-a]-B-carbolin-12b-yl)butanoate 25
14.2689 0.0852 1-Bromo-11-iodoundecane 20
23.4567 0.0852 Androsta-4,16-dien-3-one, O-methyloxime 56
15.9545 0.0804 meta-Methoxybenzenethiol 46
6.1137 0.0767 2-(2-Pyrrol2-[2-(2-hydroxy-ethoxy)-ethoxy]-phenoxymorpho-ethoxy)-ethanol 14
16.2037 0.0762 Benzeneethanamine, N,N-dimethyl- 25
3.6981 0.0707 Acetamide, N-methyl- 46
6.6657 0.0655 Arsenous acid, tris(trimethylsilyl) ester 27 Arsenous acid
19.6700 0.0612 Dodecanal, O-methyloxime 46
4.4875 0.0607 Benzothiazole, 2-phenyl- 47
16.7142 0.0592 9-Undecenol, 2,10-dimethyl- 52
18.3345 0.0586 Farnesol isomer a 72
3.7752 0.0585 Ethanamine, 2-propoxy- 14
4.8614 0.0547 Bis(trimethylsilyl)phosphite 47 Phosphorous acid
25.3797 0.0513 N-[5-(3-Hydroxy-2-methylpropenyl)-1,3,4,5-tetrahydrobenzo[cd]indol-3-yl]-N-methylacetamide 90
5.5677 0.0492 1-Propanol, 2-ethoxy- 25
14.9989 0.0470 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl- 25
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ANEXO I: DETALLES DE LA CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE GC-MS

TABLA A2 (cont.). Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de raices de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de Gredos,
con las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(Il;;fl) 1?‘;:;‘ Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
19.1833 0.0419 2-Hydrazino-6-methoxymethyl-4-methyl-nicotinonitrile 49
42500 0.0416 Hydrazine, 1,1-dimethyl- 52
25.4391 0.0410 1H-Indole-2-carboxylic acid, 6-(4-ethoxyphenyl)-3-methyl-4-0x0-4,5,6,7-tetrahydro-, isopropyl ester 46
26.2700 0.0390 2-(Acetoxymethyl)-3-(methoxycarbonyl)biphenylene 35
17.2187 0.0382 Pentanoic acid, 2-hydroxy-4-methyl-, methyl ester 43
49029 0.0378 2-Fluoro-9-methylacridine 38
17.5214 0.0368 Thiophene-2-carboxamide, 3-ethoxy-N-(4-chlorophenyl)- 52
3.8524 0.0367 Hydrazine, 1,2-dimethyl- 38
16.4352 0.0343 1-Methyl-3-ethyladamantane 81
16.9635 0.0330 4(equaorialt)-Ethenyl-1,2(equatorial)-dimethyl-trans-decahydroquinol-4-ol,N-oxide 38
15.4500 0.0323 6-Ethyl-2,3-dihydropyran-2,4-dione 43
21.0588 0.0316 2-Pyridinemethanol 3,5-dichloro-4-hydroxy-6-methyl- 52
18.5838 0.0311 Methyl 9-cis, 1 1-trans-octadecadienoate 93
18.4235 0.0309 7-Azabicyclo[4.1.0]heptane, 2-methyl- 25
19.4979 0.0295 2-Quinolinecarboxylic acid, 1,2,3,4-tetrahydro-1-hydroxy-4-oxo-, (S)- 38
17.6638 0.0275 2,4-Dichloro-5-fluoroacetophenone 38
17.0881 0.0244 3,7-Nonadienoic acid, 4,8-dimethyl-, methyl ester, (E)- 42
21.1835 0.0242 cis-3,5-Dimethoxy-p-methyl-B--nitrostyrene 55
17.7647 0.0233 9-Undecenal, 2,6,10-trimethyl- 43
18.9340 0.0217 3,4-Dihydroisoquinoline, 6,7,8-trimethoxy-1-methyl- 41
19.1536 0.0205 3-Hydroxy-p-damascone 35
4.1017 0.0196 Tris(trifluoromethylthio)methane 43
25.2848 0.0194 2-Ethylacridine 56
19.0824 0.0192 Cyclohexane, 1,2,4-trimethoxy-, stereoisomer II 46
17.8538 0.0187 Ethanal, 2-(3-ethyl-2,2-dimethylcyclobutyl)-, semicarbazone 30
18.6847 0.0183 1,3-Dioxolane, 4-ethyl-5-octyl-2,2-bis(trifluoromethyl)-, trans- 43
17.6045 0.0172 Benzene, 1-methyl-3-(methylthio)- 46
20.2160 0.0169 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 30 Siloxane degradation product
4.3569 0.0167 2-Butenoic acid, 3-methyl- 25
19.8183 0.0163 Cyclodecasiloxane, eicosamethyl- 41 Siloxane degradation product
20.0024 0.0163 4-(3-Hydroxy-2,6,6-trimethylcyclohex-1-enyl)pent-3-en-2-one 42
18.4770 0.0161 Bis(trifluoromethylthio)selenide 41
20.3407 0.0158 Acetamide, 2-[[3-cyano-4-(methoxymethyl)-6-methyl-2-pyridinyl]thio]-N-(2-phenylethyl)- 59
20.5247 0.0156 Purine-2,6(1H,3H)-dione, 7-(2-ethenyloxyethyl)-1,3-dimethyl- 53
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ANEXOS

TABLA A2 (cont.). Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de raices de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de Gredos,
con las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

RT Area . . . o
(min) (%) Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
19.0289 0.0152 2-((E)-([3-(2-Dimethylanilino)- 1 -benzofuran-2-yl]imino)methyl)phenol 43
17.1297 0.0145 (2-Nonyloxy-benzyl)-phenyl-amine 46

2,6-Methano-3-benzazocine, 1,2,3,4,5,6-hexahydro-8-methoxy-6,11-dimethyl-3-(3-methyl-2-butenyl)-,

20.7799 0.0145 91
(2a,60,1 1R*)-

17.0347 0.0139 2-Amino-4,6-dihydroxypyrimidine, N,O,O'-tris(trifluoroacetyl)- 22
20.9935 0.0136 Antra-9,10-quinone, 1-(3-hydrohy-3-phenyl-1-triazenyl)- 44

18.6313 0.0132 1,5-Anhydro-D-sorbitol, tetrakis(trifluoroacetate) 43

17.7173 0.0126 2,5-Cyclohexadien-1-one, 3,5-dihydroxy-4,4-dimethyl- 35

18.0496 0.0110 3,4-Dimethyl cyclohexanone 38

18.2099 0.0104 1-Methoxy-3-(2-hydroxyethyl)nonane 55

4.5350 0.0103 Ethanamine, 2-chloro-N,N-dimethyl- 25
22.2044 0.0099 Benzo[h]quinoline, 2,4-dimethyl- 90

18.3701 0.0094 2-Furancarboxylic acid, 3,4-dimethoxy- 53

18.2455 0.0091 2,6-Octadienoic acid, 3,7-dimethyl-, ethyl ester 70

4.3094 0.0088 (2-Chloro-phenyl)-(2-methoxy-6-methoxymethoxy-phenyl)-methanol 38
23.2846 0.0088 9H-Imidazo[1,2-a]benzimidazole, 2-(4-chlorophenyl)-9-methyl- 47

16.9100 0.0086 6-Bromohexanoic acid, but-3-yn-2-yl ester 44

3.5853 0.0080 3-(4'-Methoxy-1,1'-biphenyl-4-yl)butanenitrile 45
20.4416 0.0073 Silanamine, N-[2,6-dimethyl-4-[(trimethylsilyl)oxy]phenyl]-1,1,1-trimethyl- 44 4-amino-3,5-dimethylphenol
23.5576 0.0072 Benzene, 2-[(tert-butyldimethylsilyl)oxy]-1-isopropyl-4-methyl- 35 2-isopropyl-4-methylphenol

21.6286 0.0045 1-Benzazirene-1-carboxylic acid, 2,2,5a-trimethyl-1a-[3-oxo0-1-butenyl] perhydro-, methyl ester 44
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ANEXO I: DETALLES DE LA CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE GC-MS

TABLA A3. Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de parte aérea de Pseudomisopates rivas-martinezii procedente de La Serrota,
con las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(3;1;1) 1?‘;:;‘ Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
4.0484 48.3972 Acetic acid, trifluoro- 46

3.4133 13.6055 Cyclotrisiloxane, hexamethyl- 83 Siloxane degradation product
3.1224 12.7239 3,5-Dihydroxybenzamide 59

3.9296 4.1808 Cyclohexanepropanol, 0,2,2,6-tetramethyl- 40

3.1877 2.4247 1,1,3,3-Tetramethyl-1,3-bis[(2Z)-pent-2-en-1-yloxy]disiloxane 16 Siloxane derivative
7.0991 2.4093 4H-Pyran-3-carboxylic acid, 2-amino-5-cyano-6-ethyl-4-(3-pyridinyl)-, methyl ester 50

3.2590 2.3214 Benzo[h]quinoline, 2,4-dimethyl- 22
20.0737 1.9036 Octasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15-hexadecamethyl- 62 Siloxane degradation product
3.2946 1.8776 2-Hydroxyethyl vinyl sulfide 22

47190 1.6418 2,6-Di-n-propyl-4-phenylpyridine 40

6.6302 1.5915 1,4-Bis(trimethylsilyl)benzene 64 1,4-Dihydroxybenzene (Hydroquinone)
7.6095 1.5049 Cyclopentasiloxane, decamethyl- 70 Siloxane degradation product
70397 1.1931 5-[Cyano(4,4-dimethyl-5-methylene-4,5-dihydro-3H-pyrrol-2-yl)methylene]-2,3,3- 38

’ ) trimethylpyrrolidine-2-carbonitrile

54491 1.0747 4-Fluoro-3-trifluoromethylbenzoic acid, isohexyl ester 14

4.8615 1.0237 Terephthalaldehydic acid, methyl ester, p-(O-methyloxime) 35

5.0514 0.8698 Acetamide, N-[4-(trimethylsilyl)phenyl]- 10 4-Aminophenol
9.2536 0.8636 Benzeneacetic acid, a-hydroxy-, (R)- 64

8.7847 0.7395 Benzenethiol, 4-methoxy- 18

6.5946 0.6589 2-Cyclopentene-1-carboxylic acid, 1-methyl- 27
10.5475 0.6371 3-Allyl-6-methoxyphenol 98

47962 0.6266 2-Anthracenamine 27

9.0577 0.5812 4H-3,1-Benzoxazine, 6,7-dimethoxy-2-(4-methoxyphenyl)-4-propyl- 35
11.6930 0.5556 Silane, [[4-[1,2-bis[(trimethylsilyl)oxy]ethyl]-1,2-phenylene]bis(oxy)]bis[trimethyl- 38  4-(1,2-dihydroxyethyl)benzene-1,2-diol
13.6695 0.5391 Heptasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-tetradecamethyl- 25 Siloxane degradation product
8.5592 0.5344 Butylamine, N-methyl-N-propyl- 43
12.2866 0.4930 Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 93 Siloxane degradation product
10.0727 0.4860 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 91 Siloxane degradation product
6.8557 0.4508 4-(1,1-Dimethylpropyl)phenol, trimethylsilyl ether 35 4-(1,1-Dimethylpropyl)phenol
9.5029 0.4329 2',6'-Dihydroxyacetophenone, bis(trimethylsilyl) ether 64 2',6'-Dihydroxyacetophenone
8.8559 0.3428 6-Chloro-2-(p-methoxyphenyl)-4-phenylquinoline 30
18.5780 0.3165 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester 99

9.5504 0.3040 9,10-Dimethylenetricyclo[4.2.1.1(2,5)]decane 59
10.0311 0.2638 Hexasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11-dodecamethyl- 47 Siloxane degradation product
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ANEXOS

TABLA A3 (cont.). Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de parte aérea de Pseudomisopates rivas-martinezii procedente de La
Serrota, con las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(3;1;1) 1?‘;:;‘ Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
8.6838 0.2480 Benzofuran, 2,3-dihydro- 38
7.9716  0.2460 Benzoic acid 55
18.6314 0.2146 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 99
11.6218 0.1980 Silane, chloroethylmethyl- 50 Chloroethylmethylsilanol
9.9658 0.1940 2-Methoxy-4-vinylphenol 87
16.9636 0.1838 Hexadecanoic acid, methyl ester 95
5.9833 0.1771 2-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-methyl- 22
10.2329 0.1683 Methanone, [4-(1-piperazinyl)phenyl]3-pyridinyl- 38
13.0700 0.1590  7-Chloro-2,3-dihydro-3-(4-N,N-dimethylaminobenzylidene)-5-phenyl-1H-1,4-benzodiazepin-2-one 27
18.6848 0.1571 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 95
8.0487 0.1532 1H-Isoindole-1,3(2H)-dione, 2-butyl-4,5,6,7-tetrahydro- 43
6.3750 0.1251 2H-Pyran-2-one, 4-hydroxy-6-methyl- 35
18.4236 0.1220 Methyl 8,11,14-heptadecatrienoate 43
15.9902 0.1104 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- 60 Siloxane degradation product
21.2726 0.1046 1,2-Bis(trimethylsilyl)benzene 42 1,2-Dihydroxybenzene (Catechol)
13.8891 0.1042 Cyclobutanone, 2-(2,6-dimethylheptyl)- 44
17.3019 0.0977 n-Hexadecanoic acid 56
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ANEXO I: DETALLES DE LA CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE GC-MS

TABLA A4. Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de parte aérea de Pseudomisopates rivas-martinezii procedente de Gredos, con
las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(ﬁ;l;l) z?(;:)a Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
6.3869 54.5895 Acetic acid, trifluoro- 81

3.2768 36.6254 Acetamide, 2,2,2-trifluoro-N-methyl- 72

47369 4.7932 Benzoic acid, 2-(1,3-benzothiazol-2-yl)- 37

3.4727 1.6718 Cyclotrisiloxane, hexamethyl- 83 Siloxane degradation product
4.0306 1.6211 Cyclohexanepropanol, a,2,2,6-tetramethyl- 50

43749 0.8178 Ditrifluoromethyl(trifluorocarbonyloxy)amine 17

7.6155 0.7475 Cyclopentasiloxane, decamethyl- 76 Siloxane degradation product
9.5564 0.5739 1H-Pyrrole, 3-methyl- 53

14.1622 0.3992 Octasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15-hexadecamethyl- 58 Siloxane degradation product
5.9952  0.3902 2,6,10,14-Tetramethyl-7-(3-methylpent-4-enylidene) pentadecane 50

9.0400 0.3887 N-Acridin-9-yl-N'-phenyl-hydrazine 38

10.8799 0.3817 Pyridine-2,3,5,6-tetraamine 58

8.5770 0.3644 Dianhydromannitol 64

10.0787 0.3232 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 90 Siloxane degradation product
11.7228 0.2501 Hexasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11-dodecamethyl- 52 Siloxane degradation product
12.2926 0.2494 Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 90 Siloxane degradation product
8.7966 0.2358 1,3,5-Benzenetricarboxylic acid, triphenyl ester 30

8.6720 0.2210 1-[4-(tert-Butyl)phenyl]-2-(4-toluidino)- 1-ethanone 38

9.2596 0.2101 Benzeneacetic acid, a-hydroxy-, (S)- 60

10.5476 0.1940 3-Allyl-6-methoxyphenol 98

3.6448 0.1608 Di(1-methylcyclobutyl) ether 56

11.0402 0.1533 2-(6-Ethoxy-4-methyl-quinazolin-2-ylamino)-5-methyl-pyrimidine-4,6-diol 95

17.3672 0.1328 Formic acid, 1-(4,7-dihydro-2-methyl-7-oxopyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5-yl)-, methyl ester 25

23.4509 0.1194 1H-Indole-2-carboxylic acid, 6-(4-ethoxyphenyl)-3-methyl-4-0x0-4,5,6,7-tetrahydro-, isopropyl ester 55

17.3019 0.1174 n-Hexadecanoic acid 99

20.0737 0.1118 1,2-Benzenediol, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)- 46

8.2803 0.1093 1H-Imidazole, 1-methyl-4-nitro- 43

18.7739 0.1092 2H-Benzotriazole, 2-(2-butoxy-5-methylphenyl)- 30

16.9636 0.1046 O-Nitroacetophenone oxime 53

10.2389 0.1025 Methyl 4-(1,2,3,4,6,7,12,12b-octahydropyrido[2,1-a]-B-carbolin-12b-yl)butanoate 30

13.0701 0.1003 7-Chloro-2,3-dihydro-3-(4-N,N-dimethylaminobenzylidene)-5-phenyl-1H-1,4-benzodiazepin-2-one 43

3.3480 0.0979 2,6,10-Undecatrien-8-ol, 2,6-dimethyl- 22

21.2786 0.0919 6-Chloro-3-ethyl-2-methyl-4-phenylquinoline 25

22.4004 0.0893 2-(Acetoxymethyl)-3-(methoxycarbonyl)biphenylene 43
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TABLA A4 (cont.). Resultados del analisis GC-MS del extracto derivatizado de una muestra compuesta de parte aérea de Pseudomisopates rivas-martinezii procedente de
Gredos, con las especies quimicas identificadas ordenadas en base a su abundancia.

(3;1;1) 1?(;: )a Especies Identificadas Qual Especies no sililadas
7.8233  0.0850 3,4-dimethyl-1H-pyrrole-2-carboxaldehyde 46
7.9123  0.0765 [1,2,4]Triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazole, 6-(3-pyridinyl)-3-(2-thienyl)- 27
14.2690 0.0752 Benzeneacetic acid, 0,3,4-tris[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl ester 43 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-hydroxyacetic acid
8.1260 0.0723 Cyclopentanol, 1-methyl- 22
18.5780 0.0682 Methyl 9-cis, 1 1-trans-octadecadienoate 97
8.3278  0.0649 2-Propenoic acid, 2-methyl-, 1,2-ethanediylbis(oxy-2,1-ethanediyl) ester 27
14.8625 0.0593 6H-Dibenzo[a,g]quinolizine, 5,8,13,13a-tetrahydro-2,3,9,10-tetramethoxy-, (.+/-.)- 18
9.9718 0.0567 Ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methylphenyl)- 58
11.6219 0.0557 2(equat)-Methyl-trans-decahydroquinol-4-one 25
9.7760 0.0533 1H-Pyrrole-3-carboxylic acid, 2,5-dimethyl-, methyl ester 30
12.1976 0.0522 Heptasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-tetradecamethyl- 43 Siloxane degradation product
16.4591 0.0503 4-Phenyl-3,4-dihydroisoquinoline 44
15.9843 0.0475 1-(4-Methoxy-phenyl)-5,5-dioxo-hexahydro-5.lambda.(6)-thieno[3,4-b]pyrrol-2-one 30
253740 0.0448 1,4-Bis(trimethylsilyl)benzene 50 1,4-dihydroxybenzene
13.6755 0.0399 1,2-Benzisothiazole-3-acetic acid, methyl ester 53
18.6315 0.0388 9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- 91
14.1206 0.0332 4(1H)-Pyrimidinone, 2-amino-6-(methylamino)- 35
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FIGURA Al. Cromatogramas de los extractos derivatizados de muestras compuestas de parte radicular y parte aérea
de Pseudomisopates rivas-martinezii procedentes de La Serrota y Gredos.
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ANEXO II: CONDICIONANTES DEL PLAN DE CONSERVACION

1. Condicionantes climatolégicos

La caracterizacion climdtica del area de intervencion se fundamenta en el andlisis de los
datos disponibles en el diagrama ombrotérmico de Gaussen correspondiente al municipio de

Solosancho, situado a 18,7 km del rodal de Garganta del Villar.

La proximidad geografica y la similitud altitudinal existente entre ambos emplazamientos
proporcionan un marco de referencia valido para la extrapolacion de los parametros climaticos
fundamentales que condicionaran el desarrollo del plan de conservacion propuesto. En la FIGURA

A2 se observa dicho diagrama:

Solosancho, Castille and Ledn, Spain

40.459N, 5.045W | Elevation: 1502 m | Climate Class: Csb | Years: 1948-2020

[°C] [mm] Month Temp Precip

1 3% Jan 30 1094

Feb 4.2 93.3

100 Mar 66 869

Apr 8.6 84.9

80 May 125 771

Jun 17.4 36.4

[~ 60 Jul 21.0 13.5

Aug 20.7 14.5

- 40 Sep 17.2 51.1

Oct 11.9 112.0

- 20 Nov 6.6 126.1

Dec 3.7 127.0
0 T T T T T T T T T T 0
Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec

Temperature Mean: 11.1 °C Precipitation Sum: 932.2 mm

FIGURA A2. Diagrama ombrotérmico de Gaussen

El diagrama ombrotérmico analizado se sustenta en datos meteoroldgicos procedentes del
Global Historical Climatology Network (GHCN), que constituye un andlisis de alta resolucion
espacial (0,5%0,5) de las temperaturas globales de superficie terrestre desde 1948 hasta el presente,
asi como en registros del Global Precipitation Climatology Centre (GPCC), que recopila datos de

precipitacion mensual en superficie terrestre basandose en aproximadamente 86.000 estaciones
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meteoroldgicas distribuidas globalmente, todas ellas con registros de duracidon superior a una

década.

El analisis de los datos climaticos revela que las precipitaciones medias anuales alcanzan
los 932,2 mm, valor que sugiere un régimen hidrolégico adecuado para asegurar la supervivencia
de P. rivas-martinezii durante todo el ciclo anual. Durante los meses estivales, pese a observarse
una reduccion en la pluviometria, se mantienen condiciones de humedad edafica suficientes para
el mantenimiento de las poblaciones, fendémeno que ha sido corroborado mediante observaciones
de campo en poblaciones naturales cercanas, las cuales no experimentan problemas de estrés

hidrico severo durante los periodos estivales.

Como segunda comprobacion de la pluviometria, y por referir a datos tomados por la
AEMET, se utilizard el Atlas Agroclimatico de CyL. Segin el Atlas Agroclimatico las
precipitaciones medias mensuales del rodal donde se ubica el plan de conservacion estan entre 70-

95 mm al mes, como se puede observar en la FIGURA A3:

Leyenda

* Rodal de la repoblacién

D Garganta del Villar

Precipitacion media anual
mm
[C1Menos de 10
[JEntre 10y 15
E ks A - [ Entre 15y 20

ez 25
[ClEntre 25y 33
[ Entre 35y 50
M Entre 50 y 70
[ Entre 70 y 95
[CEntre 85 y 120
[T Entre 120y 150
I Entre 150 v 310

FIGURA A3. Pluviometria del rodal segun el atlas agroclimatico

Teniendo en cuenta que el resultado es de 70-95 mm de media al mes y que pertenece a una

cuadricula la cual se encuentra muy proxima a una cuadricula de 50-70 mm, podemos intuir que la
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pluviometria media mensual supera los 70 mm, pero no excesivamente. Mediante la adicion de 1/3
de la diferencia entre los valores de la cuadricula, obtenemos una pluviometria media mensual de

78 mm, los resultados anualmente son de 936 mm de media.

Esta estimacion presenta una elevada concordancia con los 932,2 mm obtenidos mediante
el diagrama ombrotérmico de Gaussen, lo que permite validar la consistencia de los datos

climaticos utilizados para la caracterizacion del area de estudio.

El régimen térmico registra temperaturas medias de 3°C en invierno y 21°C en verano,
similares a las de la meseta central, aunque La Serrota presenta valores 1-1,5°C superiores respecto

a este, debido a su posicion meridional.

La especie objeto de conservacion presenta adaptaciones morfofisiologicas especificas que
le permiten resistir las temperaturas extremas caracteristicas del area de estudio. Durante el periodo
invernal, la especie elimina completamente su parte aérea, manteniendo unicamente el sistema
radicular rizomatoso hasta la llegada de la primavera. En los meses estivales, la especie aprovecha
la altitud y el gradiente adiabatico caracteristico de las formaciones montafiosas para mitigar las
temperaturas extremas. Siguiendo la teoria del gradiente adiabatico seco, que establece una
disminucion térmica de 1°C por cada 100 metros de ascension altitudinal en condiciones estivales,

la temperatura a la altitud del rodal resulta 3°C inferior a la registrada en el fondo del valle.

Se ha analizado una serie temporal de datos climaticos procedentes del GHCN-GPCC, que
abarca el periodo comprendido entre los afios 1948 y 2020. La base de datos incluye registros
mensuales tanto de temperatura como de precipitacion. A lo largo de la serie se observan
variaciones interanuales significativas, evidenciando la existencia de oscilaciones climaticas a

diferentes escalas temporales.

Para facilitar la interpretacion visual de estos patrones en la FIGURA A4, se ha empleado
una representacion grafica con colorimetria estandarizada, lo que permite resaltar de manera eficaz
los extremos térmicos e hidricos —tanto positivos como negativos— en los distintos afios
analizados. Esta estrategia visual resulta especialmente 1til para identificar anomalias climaticas,

asi como posibles tendencias a largo plazo en el contexto del cambio climatico.
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En la FIGURA A5 se analizan también las temperaturas y precipitaciones representadas en
diagramas de cajas y bigotes, los cuales muestran de manera muy precisa las variaciones y

situaciones puntuales que se han observado en la secuencia de datos escogida.

Solosancho, Castille and Leén, Spain
40.459N, 5.045W | Elevation: 1502 m | Climate Class: Csb | Years: 1948-2020

Distribution of Temperature [°C] Distribution of Precipitation [mm]
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FIGURA AS5. Temperaturas y precipitaciones medias, con variaciones y valores atipicos

El analisis estadistico mediante diagramas de cajas y bigotes revela la existencia de valores
atipicos de precipitacion intensa, especialmente durante los meses de invierno y otofio. Estas
situaciones meteorologicas extremas favorecen el rebrote primaveral de la parte aérea de P. rivas-
martinezii, contribuyendo al vigor vegetativo de la especie. Asimismo, se observan variaciones
significativas en los cuartiles Q1 y Q3 durante los meses de finales de otofio ¢ inicios del invierno,
indicando una elevada variabilidad interanual en el régimen pluviométrico durante estos periodos

criticos.

En cuanto a los elementos climaticos secundarios, los vientos no constituyen un factor
limitante significativo, dado que su intensidad es moderadamente reducida y su frecuencia limitada.
Esta situacion parece deberse a la posicion topografica del rodal en una depresion natural la cual
proporciona cierta proteccion. La insolacion disponible resulta suficiente para optimizar la eficiencia
fotosintética de la especie sin generar estrés térmico en los diferentes 6rganos vegetales. En realidad,

las condiciones de solana del emplazamiento escogido resultan particularmente favorables.
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2. Condicionantes edafolégicos

Segun los datos proporcionados por el Atlas Agroclimatico de Castilla y Ledn, el suelo del
area de intervencion corresponde a un leptosol imbrico. En el marco de la Taxonomia de Suelos
del USDA (Soil Taxonomy), esta tipologia edafica se clasifica como un suelo somero y pedregoso,

con un horizonte umbrico en la superficie

Los leptosoles constituyen suelos de escasa profundidad efectiva, frecuentemente con
afloramientos rocosos en superficie. La presencia del horizonte umbrico indica procesos de
acumulacion de materia organica caracteristicos de suelos acidos sometidos a condiciones de
elevada humedad. Estos son tipicos de climas atlanticos como los que caracterizan las formaciones
montafosas de La Serrota y Gredos. El horizonte umbrico se distingue por presentar una estructura

bien desarrollada, coloracion oscura y profundidad significativa del horizonte Ah.

Para la caracterizacion edafica detallada se utilizaron los datos procedentes de calicatas
realizadas por el Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Leén (ITACyL) en la zona de estudio.
Se seleccionaron los resultados de la calicata mas proxima al rodal objeto de intervencion, situada
igualmente en orientacion sur a una altitud de 1690 m.s.n.m., con respecto a los 1700 m.s.n.m.
donde se inicia el area de estudio. Esta calicata presenta caracteristicas topograficas y edéficas
similares al rodal del plan de conservacion, incluyendo su ubicacion en una depresion natural, la

presencia de cobertura de piornal, asi como la misma clasificacion edafica de leptosol umbrico.
Los resultados de los andlisis de la calicata se observan en la TABLA A5:

TABLA AS5. Resumen de las caracteristicas edaficas

Parametro Cantidad Valoracion
Arena 67,75 %
Textura Limo 12,50 % Franco arenoso

Arcilla 19,75 %

Densidad aparente 1330 kg/m3 Valor normal
pH 5,54 Muy 4cido
Conductividad eléctrica 0,13 mmhos/cm No salino
Materia Organica 9,11 % Muy alta
Carbonatos 0,1 % Normal
Caliza activa Aprox. 0 % Muy bajo
Nitrégeno 0,11 % Ligeramente Bajo
Fosforo 24,90 ppm Alto
Potasio 148,2 ppm Ligeramente Bajo
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El contenido en materia organica alcanza el 9,11%, valor considerado como muy alto y
directamente atribuible a la presencia del horizonte umbrico caracteristico de estos suelos. El
contenido en carbonatos es de 0,1%, clasificado como normal. Paralelamente, la caliza activa
presenta valores proximos a cero, caracteristica que, junto a la ausencia de salinidad, facilita el

desarrollo 6ptimo de la especie objetivo.

La clasificacion textural corresponde a franco arenosa, confirmada mediante el diagrama
triangular del USDA en la FIGURA A6, proporciona caracteristicas de drenaje y aireacion
adecuadas para el desarrollo radicular de la especie, evitando problemas de encharcamiento durante

los periodos de maxima pluviometria.
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FIGURA A6. Textura del suelo segin USDA.

Los leptosoles, debido a su naturaleza pedregosa y escasa profundidad efectiva, presentan
limitaciones significativas para el desarrollo de grandes rizomas, dado que frecuentemente la roca
madre aflora en superficie o en proximidad inmediata. Esta caracteristica edafica, junto con los
resultados analiticos obtenidos, confirma que la mejor alternativa de uso para el rodal objeto de
estudio es su destinacion a la conservacion de P. rivas-martinezii, ya que la parcela no presenta

aptitud para repoblaciones de especies arborescentes. La no actuacion genera un entorno de pironal.
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ANEXO III: PLANIFICACION DEL PLAN DE CONSERVACION

La planificacion temporal constituye un elemento fundamental para lograr la consecucion
exitosa de cualquier plan de conservacion de especies amenazadas en el ambito de la Ingenieria
Forestal y del Medio Natural. En el presente documento técnico se establece la programacion
cronologica detallada necesaria para la materializacion del plan de conservacion de P. rivas-
martinezii, determinando la secuenciacion Optima de actividades y estableciendo los plazos

precisos para cada fase operativa.

El proposito de esta planificacion consiste en establecer una calendarizacion minuciosa y
fundamentada de la totalidad de operaciones necesarias para la ejecucion material del plan de
conservacion, permitiendo determinar con precision el periodo temporal minimo requerido para la

correcta ejecucion tanto de las obras como de las labores de establecimiento de la plantacion.

La implementacion efectiva de las actuaciones proyectadas podra iniciarse inicamente tras
la obtencion de todas las autorizaciones administrativas pertinentes y la seleccion de las empresas
contratistas responsables de su ejecucion. Asi mismo, resulta imperativo que estos procedimientos
administrativos previos se resuelvan con la mayor diligencia posible, evitando demoras
innecesarias que pudieran comprometer el calendario general de ejecucion establecido en este

documento técnico.

La secuenciacion temporal de las actividades responde a criterios técnicos especificos.
Estos criterios optimizan tanto la eficacia de las intervenciones como la supervivencia de la especie
objetivo. Las operaciones de preparacion del terreno mediante descepado y quema prescrita se
programan durante el periodo invernal, aprovechando las condiciones meteoroldgicas favorables
para la ejecucion de quemas controladas y minimizando el riesgo de incendios forestales
accidentales. La fase de plantacion se establece coincidiendo con el periodo de méxima
receptividad edafica y segin los periodos de germinacion, mientras que las actividades de

polinizacion asistida se sincronizan con el ciclo fenologico natural de la especie.

El programa de seguimiento se estructura en funcion de los requerimientos especificos de
monitorizacion de cada fase del desarrollo de la plantacion, estableciendo intervalos de observacion

que permitan la deteccion temprana de factores limitantes y la implementacion de medidas
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correctivas oportunas. La duracion total del plan abarca un periodo de cinco afios, considerando
tanto las fases de establecimiento inicial como el periodo de consolidacion necesario para
garantizar la viabilidad poblacional a largo plazo. Las actividades programadas durante el
programa de seguimiento se han estructurado considerando las interdependencias operativas, los
condicionantes meteorologicos estacionales y los requerimientos técnicos especificos de cada

intervencion.

La flexibilidad del calendario permite adaptaciones en funcién de variables climaticas
imprevistas, manteniendo la integridad temporal del conjunto de actuaciones programadas, las

cuales se pueden observar de forma detallada en la TABLA A6.

TABLA A6. Tiempos a cumplir en el plan de conservacion

Operacion Inicio Dias Fin

Obtencion de permisos 01/12/2025 37 07/01/2026
Desbroce de faja perimetral 07/01/2026 5 12/01/2026
Descepar piornal 12/01/2026 20 01/02/2026
Quema prescrita 01/02/2026 15 15/02/2026
Vallado de la finca 15/02/2026 15 01/03/2026
Plantacion de la finca 01/03/2026 7 07/03/2026
Instalacion hoteles insectos 07/03/2026 10/03/2026
Seguimiento de la plantacion 10/03/2026 31 10/04/2026
Desbroce de faja perimetral 10/04/2026 5 15/04/2026
Seguimiento de la plantacion 15/04/2026 77 01/07/2026
Desbroce de faja perimetral 01/07/2026 05/07/2026
Instalacion colmenas de abejas 05/07/2026 7 12/07/2026
Seguimiento de la plantacion 12/07/2026 60 10/09/2026
Recogida de semillas 10/09/2026 15 25/09/2026
Retirada de colmenas 25/09/2026 7 02/10/2026
Desbroce de faja perimetral 02/10/2026 5 07/10/2026

Seguimiento del rodal (5 afios) 07/10/2026 5 afios 5 afios

Complementariamente, en la FIGURA A7 se presentan las actividades en un grafico Gantt,

el cual permite visualizar de forma sencilla la distribucion de las labores a lo largo del tiempo.
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ANEXO IV: MAQUINARIA Y EQUIPOS DEL PLAN DE CONSERVACION

La implementacion de P. rivas-martinezii requiere una planificacién detallada de los
recursos materiales necesarios, con especial atencion a la maquinaria requerida en las distintas
fases de su ciclo. Determinadas operaciones, particularmente aquellas asociadas a la fase de
implantacion de la especie demandan equipos especificos con elevados requerimientos de potencia,

cuya adquisicion no resulta econdmicamente justificable dada su utilizacion puntual.

Para estos casos, la estrategia Optima consiste en recurrir al alquiler de maquinaria
especializada, reservando la inversion en equipos propios para aquellos de uso recurrente durante

la vida util de la plantacidon. A continuacion, se presenta la maquinaria y equipos requeridos:

Tractor forestal: Se requiere un tractor con una potencia nominal de al menos 140 CV
(equivalente a 104,40 kW), especificamente para ejecutar las labores de preparacion del terreno
previas a la plantacion. Este equipo proporciona la capacidad de traccion necesaria para
implementar operaciones de gran demanda energética como el desbroce de las fajas que previenen

el descontrol de la quema prescrita y conversion de esta en un incendio forestal.

Desbrozadora de cadenas: Se ha planificado el alquiler de un equipo polivalente que cumple la
funcioén de triturar completamente el piornal presente en los cinco metros mas cercanos al perimetro
del rodal. Esta operacion resulta fundamental para establecer una faja de proteccion que previene
la propagacion descontrolada del fuego durante la quema prescrita. El implemento, que se acopla
al sistema hidraulico tripuntal del tractor, estd equipado con un rotor horizontal configurable con
martillos o cadenas segun la naturaleza del material a procesar. La versatilidad operativa de este
equipo permite optimizar el periodo de alquiler. La configuracion con cadenas resulta mas eficiente
para el objetivo planteado, dado que permite dejar la zona con la cantidad Optima de restos
vegetales y garantiza el alcance efectivo en todo tipo de superficie. Este equipo serd requerido
adicionalmente en periodos posteriores para asegurar el mantenimiento periodico de la faja

desbrozada.

Miniexcavadora con garra: Este implemento especializado, que se acopla a la toma de fuerza del
tractor, estd disefiado para realizar el descepado del piornal, el cual habra de ser extraido del suelo

para asegurar que no rebrotara, debido a que en caso de que rebrote, establecera una competencia
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sobre el endemismo, ademds de que acabard domindndolo, viéndose la especie a implantar
desplazada del rodal. En el caso de que suceda, habrd mejores poblaciones de la misma en el
exterior de la finca que en el interior, como nos parece indicar la experiencia previa de “La

Covacha”

Camion de transporte: Se requerira del uso de un camioén de transporte para extraer los restos de
la quema del rodal. Este camion debera de tener un ancho menor de 4 metros para poder acceder
por el camino. Ademas, debera de ser de un solo eje, pues requerimos de realizar maniobras en
espacios medianamente reducidos, asegurando asi que el camion tenga acceso a la finca pisando el
camino central que se mantendra sin vegetar, tan solo habré de pisar el resto del rodal cuando sea
irremediable por el requerimiento de alguna maniobra. (Pues se precisa evitar en la medida de lo

posible que el camion cargado pise mucho las cenizas).

Tractor con pala: Se requiere un tractor con una potencia nominal de al menos 85 CV (equivalente
a 62,52 kW), especificamente para ejecutar las labores de extraccion de los restos de la quema del
terreno previo a la plantacion. Es preferible un tractor con una potencia muy limitada, pues se
quiere evitar que tractores muy potentes, y con excesivo peso, puedan dejar una gran suela de labor
en el terreno. Por ello, se opta por maquinaria mucho menos pesada, de entorno a las 3,5-4
toneladas, adecuada para labores ligeras como esta, Se apoyara en varios trabajadores, los cuales,
a mano, iran ayudando al operario de cabina a tomar con el cazo de la pala los restos de los piornos

muertos.

Dron agricola con dispersion media-alta: Se requerird del uso de un dron para diseminar las
semillas, dotado de un sistema de esparcido centrifugo y control electronico de dosis. El modelo
ideal debe contar con una tolva de al menos 15 a 25 litros, lo que permite operar con semillas de
distintos calibres sin necesidad de recarga constante. Asimismo, es conveniente que el dron tenga
una capacidad de carga util de entre 15 y 25 kilogramos, lo que reduce los ciclos de vuelo y mejora
la productividad diaria. El dron debe estar equipado con un sistema de navegacion GPS de alta
precision (RTK o PPK), para garantizar una distribucion homogénea y evitar solapes o zonas sin
sembrar. Ademas, debe incluir una interfaz de planificacion de vuelos que permita definir con
precision las parcelas, la densidad de siembra y los patrones de vuelo. Es deseable que el equipo
disponga de sensores de altura (LiDAR o radar) que ajusten automaticamente la altitud de vuelo,
manteniendo una distancia constante respecto al terreno, incluso en superficies irregulares.
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En cuanto a la autonomia, se recomienda un sistema de baterias intercambiables con una
duracion minima de 10 a 15 minutos por vuelo con carga completa, lo que permitiria cubrir de 1 a
2 hectareas por bateria, dependiendo de la densidad de siembra y las condiciones climaticas. El
sistema de control debe permitir un manejo sencillo y seguro, preferiblemente mediante una
estacion terrestre con pantalla tactil o mediante aplicacién mévil con funciones de seguridad, como

regreso automatico al punto de origen en caso de bateria baja o pérdida de senal.

Ejemplos de modelos que cumplen con estas caracteristicas: El DJI Agras T10 o T20P, el
XAG V40 con modulo de dispersion, o drones profesionales personalizados por fabricantes como

Hylio o Terra Drone.

Barrena manual o motorizada: Se requiere para realizar los agujeros de los postes en el vallado.

En terrenos duros o rocosos, se puede utilizar un martillo rompedor portatil

Carretilla o cuatrimoto con remolque: Se precisa en el levantamiento del vallado para transportar

materiales (postes, malla, herramientas) en terrenos con pendiente, como es el caso del rodal.

Hormigonera: Este equipo sera necesario para poder plantar los postes, pues es preciso que estos
postes estén hormigonados para evitar que los animales o un dia de fuertes tormentas y viento

pueda resultar en la caida del vallado, lo que generaria un grave problema de herbivoria.
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ANEXO V:
NORMAS PARA LA EJECUCION DEL PLAN DE CONSERVACION

1. Equipamiento mecanico y tecnologico

La operacion de los equipos mecéanicos queda exclusivamente reservada a personal técnico
especializado que acredite la cualificacion pertinente mediante certificacion oficial, garantizando
asi el manejo seguro y eficiente de la maquinaria durante todas las fases de ejecucion. Todos los
componentes mecanicos deberan someterse a programas de mantenimiento preventivo conforme a
las especificaciones técnicas del fabricante, prestando especial atencion a intervalos de servicio y
utilizacion de lubricantes y repuestos homologados. El incumplimiento resultard en la exclusion
inmediata del equipamiento, correspondiendo a la empresa propietaria sufragar los costes

derivados.

El personal operario deberd observar estrictamente los protocolos de seguridad
establecidos, utilizando elementos de proteccion individual homologados y respetando las

especificaciones técnicas del fabricante.

La direccion técnica queda facultada para implementar modificaciones metodologicas
técnicamente justificadas, siempre que no supongan alteracion sustancial de los objetivos

orientados a prevenir la extincion de P. rivas-martinezii.
2. Gestion de recursos humanos

La contratacion de personal se ajustara estrictamente a la normativa laboral vigente en el
sector forestal. La dotacion de mano de obra especializada deberd corresponder con las
especificaciones establecidas en el protocolo de monitorizacion, adaptandose a las necesidades
operativas especificas segin la naturaleza técnica de las tareas y requerimientos de cualificacion

profesional.

La duracién de la jornada laboral presentara flexibilidad operativa segin condiciones
meteorologicas. Se implementara un sistema riguroso de control horario y registro de operaciones

técnicas, garantizando la trazabilidad completa de actividades desarrolladas.
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Protocolos de seguridad y proteccion laboral

La supervision técnica sera desempefiada por un profesional seleccionado mediante
evaluacion de capacitaciones, analisis curricular y verificacion de conocimientos especializados en
conservacion de flora amenazada. Su responsabilidad consistird en coordinar y supervisar la
correcta ejecucion de labores forestales, garantizando la comprension de instrucciones técnicas por
parte del personal subordinado. El incumplimiento implicard responsabilidad econdémica y civil

respecto a contratiempos operativos o accidentes laborales derivados de supervision deficiente.

El capataz contratado sera encargado del seguimiento permanente del estado fitosanitario
de la plantacion, evaluacion de calidad de labores ejecutadas y control del mantenimiento de la faja

cortafuegos perimetral.
3. Protocolos de seguridad y proteccion laboral

La evaluacion de riesgos especificos asociados a la utilizacion de cada equipo mecanico
requiere la implementacion de medidas preventivas descritas pormenorizadamente en los manuales
técnicos operativos proporcionados por los fabricantes. Todo el personal desarrollard sus
actividades laborales utilizando indumentaria técnica adecuada a las condiciones especificas de

cada tarea, incluyendo calzado de seguridad apropiado para cada tipo de operacion forestal.

Se mantendrd permanentemente operativo un botiquin de primeros auxilios equipado con
elementos sanitarios bdsicos para atencion de emergencias en el vehiculo de transporte de

trabajadores, sometido a revision y reposicion trimestral.
4. Normativa de las condiciones operativas del dron y la plantacion

La ejecucion de las operaciones de plantacion queda condicionada al cumplimiento de
parametros meteorologicos especificos que garanticen la viabilidad del proceso. Las condiciones
de viento deben mantenerse por debajo de 10 km/h para evitar la deriva del material seminal
durante la dispersion aérea, mientras que la programaciéon temporal debe coincidir con periodos de

precipitaciones previstas que aseguren la disponibilidad hidrica sostenida en el sustrato.

La seleccion de condiciones térmicas moderadas resulta fundamental para evitar el estrés
térmico del material seminal, descartando especificamente la ejecucion durante eventos de calor

extremo o en proximidad temporal a heladas previstas. El régimen pluviométrico medio de marzo
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en la zona de estudio proporciona las condiciones hidricas minimas necesarias para el

establecimiento exitoso.

La maximizacién de la disponibilidad luminica constituye un requerimiento critico para el
¢éxito del establecimiento, condicion que se deberd de satisfacer plenamente mediante la
eliminacion previa de la cobertura arbustiva a través de la quema prescrita. La ausencia de
competencia por radiacion fotosintéticamente activa representa una ventaja competitiva

fundamental para las plantulas durante las fases criticas de desarrollo inicial.
5. Prevencion de incendios en operaciones forestales

Todo personal operativo de maquinaria en entornos forestales deberé acreditar formacion
especifica en prevencion de incendios forestales, manejo basico de extintores y reconocimiento de
riesgos asociados al uso de equipos mecanicos en ecosistemas boscosos. Esta capacitacion debe
certificar conocimiento practico suficiente sobre prevencion de situaciones de riesgo derivadas del

manejo de equipamiento mecéanico en contacto directo con vegetacion.

La ejecucion de labores con maquinaria en zona forestal requiere comunicacion previa ante
los servicios competentes en materia de proteccion civil o forestal, elaboracion de estudio previo
de riesgo de incendio especifico del area de actuacion, y desarrollo de Plan de Trabajo que incluya

medidas de autoproteccion y coordinacion con organismos locales de defensa contra incendios.

La maquinaria utilizada en zonas arboladas deberd encontrarse en perfecto estado de
mantenimiento, verificando regularmente el estado del sistema de escape para asegurar ausencia
de fugas, comprobando posibles pérdidas de aceite, combustible o liquidos inflamables, y
revisando el correcto funcionamiento del sistema eléctrico para evitar cables deteriorados o

conexiones defectuosas que generen puntos de ignicion.

Cada unidad mévil debera equiparse con extintor portatil de polvo ABC de 6 kilogramos
de capacidad, ademés de herramientas manuales bésicas como pala, rastrillo o cubo para sofocar
focos iniciales. Las maquinas pesadas requeriran sistemas de deteccion térmica o camaras
termograficas para detectar sobrecalentamientos. Los escapes contaran siempre con proteccion

anti-chispas, especialmente en zonas de alta carga de biomasa seca.
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Prevencion de incendios en operaciones forestales

Queda prohibida la utilizacion de maquinaria con tubo de escape descubierto o sin proteccion
adecuada, asi como unidades que presenten fallos reiterados en sistemas de refrigeraciéon o
sobrecalentamiento constante. Se prohibe igualmente el uso de herramientas de corte o soldadura sin

autorizacion expresa y sin adopcion de medidas adicionales de seguridad.

Paralelamente, antes de iniciar cada jornada laboral se ejecutara inspeccion visual y funcional
de la maquinaria, asegurando ausencia de restos vegetales adheridos al motor o sistema de escape, y
verificando niveles de combustible y lubricantes. El repostaje se realizara exclusivamente en zonas
despejadas, lejos de elementos combustibles, con motor apagado, utilizando recipientes

homologados y evitando derrames accidentales.

Durante la ejecucion de trabajos se estableceran paradas técnicas cada dos horas de
funcionamiento continuado para inspeccionar posibles puntos calientes en la maquinaria. Los
trabajos quedaran suspendidos bajo condiciones climaticas adversas que incrementen el riesgo de
ignicién, incluyendo vientos superiores a 40 km/h, temperaturas elevadas combinadas con baja
humedad relativa (superior a 35°C y humedad inferior al 30%), niveles altos o extremos de peligro
de incendio seglin mapas oficiales de alerta, o presencia de zonas proximas con gran acumulacion de

biomasa seca.

En caso de detectar principio de incendio, el operario detendra inmediatamente la maquinaria
y actuard para extinguirlo mediante extintor disponible, informando simultaneamente al coordinador
del proyecto y, si fuera necesario, alertando a servicios de emergencias. Asi mismo, durante época
de mayor riesgo de incendio se evitara el desarrollo de actividades entre las doce del mediodia y las
seis de la tarde, priorizando el inicio temprano de jornadas laborales o trabajo en horas mas frescas

para mejorar las condiciones generales de seguridad.

Se mantendra registro diario de actividades en libro de incidencias, anotando fecha y hora de
inicio y finalizacion de trabajos, condiciones climaticas reinantes, y cualquier incidente, fallo
mecanico o situacion de riesgo detectada. Este documento constituird herramienta de control interno

y evidencia para auditorias o inspecciones.

Las responsabilidades derivadas de dafios causados por incendios forestales seran imputables
a la empresa responsable del trabajo, quedando sujetas a sanciones administrativas correspondientes

seglin legislacion autondmica o nacional vigente en materia de medio ambiente y proteccion civil.
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ANEXO VI: PRESUPUESTO DEL PLAN DE CONSERVACION

Capitulo , Importe (€)

1 PREPARACION DEL TERRENO Y QUEMA 10.674,76

2 PLANTACION DEL RODAL 5.280,39

3 POLINIZACION DEL RODAL 1.347,04

4 VALLADO DEL RODAL 22.488,65

5 SEGUIMIENTO DEL PLAN DE CONSERVACION (5 ANOS) 37.639,03

Presupuesto de ejecucion material (PEM) 77.429,87

13% de gastos generales 10.065,88

6% de beneficio industrial 4.645,79

Presupuesto de ejecucion por contrata (PEC = PEM + GG + BI) 92.141,54

21% IVA 19.349,72

Presupuesto de ejecucion por contrata con IVA (PEC = PEM + GG + BI + IVA) 111.491,26
Honorarios

Proyecto 2% s/ PEM 1.548,59

21% IVA 325,20

TOTAL HONORARIOS PROYECTO 1.873,79

Direccion de obra 2% s/ PEM 1.548,59

21% IVA 325,20

TOTAL HONORARIOS PROYECTO 1.873,79

TOTAL PRESUPUESTO GENERAL 115.238,84

Asciende el presupuesto de ejecucion por contrata con IVA a la expresada cantidad de CIENTO QUINTE MIL

DOSCIENTOS TREINTA Y OCHO EUROS CON OCHENTA Y CUATRO CENTIMOS
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