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La Desertificacion es la degradacion de la tiemazenas aridas, semiaridas y
subhumedas secas como resultado de diversos fgctates como las variaciones
climaticas y las actividades humanas, segun lanidefn del articulo 1 de la
Convencién de Naciones Unidas de Lucha contra seifiécacion (ONU, 1994).

En Espafia se observa que toda la mitad sur, a @goepe las cadenas
montafiosas mas elevadas, la meseta norte, la cdehé&bro y la costa catalana se
encuentran dentro de la categoria de tierras arsgasiaridas y subhimedas secas vy,
por lo tanto, estas areas son susceptibles derdéeael fendmeno de desertificacion.

El Almeria esto es un problema real puesto quanadale encontrarnos en una
de las regiones con menor indice de precipitacidee®da Europa, se ha generado un
crecimiento muy importante en el nimero de hectadedicadas a la agricultura
intensiva gracias al uso de invernaderos. El proaléasico en este sentido, radica en
las ingentes cantidades de agua que son destimads® tipo de actividad, lo cual,
favorece el anteriormente nombrado proceso de tifesaion. Ademas, nos
encontramos con el problema de la construccionoeiasz de riesgo, puesto que toda
esta evolucion urbanistica, por norma general edf@@ fines turisticos, lleva consigo
también una elevada demanda de recursos hidriags gumento de la erosion del
suelo.

Las previsiones estudiadas sobre el cambio climasiirman que dichos
problemas se agravaran en el futuro de forma gézesta y, especialmente, en la
Espafa de clima mediterraneo seco y semiarido (MARM1).

Uno de los principales causantes de la degradaeabsuelo es el incremento de
la salinidad, tanto del agua como del suelo misbDiohas sales tienen su origen en
procesos naturales, tales como el deterioro y ®wlude rocas y, ademas, por la
evapotranspiracion de las plantas (Shannon, 1984).

La salinizacién es un proceso que se produce dativeefacilidad en las zonas
aridas (Solé-Benet & Cantdn-Castilla, 2005), pague Almeria es susceptible, si cabe,
en mayor medida.

La consecuencia del incremento en la salinidadagsrésencia en exceso de
iones en el suelo, lo cual tiene unos efectos imesl en la absorcién y acumulacion
de los mismos por parte de la planta, produciendocambio apreciable de la
homeostasis idnica-osmotica del vegetal y de simefg hidrico. Estos cambios,
provocados en el metabolismo de las plantas padradel estrés salino, varian con las
especies, variedades, circunstancias climaticagricion de cultivos (Delgado, 1992).

Es por ello que deben de ser estudiadas aquell@zies vegetales que estén
adaptadas a este tipo de condiciones, puesto quelasomejor preparadas para
sobrevivir en ambientes donde la salinidad, taelcsdelo como del agua, es un hecho
en muchas zonas de nuestras latitudes.
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El conocimiento de este tipo de plantas debe iacoés un especial interés en el
mantenimiento y respeto hacia las mismas, puesasomas capacitadas para menguar
el proceso de desertificacién. Y nuestra actuanmleberia de quedar ahi, sino que,
ademas, seria muy recomendable su uso en restmeacy en el ajardinamiento de
nuestros parques, puesto gue son especies adaptddascondiciones climaticas y
edéficas de nuestras latitudes, lo cual conllevdreeotras cosas, a una notable
disminucién en el uso de unos recursos (hidricisestodo) que son cada vez mas
caros de obtener.

El proceso de restauracion (Society of EcologicatstBration, 2004)
propiamente dicho, es inducido para recuperar tawdiciones ambientales de un
ecosistema que ha sido perturbado por la accionahamEl objetivo de dicha
restauracion es generar un sistema con gran dieersy similar, en cuanto a
composicion y estructura, al original. Ademas, istesna ha de ser sostenible por si
mismo tanto en términos ecoldgicos como en SociaBuos.

Este tema es de gran importancia debido a la atesigecursos naturales en la
gue nos hallamos inmersos y que anteriormente &reimnado. EI cambio climatico es
un hecho probado que nos afecta a todos y, gradagestauracion, se pueden paliar
sus efectos con un uso responsable del agua y ravemhamiento de especies
perfectamente adaptadas a nuestra zona, y quempaea@lir sin problemas su funcion
como ornamentales.

En los saladares de Almeria son frecuentes espegiae Sarcocornia Spss.
Limonium spss.Juncus spss.Tamarix spss.etc. Todas estas especies se podrian
utilizar tanto en la restauracion de espacios absique poseen suelos salinos como en
el ajardinamiento de zonas urbanas y periurbandasque la existencia de dichos
suelos no permite, o haria muy dificil, un adecuar@gimiento de otro tipo de especies
ornamentales; las cuales, ademas, en muchos cagasren de un mantenimiento y
volimenes de recursos hidricos que las convienteecenomica y ambientalmente
poco viables.

Por todos estos motivos el objetivo de este Trallgjpografico es el estudio de
la influencia de la salinidad y temperatura en dargnacion de la especiamonium
insigne (endemismo del sureste peninsular) para su postesb tanto en procesos de
restauraciéon como de ajardinamiento de areas salibazonas verdes en las que el uso
del agua para riego sea un factor limitante, ya gdemas de ser una especie adaptada a
nuestro clima, posee un evidente valor estéti@lamta de embellecer parques y zonas
de uso ludico. Ademas, se procederd al estudiocamlimiento de las plantas en
macetas con el fin de estudiar los parametrosidgicos deLimonium insigndras su
germinacion.

Por otro lado, la importancia del estudio de ed$sémtp también radica en la
inexistencia de datos acerca de su germinacion.
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2. 1. Restauracion ecologica de areas salinas

La restauracion ecoldgica es el proceso de alteraotencional de un habitat
para establecer un ecosistema definido, naturastérico local. El objetivo de este
proceso es imitar la estructura, la funcion, laediidad y la dindmica del ecosistema
original (Jacksomet al, 1995).

El proceso de restauracion es inducido por el henymara recuperar las
condiciones ambientales de un ecosistema perturbadg@m principal objetivo es
generar un sistema altamente diverso y similacuamto a composicion y estructura, al
original. Este sistema debe ser auto sustentablgolmoen términos ecologicos, sino
también sociales, garantizando asi su conservacion.

Con el fin de restaurar y preservar las comunidadgstales presentes en areas
salinas, los estudios biolégicos y ambientalesremesarios para entender su estructura
y funcion. La germinacién y el establecimiento a® plantulas de las especies vegetales
y su integracion de estas comunidades son aspeletos (Martinez-Sancheet al,
2006).

El conocimiento del éxito de recuperacion de laetagon tras los dafos
provocados por la mano del hombre, asi como ladaahtle especies y su potencial de
colonizacion, son basicos a la hora de realizar nestauracion ecologica. Ademas,
también es muy importante el estudio tanto de disjpe como de germinacion para
conocer la capacidad de establecimiento de lasgslaaspecialmente en las marismas,
al tener dichas plantas un banco de semillas toaitsi Mediante el examen de
multiples factores que suceden después de la didpate las semillas, la salinidad y el
éxito de la germinacion, podemos considerar laslicames y el medio ambiente para
tener éxito en la restauracion y hacer prediccigw®e la colonizacion natural de
especies en areas salinas (Elsey-Qeiirkl, 2009).

Las especies haldfitas pueden utilizarse comovodltpotenciales que pueden
ayudar a la recuperacion de los ecosistemas des zotexmareal y el desarrollo de
zonas salinas (Sorgj al., 2008).

2.1. 1. Salinidad del suelo.

La salinidad del suelo es el principal problemdadezonas aridas que conduce a
la desertificacion de la tierra. La calidad dellsis® reduce, limita el crecimiento de los
cultivos, limita las producciones agricolas que dtmen al abandono de suelos
agricolas y también supone un riesgo ambiental itapte al empeorar la calidad del
agua y disminuir la vida silvestre (Amezketa, 200%)lo largo de los dltimos afios
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estamos asistiendo a un incremento de la salirdddds suelos y de la temperatura en
el conjunto de la Peninsula Ibérica, y especialmemt el sureste ibérico (Caro-
Fernandez, 1969). En Espafa sobre el 3% de 3l&nasl de hectareas son tierras de
regadio que estan afectadas y un 15 % se encugrmaemente afectadas por la sal
(European Commission, 2002; Amezketa, 2006). Lassas que originan la
acumulacion de las sales en el suelo son divepsaslo que segun sea el proceso
seguido y las transformaciones posteriores expetadas, el suelo salino originado
tendra unas caracteristicas peculiares, tanto etosyposicion quimica como en sus
propiedades fisicas (Caro-Fernandez, 1969).

El cultivo de invernaderos en Esparfa, siendo Almkxiprovincia con mayor
superficie de cultivo intensivo bajo plastico, #ecomo consecuencia la utilizacion de
ingentes cantidades de agua (en la mayoria deaws salina) y fertilizantes. El hecho
de cultivar reiteradamente en la misma zona comsho manejo puede dar lugar a una
salinizacion gradual el suelo. Este proceso daigation se agrava en regiones aridas y
semiaridas debido a que la mayoria de aguas quéiligan para el riego presentan
contenidos elevados de sales solubles (Fern&tdalz 1981). La salinidad primaria o
natural del suelo se produce en aquellas zonasdamdca madre es rica en sales y la
tasa de evapotranspiracion es mayor con respelet® @asas de precipitaciones sobre
todo en zonas é&ridas y semiaridas (Amezketa, 2006).

El origen primario de las sales solubles existergeslos suelos es la
descomposicion de las rocas, ya que el suelo msaraefine como el resultado de la
evolucion natural de una roca bajo la influencia fdetores fisicos, quimicos y
bioldgicos. Las rocas madres, mediante procesdestmposicion quimica, hidrolisis,
hidratacion, solucion, oxidacion, carbonatacion,, gtueden liberar sales solubles. Estas
sales estan constituidas principalmente por aniatiesuro, sulfato y en casos
especiales por nitrato y borato, y los cationescsarhlcio, magnesio y potasio. Sin
embargo, en raras ocasiones solamente las trarsfmmes sufridas por la roca madre,
originan " in situ” un suelo salino. Existen unaieseale procesos de transporte y
acumulacion de sales de indole geografica y geagaigue conducen, en periodos mas
0 menos prolongados, a la salinizacion de detegamareas (Caro-Fernandez, 1969).

Los suelos salinos tienden a aumentar su salinidasl potenciales hidricos son
MAas negativos en verano que en otras estaciongsu(Uid87; Vicentet al, 2007). El
incremento de la salinidad en el suelo en veratéooretacionado con un aumento en el
contenido de cloruros (§) sodio (N&), sulfatos (S@?), calcio (C&"), magnesio
(Mg?") y potasio (K). Sin embargo, los porcentajes relativos d& @&K* disminuyen
cuando la salinidad aumenta dando lugar a un déigeigua favor de los cationes mas
toxicos como Nay Mg®* (Alvarez-Rogelet al, 2000; Alvarez-Rogekt al, 2006;
Vicente, 2007).
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La acumulacion de altas concentraciones de anidoaso (CI) y cationes de
sodio (Nd) en los vegetales provoca una serie de alteragidsiequimicas y
fisiologicas que desembocan en la inhibicién delcieniento de estas (Martinez-
Sanchezt al, 2008). El estrés que sufre la planta debido ali@s concentraciones
salinas interrumpe la homeostasis en el potendiaicb y en la distribucion de iones.
Esta interrupcion de la homeostasis se produce tantvel celular como en el resto de
la planta. Los cambios drasticos de iones y agodugidos en la homeostasis de la
planta conduce al dafio molecular, detencion delimarento e incluso la muerte (Zhu,
2001). También tiende a acumularse en los tejidua@acidos y amidas, perjudicando
al metabolismo de las proteinas y aumentando i@lists de las ya existentes, lo que
se traduce en una acumulacion de diamidas toxi@ss.grandes concentraciones de
sodio son tomadas por el vegetal a través de iless;gproduciendo asi dafios nutritivos
gue repercuten en la absorcién de estos. Estdo@dode que disminuye la absorcion del
agua por las raices del vegetal y a fendbmenos tharsmo y sinergismo en la
absorcion y transporte de iones (Delgado, 1992).

La gran diversidad de especies vegetales que tanpoondiciones de estrés
salino hace que existan numerosos estudios quezamdbs implicaciones de la
salinidad sobre el crecimiento y desarrollo dedsgecies vegetales (Navidoo, 1994,
Shannon & Grieve, 1999; Khaet al, 2000; Zhu, 2001; Redondo-Gometzal, 2004;
Vicenteet al, 2004; De Pascakt al, 2005; Khan & Qaiser, 2006; Vicengeal, 2007;
Martinez-Rodrigueet al, 2008; Songpt al, 2008; Al-Sherif, 2009; Elsey-Quirk, 2009;
Gumaet al, 2010; Nedjimi, 2009; Pang al,, 2009; Liet al, 2010).

Muchos estudios estan dedicados a determinar dadicones optimas de
germinacion para cada especie pudiendo facilitgeektion de su crecimiento en zonas
de suelos salinos (Greenwood & MacFarlane, 2008)gérminacion de las especies
que crecen en estas zonas esta influenciada poontdbinacion de varios factores
ambientales, entre los que se encuentran ladadirdel suelo, la temperatura y la luz,
siendo los de mayor influencia en la seleccidnnd@inento mas apropiado para que se
lleve a cabo este proceso, permitiendo a las gdantsponder a las variaciones
estacionales segun las condiciones exteriores ket al, 1999, Kharet al, 2000;
Kellogg et al, 2003; Greenwood & MacFarlane, 2006). De hechgures semillas
halofitas tienen la propiedad de mantenerse viallesante periodos de altas
concentraciones salinas hasta que dichas concentaadisminuyen por la lavado del
agua de la lluvia, favoreciendo entonces la geromma(Zia & Khan, 2004). Esto
permite a las plantas completar la etapa criticaudeiclo de vida durante el tiempo en
el cual es estrés salino esta reducido (Badger gatjri989).

La mayoria de los estudios que se realizan pamerndetar los efectos de la
salinidad llegan a un mismo término, a saber, liaidad provoca una disminucion en
el crecimiento de la planta, de la raiz y de lgashprovocando también una reduccion
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de su transpiracion y fotosintesis (Ktetral, 2000; Zhu, 2001; Redondo-Gonmeizal,
2004; Vicenteet al, 2004; Vicenteet al, 2007; Songet al, 2008; Gumeet al, 2010;
Pangueet al, 2009; Liet al, 2010). Ademas la salinidad del suelo se ha ceresilh
tradicionalmente como uno de los factores fisicés importantes en la zonacion de
plantas de los saladares (Egan & Ungar, 2000; eral, 2007).

2. 1. 2. Efecto de la salinidad en el desarroltie plantas halofitas.

Se sabe que las plantas halofitas muestran tolaranka salinidad porque, al
tomar agua, mantienen bajo el potencial osmétitaaes de la acumulacién de iones
inorganicos (Bradley & Morris, 1991). Otra de lasacteristicas de este tipo de plantas
es que tienen la capacidad de mantener las digspunalades de dispersion) viables
durante largos periodos de exposicion a hiperigalih e iniciar la germinacion cuando
la salinidad disminuye (Chapman, 1960; Vée¢ial, 2008; Woodel, 1985); lo cual
también es muy interesante en el tema que nos ppupsto que el uso de agua se veria
considerablemente reducido.

De hecho, Keiffer & Ungar (1997) demostraron queéantlo se producia un
aumento de los recursos hidricos y, por tanto, dis@inucion de la salinidad en el
suelo, se genera un alto porcentaje en la gerndmabecho que suele coincidir con el
final del invierno y el principio de la primavergpoca en la que, en zonas con lluvias
invernales, se lava el suelo.

Por otro lado, distintos estudios ponen de mandigse las semillas de plantas
hal6fitas se comportan de manera parecida frefdesalinidad: se retrasa el comienzo
de la germinacion, la germinacién se reduce y agwemillas permanecen dormidas
debido a los bajos potenciales de agua en altetesigalinos (Rubio-Casat al., 2003;
Tobeet al, 2001).

2. 1. 3. Efecto de la salinidad y la temperatura ela germinacion de especies
halofitas.

Nos encontramos con gran cantidad de estudiosacestren los efectos de la
salinidad sobre la germinacién de las semillas Z&u& Khan, 2001; Panguet al,
2009; Weiet al, 2008) que nos informan de que un aumento daliaidad conlleva
una disminucion de la germinacién. Normalmentegdaminacion de especies haléfitas
en el campo esta controlada por varios factoresemtabes, a saber, la luz (Gutterman,
1992; Huang & Gutterman, 1999), la temperatura (@ad& Ungar, 1989) y la
salinidad (Pujolet al, 2000). Sin embargo, existe una gran variedacciamto a
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tolerancia a la salinidad de las semillas de lpe@ss haldfitas durante su germinacion
(Khanet al, 2002; Ungar, 1996).

La germinacion es uno de los procesos mas crigoosl ciclo de vida de los
haldfitos (Ungar, 1995), y varios son los factorpse influyen directamente en la
misma, entre los que la salinidad del suelo yrd@peratura son los de mayor influencia,
determinando el éxito posterior del crecimientdadplanta (Delgado & Sanchez-Raya,
2007); y es por ello que centraremos el estudibia®nium insignesn la germinaciéon
de sus semillas a diferentes niveles de salinidddeyentes intervalos de temperatura
tanto diurna como nocturna.

La germinacion es el proceso que se inicia comr@atde agua por la semilla
seca (imbibicién) y termina cuando una parte da @g& embrionario en dicotiledéneas
o radicula en monocotileddéneas y gimnospermaayiafa las estructuras envolventes
gue la rodean (emergencia) (Azcon-Bieto & TalorQ&0

Font Quer (2001) define la germinacién en los ewp#ifitos, como el
fendmeno en el que embrién contenido en la semdtbra su actividad vital,
amortiguada durante mas o menos tiempo. La absodsd agua y una temperatura
adecuada la provocan. El embridn y el tejido deiciah embeben el agua y se hinchan;
actian las enzimas y movilizan las reservas; lmpla despierta de nuevo a la vida y
reviven los meristemos.

La germinacion es un proceso complejo durante ual ta semilla debe
rapidamente recuperar el estado fisico de la merurade secado, reanudando la
actividad del metabolismo, completando todos loggsos esenciales para permitir que
surja el embrién. Tras el inicio de la imbibicide th semilla seca se restablece el
metabolismo, restituye la integridad quimica ywegtrral de las células requiriendo la
co-participacion de eventos sintéticos y de praéecdNonogakiet al, 2010).

La salinidad junto con el fuego, las heladas \elguga son uno de los factores de
estrés mas estudiados (Alvarez-Rogehl, 2000; Egan & Ungar, 2000; Khat al,
2000; Zhu, 2001; Redondo-Gémetal, 2004; Vicenteet al, 2004; Alvarez-Rogekt
al., 2006; Vicenteet al, 2007; Songet al, 2008; Gumeet al, 2010; Pangua&t al,
2009; Liet al, 2010). En la germinacion de la semilla los faetoque influyen son el
agua, la temperatura, la luz y la salinidad, gberactian en el interfaz del suelo (Khan
et al, 2000).

Las semillas de zonas salinas estan influenciadadapsalinidad durante el
momento de dispersion y la fase de germinaciora BRamayoria de especies anuales
salinas la germinacion de las semillas esta madaafe por la salinidad que por la
temperatura, el fotoperiodo y la humedad del s(idt®e & Zeller, 2000; Elsey-Quirkt
al., 2009).
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La salinidad puede reducir o retrasar la germimadé las semillas. Una alta
concentracion de sales en el suelo impide la geion, y las semillas sélo germinan
cuando las condiciones de temperatura y edaficatasorables (Songt al, 2008). De
hecho, estudios experimentados por Alvarez-Regal. (2000); Egan & Ungar (2000);
Khan et al. (2000); Zhu (2001); Redondo-Gomet al. (2004); Vicenteet al. (2004);
Alvarez-Rogelet al. (2006); Vicenteet al. (2007); Songet al. (2008); Gumaet all.
(2010); Panguat al. (2009) y Liet al. (2010) informan que las semillas de las especies
haldfitas tienen su Optimo de germinacion cuandorexhice el estrés salino. La
germinacion de especies halofitas, en condicioiErdalinas, toleran concentraciones
salinas de 200 Mm hasta 1720 Mm de cloruro sodiomo Salicornia bigelovii,
Salicornia europea, Salicornia stricta, Cressa w®@at Suaeda moquiniiy
Arthrocnemum indicumLa semilla deSalicornia rubrapodria ser clasificada como la
mas tolerante a la salinidad durante la germina@g{danet al, 2000).

La presencia de condiciones hipersalinas en elrasasturante los meses
estivales, determinados por el mayor poder evaporadel aire calido, y/o el
enterramiento de las semillas por movimientos deao actividad de la fauna, puede
dar lugar a que estos ambientes sean inapropiadgmtalmente para la germinacion y
normal desarrollo de las plantulas, como han pugstmanifiesto Ungar (1977), Khan
& Ungar (1997) y Khan & Gulzar (2003). Sin embardm,recuperacion del poder
germinativo en especies tales coArthrocnemum macrostachyyu®enecio auriculy
Lepidium cardaminecuando sus semillas fueron transferidas desde icGones
hipersalinas (NaCl al 4% durante 6 meses) a agsiflatk, indica que se trata de una
inhibicion reversible de naturaleza osmotica (Und®82; Woodel, 1985; Keiffer &
Ungar, 1997) y que las semillas tendran potencdligara germinar en su habitat
natural cuando disminuya la salinidad del sustréémOmeno que, en ambientes
mediterraneos viene determinado habitualmentegsdiuvias otofiales e invernales.

Las semillas de las especies haldfitas tienen [maidad de mantener la
viabilidad de la germinacién durante largos persode tiempo cuando estan expuestas
a condiciones hipersalinas. La germinacion de saeaes haléfitas comienzan cuando
se reduce el estrés salino (Gul & Weber, 1999; Kéiaal, 2000). Sin embargo, la
capacidad de recuperacion germinativa difiere de&s wspecies haldfitas a otras tras
estar sometidas a dicho estrés salino. Esta vaniaami la respuesta de la recuperacion
puede ser debido a la diferencia en el régimema denhperatura a la que se exponen las
semillas, como es el caso de las siguientes esp&tleocnemum indicum, Haloxylon
recurvum, Suaeda fructicosa, Zygophyllum simpl@xiglochin maritima(Khanet al,
2000). Las semillas retrasan su germinacion a teajeratura pero, incrementando la
temperatura, las semillas incrementan la germimasigstancialmente. Estas semillas
germinan mas rapido con altas temperaturas siemgeriminacion maxima ya sea en
condiciones salinas 0 no salinas. Este patron doesi especies combimonium
stocksij cuya mayor germinacion bajo condiciones salireaslie en un intervalo de
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temperaturas de 20-30 °C, correspondiendo la mitéempaeratura a horas de oscuridad
y la maxima a horas de luz (Zia & Khan, 2004).

Por otro lado, estudios realizados &rthrocnemum macrostachyurSenecio
auricula y Lepidium cardamingor Herranzet al. (2004) demostraron que los efectos
negativos de la salinidad se manifestaron antespdraturas altas.

También es necesario comentar que la baja o nuhairggcion a temperaturas
muy altas (25 °C) observada en algunas especiesej@gmplo,Centaurea citricoloy
Linaria hirta, Diplotaxis ilorcitang Antirrhinum subbaeticummArmeria villosasubsp.
alcaracensis Moricandia moricandioidesSisymbrium austriacursubsp.hispanicum
Iberis pectinataetc.) apunta hacia una incapacidad para gerrdunante los meses de
verano aun cuando se produzcan tormentas ocasprateategia adaptativa para evitar
la muerte de plantulas como consecuencia de laisegisiguiente a un periodo de
humedad estival transitoria (Thompson, 1986).

Todo esto nos viene a indicar que, por norma genedependiendo de la
especie, el incremento de temperatura no favoreaeiminacion de las semillas de
especies haldfitas en medios salinos. Asi por dgnestudios realizados por Herranz
et al. (2002) demuestran que taxones tales cd@eaotaurea citricoloy Moricandia
moricandioidessubsp.moricandioidesDiplotaxis harrasubsp.lagascanaSisymbrium
austriacumsubsp.hispanicumy Linaria hirta alcanzaron la germinacion mas alta a
temperaturas muy bajas (sometidas a una tempercatnsséante de 5 °C durante un mes)
y/o bajas (10 °C), disminuyendo sensiblemente tr pler 10 °C.

También hay que tener en cuenta que los estudigsrd@nacion realizados en

laboratorio en los que se aplican soluciones cstintths concentraciones de cloruro
sbdico a semillas de especies haldfitas, no putshearse como valores completamente
extrapolables al campo. Esto es debido a que,ladasas y zonas préximas al ambito
marino, estas plantas obtienen en muchas ocasion&s Unico recurso hidrico el agua
procedente del mar. Tal y como estudiaron Zia & rK(2008) enLimonium stocksji
los experimentos realizados con agua de mar sonrepéissentativos, ya que posee
cationes como NaMg?*, C&*, K* y SF*, y aniones tales como C8Qy, Br, F, HCO;
y H3BOs. El resultado de dicho estudio fue que las gercnmes se producian en
mayor proporcién en agua con NaCl que en agua de Ademas, las semillas no
germinaban a conductividades eléctricas mayor&0ds/m en agua de mar y a partir
de los 50dS/m en soluciones de NacCl.
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2. 2. Técnicas para la jardineria en zonas aridas.

En el disefio y ejecucién de proyectos de jardingripaisajismo en zonas
semiaridas es imprescindible evitar, o al menosiaali el efecto negativo de las
frecuentes situaciones de estrés abiotico duravdgeplocesos de implantacion y
mantenimiento de las plantas empleadas (Martinazkeazet al, 2008).

Los aspectos a los que es vital prestar atencidniaseleccion apropiada del
material vegetal, los métodos de produccién y mnedicionamiento en vivero para
obtener una plantula que tolere adecuadamenteagblante y las primeras fases de
crecimiento tras él.

Una de las tendencias recientes en jardineria sajno bajo condiciones
semiaridas es el uso de disefios con muy bajosos nedjuerimientos de riego, para lo
que es necesario utilizar plantas ornamentalestadizp al déficit hidrico. Algunas
administraciones (municipios, confederaciones lgdificas, etc.) restringen el uso de
agua para proyectos de jardineria y paisajismo.

Muchas especies autdctonas son una buena altermaggpecies ornamentales
usadas tradicionalmente en climas semiaridos, dedbidu buena resistencia a plagas,
enfermedades, elevada tolerancia a la salinidaal, ediiciencia en el uso del agua y
pautas de crecimiento bien adaptadas a las condiiedafocliméticas existentes en
estas zonas.

2. 2. 1. Condiciones para el trasplante y crecimi¢émvegetal en
xerojardineria y paisajismo en clima semiarido.

La mayoria de los entornos naturales o naturalzaglv zonas con clima
semiarido, incluyendo xerojardines y actuacionegpasajismo urbano y periurbano,
estan casi continuamente en situacion subodptim@eces a uno 0 Mmas parametros
medioambientales, como disponibilidad de agua, ¢eatpra, humedad ambiental,
salinidad del suelo o disponibilidad de nutrier{ddartinez-Sancheet al, 2008).

Por este motivo, cuando se trasplanta a estosnestda planta producida en
vivero (principalmente si el manejo de las técnicks cultivo y el control del
microclima no han sido los adecuados en esta fasegrondicionar convenientemente
a la plantula para tolerar las condiciones advedsstrasplante) existe un periodo
estresante de transicién que es critico para sumiento y supervivencia.
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Los paisajes y xeropaisajes en climas semiaridesuéntemente requeriran,
para desplegar su potencial estético, aplicaci@tbsionales de agua, lo cual no
siempre es posible (econOGmica, técnica y admitiisaraente), lo que hace
imprescindible la adecuada eleccion y producciénptistas capaces de reiniciar
rapidamente su crecimiento tras el trasplante siseren evitar elevadas tasas de
mortalidad durante la fase de implantacion.

Por otro lado, hay que tener presente que las conés de elevada salinidad
afectan al crecimiento y supervivencia, principaitee de las plantulas recién
trasplantadas, de muchas especies ornamentaleasusad paisajismo y jardineria
(Ramoliya & Pandey, 2003). Sin embargo, cierto gratk salinidad es incluso
estimulante para la germinacion y el crecimientolage plantulas de otras especies,
como Lotus creticus(Sanchez-Blancet al, 1998) yProtea obtusifolia(Rodriguez-
Pérezet al., 2000).

En las actuaciones de paisajismo y jardineria emsz@ercanas a la costa otro
factor abidtico, como la exposicion a aerosolesimoar(con sal, surfactantes y otros
contaminantes), puede afectar al crecimiento y rsuymncia de muchas especies
ornamentales. El grado de adaptacion a los aess@anos puede variar notablemente
entre especies del mismo género (Martinez-Séarethelz 2008).

2. 2. 2. Eleccién del material vegetal.

Las caracteristicas morfoldgicas de las plantascanportamiento desde un
punto de vista nutricional y su capacidad de respudisiologica a las distintas
condiciones de estrés abiotico, van a ser detent@gaanto para su adaptacion a las
distintas técnicas y métodos de preacondicionamiemt vivero como para Ssu
comportamiento después del trasplante, condicianandestablecimiento en campo y
Su supervivencia.

Por tanto, es necesario establecer criterios deciéle que nos permitan
seleccionar el material vegetal adecuado para sidacion. Para ello, es ineludible
conocer los mecanismos de respuesta a los fagtwdmambientales de las distintas
especies ornamentales potencialmente Utiles.

Para seguir mejorando los proyectos de xerojan@dingtpaisajismo en climas
aridos existe una gran necesidad de encontraraglamnamentales que presenten
elevada tolerancia a condiciones adversas, primegrde a la falta de agua y a la
salinidad, siendo capaces de crecer y manteneto cialor estético en dichas
condiciones.
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No obstante, cada vez mas se imponen ciertasc@sties, y el uso de especies
exodticas esta mas cuestionado (Kotzen, 2004). &up,t la demanda de nuevas y
variadas plantas ornamentales nativas cada vezagsrmniciandose en la ultima
década programas para desarrollar, mediante s@beacihibridacion, plantas bien
adaptadas a diferentes condiciones climaticas {Ba2000; Ault, 2003).

El uso de especies con pocos requerimientos h&esode gran importancia
para mejorar la conservacién del agua en xerojasdin paisajismo; sin embargo, la
eleccion adecuada de material vegetal se ve ddidalpor la escasa informacion sobre
las necesidades hidricas de las diferentes especies

Es bien conocido que algunas especies silvestaeesrtiun notable mayor grado
de tolerancia a la salinidad que especies cultsvguléximas desde el punto de vista
taxondémico; como ocurre entre especies silvestresltivadas dd.imonium(Morales
et al, 2001). Asi, la salinidad no afecta a la calidmthamental deLimonium
pectinatum cuya produccion de varas florales es igual entatacontrol y en plantas
cultivadas en condiciones salinas (200 mM de Na@igntras que las plantas de
Limonium tifoliumy Limonium capsicumeducen el nimero de varas florales asi como
la altura y peso fresco de éstas respecto dedagagl control, bajo estrés salino.

Otro factor que usualmente influye en el crecinoentloracion de las especies
ornamentales es la iluminacion, tal y como muedtause)et al. (2005) paraichillea
millefolium Gaura lindheimeriy Lavandula angustifoliaLa tolerancia a elevadas
intensidades luminicas durante la produccion eeroiy durante el posterior periodo de
establecimiento en campo puede, en algunas ocasioaeiar notablemente entre
especies emparentadas taxondmicamente (Heiskab@f), 2

Ademas del tipo de iluminacion, también la longittel fotoperiodo puede
afectar al crecimiento de forma considerable. Ad&misangton (2005) demostraron
gue los fotoperiodos largos normalmente promuevemeremento de biomasa en gran
namero de especies ornamentales que, de formaahattgcen en condiciones de dia
corto.

En algunas zonas semiaridas, con temperaturasmedrepuede darse una
elevada tasa de mortalidad debido a frios intedswoante el primer invierno tras el
trasplante. Meyer & Cunliffe (2004), muestran elqemtaje de supervivencia para estas
condiciones de varias especies herbaceas ornasgntapreciando diferencias
importantes entre especies y entre distintos geomtiel génerMiscanthus
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2. 2. 3. Manejo del riego.

El adecuado manejo del riego es de primordial itgpoia para la produccion
de plantas de alta calidad destinadas a ser traaghs en condiciones edafoclimaticas
adversas.

La aplicacién de tratamientos de preacondicionatmiahestrés hidrico, durante
las dltimas semanas o durante todo el periodo deroji mediante el uso de riego
deficitario, es una técnica frecuentemente usada padurecer la planta antes del
trasplante, aunque puede provocar el incrementinhibidores endogenos y sobre
endurecimiento si es demasiado severo y prolongpdmjuciéndose una excesiva
ralentizacion del crecimiento, tanto aéreo comacedde incluso la muerte de la planta
(Liptay et al., 1998).

En un buen numero de trabajos recientes se hamdet&to como el riego
deficitario durante la produccién viveristica afeet algunos aspectos morfolégicos y
fisiol6gicos de especies ornamentales de interéa yparojardineria, revegetacion y
paisajismo, comérgyranthemum coronopifoliuifbe Herraldeet al, 1998),Limonium
cossonianum(Franco et al, 2002 b),Nerium oleander(Bafién et al, 2003 a) y
Rosmarinus officinali§Sanchez-Blancet al, 2004).

Frecuentemente, el riego deficitario reduce digtimiarametros de crecimiento
de la parte aérea (altura, longitud de los tallosa foliar, pesos fresco y seco, y
volumen de raices), tal y como ha sido observaddiwarsas especiekptus creticus
(Francoet al, 2001; Baforet al, 2004),Rosmarinus officinaligSanchez-Blancet al,
2004) y Myrtus communigBafndnet al, 2002). La proporcion parte aérea/sistema
radical, uno de los parametros que mas influyel enraportamiento de la planta tras el
trasplante, se ve reducido normalmente por el rikgicitario.

Igualmente, el riego deficitario durante la fasevdeero puede incrementar el
porcentaje de raices gruesas y disminuir el de asedfinas, como se ha determinado
en plantulas délyrtus communiy Nerium oleandefBafionet al, 2002; Baforet al,
2005). En estos casos, el volumen radical se wipgrcionalmente mas reducido que su
peso seco, dando como resultado un aumento dentaddd de las raices bajo riego
deficitario.

También, cierto grado de endurecimiento de lagsaés de enorme interés para
producir plantulas mejor adaptadas al trasplanteadiciones de estrés hidrico.

Asi, un incremento en el porcentaje de raices deramdn marrén en las
plantulas sometidas a tratamientos con riego dafici ha sido descrito ehotus
creticus (Francoet al, 2001) yLimonium cossonianun(Francoet al, 2002 b). El
cambio de color desde blanco a marron estd asoaadola suberizacion de la
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exodermis, y puede reflejar un proceso de metdeation, que es un proceso de
lignificacion y suberizacion parcial que conlleva estado de reposo de la raiz que le
confiere cierta proteccién frente a circunstanamsdioambientales adversas (por
ejemplo la falta de agua en la rizosfera), siengjmaz el sistema radical de continuar
activamente su crecimiento cuando cesan dichasinstancias (Bloomfielcet al,
1996).

En esta linea, el riego deficitario produjo plaasutieLotus creticuscon mayor
densidad de tricomas y mayor nimero de vasos Xilensaen tallos y raices, lo que
indujo una serie de adaptaciones fisiolégicas delsando ajustes osmoéticos, lo que
permitid6 a la plantula una considerable capacidadadaptacion a las condiciones
adversas de su establecimiento en campo (Fretradg 2002 a; Bafioet al, 2004).

Los cambios mencionados permiten a la planta mantena elevada tasa de
asimilacion neta de GO posibilitando una mayor supervivencia en condief de
sequia (Vilagrosat al, 2003). También, plantas &illyrea angustifoliaregadas a un
40% de capacidad de campo durante todo el peri@@rdduccion de vivero,
presentaron mayor densidad estomatica y mayoreeti@d en el uso del agua,
mostrando una capacidad superior para superaroek gfost-trasplante (Fernandetz
al., 2004).

El riego deficitario de las plantulas durante sodpiccion en vivero suele tener
un efecto muy favorable en el incremento de sugumiege de supervivencia y de su
crecimiento tras el trasplante en condiciones adgede calor y falta de agua. Dicho
incremento en supervivencia ha sido descrito pacsopis glandulosgBainbridgeet
al., 2001) yNerium oleande(Bafionet al, 2005).

Del mismo modo, en distintas experiencias totus creticus(Francoet al,
2001; 2002 a) y.imonium cossonianurgiFrancoet al, 2002 b) se ha comprobado que
las plantas que previamente han sido sometidaarta gjrado de estrés hidrico durante
Su crecimiento en vivero, muestran un crecimieattical mayor y mas rapido tras el
trasplante en condiciones semiaridas, especialmmraedo la humedad del suelo es
escasa (Francet al, 1999).

En algunos casos, este potencial adaptativo séanardurante bastante tiempo
y, tras largos periodos de sequia, una ligeradlueactiva el crecimiento radical mas
rapidamente en aquellas plantas que han sido préi@emadas en vivero (Franet
al., 2002 b).

Respecto a la parte aérea, se ha observado trasasplante un mayor
crecimiento de los tallos y una cobertura mas delessuelo en las plantas tetus
creticuspreviamente estresadas, y un desarrollo mayorsyaodpacto con presencia
de varas florales mas largas en las plantad.ideonium cossonianunsometidas,
igualmente, a riego deficitario previo en el viveammmprobando que, cuanto mas
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adversas, en cuanto a la falta de agua, son lacommes del trasplante, se hace mas
evidente el efecto positivo del endurecimiento relurante la produccion viveristica
(Francoet al, 2001).

El empleo de riego deficitario, ademas de supomer técnica adecuada de
acondicionamiento de las plantulas para el tragplaambién debe contemplarse desde
el punto de visto de que puede suponer una reduacitable en el empleo de recursos
hidricos en el vivero sin afectar (o incluso mejoi@) las caracteristicas de las plantulas
producidas (Bergeroet al, 2004).

Ademas de la cantidad de agua, el método de riagdepinfluir decisivamente
en la produccion de plantulas de buena calidadsusétucion del riego por aspersion,
aun muy utilizado en algunos viveros de producciénplantas para jardineria, por
métodos de subirrigacion, puede mejorar las cafatitas del sistema radical de la
plantula (Franco & Leskovar, 2002), su potencidricd (Leskovar, 1998) y su estado
nutricional (Biernbaum & Versluys, 1998; Franco &sdkovar, 2002), produciendo
plantulas de mejor calidad para xerojardineriaiggyagmo, al mismo tiempo que puede
suponer una disminucién importante del impacto oedbiental, al reducirse la
lixiviacion de nutrientes y agroquimicos (Bilderka@002; Yeager & Henley, 2004),
sobre todo cuando se emplean sistemas de recid@ulgtarriset al, 1997).

2. 2. 4. Control de la temperatura.

El manejo adecuado del régimen de temperaturamtduta produccion de
plantulas ornamentales en vivero, puede modificaitipamente su comportamiento
tras el trasplante.

Los efectos directos de la temperatura sobre lasapade crecimiento de las
plantas son ampliamente conocidas, pero como afétha régimen térmico previo en
el crecimiento de las plantas tras su trasplant¢o bauevas condiciones
medioambientales ha sido poco estudiado (MartB@rhezt al, 2008).

A este respecto, Van Den Driessche (1991 a; 199&ddgd un estudio sobre
Picea glaucaPinus contortay Pseudotsuga menzigsdiomprobando que, al final del
periodo de vivero, las plantas producidas utilizafdjas temperaturas presentaban
menor altura y menores valores para las proporsiaiftera/diametro de tallo y parte
aérea/sistema radical.

De forma similar, se ha comprobado que un régineetechperaturas nocturnas
bajas en vivero no calefactado, hace disminuiofgitud de los tallos y la relacion
parte aérea/sistema radical, y hace aumentar eép@je de raices metacutinizadas en
plantas de_otus creticugFrancoet al, 2001).
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La eficiencia fotoquimica también puede verse riglducpor las bajas
temperaturas en el vivero, incrementandose la cdram@on foliar de antocianinas, tal y
como han observado Clostal (2004) durante la produccién de plantasdealyptus
globulusy Eucalyptus nitensLa concentracion foliar de antocianinas, por d#ado,
podria utilizarse como un indicador de endurecitoigrlacionado con la tolerancia a
temperaturas adversas tras el trasplante.

El empleo de temperaturas bajas durante la proglucdiveristica, aunque es
una técnica menos efectiva que el uso del riegitsefo, contribuye a producir
plantulas que presentan mayores tasas de supeardwene crecimiento relativo tanto
de la parte aérea como del sistema radical (Vanerssche, 1991 a; Franeo al.,
2001).

2. 2. 5. Manejo de la humedad del aire.

La influencia de la humedad ambiental durante ladpccion de plantas
ornamentales para jardineria, en su acondicionamipara mejorar su tolerancia a
circunstancias adversas de trasplante, no ha sigestudiada.

Sin embargo, Bafodet al. (2003 b), trabajando coRhamnus alaterniys han
concluido que le mantenimiento de una baja humethdiire y el empleo de riego
deficitario en el vivero reducen el crecimientoaythsa de fotosintesis de la plantula
obtenida, incrementando su supervivencia duramerédo de implantacion.

En un trabajo paralelo, Bafdt al. (2003 a), han determinado que ©tea
europeavar. sylvestris el efecto combinado de riego deficitario y bajamiedad
ambiental durante la produccidon en vivero ha heclttoementar el porcentaje de
supervivencia hasta un 63% frente a un 0% de &gas control.

En estudios similares, dicho efecto combinado témbia incrementado el
porcentaje de supervivencia de las plantulas frasgplante en condiciones de déficit
hidrico y elevada temperatura, siendo éste un 68etef a un 7% en las plantas control,
paraNerium oleanderBafionet al, 2005), y un 37% frente a un 0% en las plantas
control, paraMyrtus communigBafonet al, 2002). Este comportamiento es atribuible
a cambios morfoldgicos, tanto de la parte aérela @dantula (menor tamafio y menor
area foliar), como de las raices (mas cortas, gaugslensas y menos ramificadas), y de
la relacion parte aéreal/parte radical (que se eediiededor del 60% en ambas
especies), y a cambios fisioldgicos, como el delardel ajuste osmatico, la eficiencia
de la regulacion estomatica y un mayor flujo dendados hacia las raices.

Como se demuestra en estos estudios, el uso catobdebaja humedad del
aire y de riego deficitario provoca en las plargutaerto grado de endurecimiento
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durante su produccién en vivero. Este efecto pagécesultado de la combinacion de
tres importantes mecanismos de aclimatacion a dmigey el calor, tal y como
establecieron Martinez-Sanchetzal (2008):

1- Reduccion del crecimiento, acompafado de una rixiston de asimilados
a favor de las raices frente a la parte aéreajdoreduce la transpiracion y
favorece el desarrollo de un sistema radical mayanas eficiente a la
absorcion hidrica.

2- Ajuste osmotico foliar, posibilitando el mantenimie de la turgencia foliar
incluso cuando la disponibilidad de agua en elsd&minuye por ausencia
de riego.

3- Una regulacion estomatica mas eficiente, evitangloligas de importantes
cantidades de agua por transpiracion cuando lessex hidricos presentes
en el suelo son escasos.

2. 2. 6. Enriquecimiento del aire con C@

El empleo de una atmdsfera enriquecida corp, @@ante la produccion en
vivero se presenta como una técnica prometedoeiparementar la productividad y
obtener plantulas con valores bajos de la relapaite aérea/sistema radical, que sean
capaces de tolerar adecuadamente las condiciortessagges del trasplante en
ecosistemas mediterraneos, en general, y en aoheactle xerojardineria y paisajismo,
en particular, tal y como queda reflejado en diegmsstudios (Wullschleget al, 2002;
Biel et al, 2004; Cortést al, 2004).

De esta manera, trabajos realizados por Catéd (2004) demostraron que
plantulas deQuercus cerroidey Quercus ilexincrementaban alrededor del 60% su
biomasa total en respuesta al enriquecimiento dox lasta valores entre 500 y 700
ppm; siendo dicho incremento debido, fundamentalejesd aumento de la biomasa
radical.

Por otro lado, Bielet al (2004) analizaron el efecto combinado del riego
deficitario y enriquecimiento con G@nPinus nigrapara lograr producir en el vivero
plantulas vigorosas y endurecidas que se compartdsen tras el trasplante,
comprobando que el enriguecimiento con,@@rementa la biomasa total, la biomasa
foliar y el area foliar de las plantulas, mientga® el riego deficitario hace disminuir la
biomasa de tallos y hojas y el area foliar, per@moontraron evidencias de interaccion
entre ambos factores.
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2. 2. 7. Manejo de la intensidad luminosa y el foperiodo.

Aunque la respuesta a la intensidad luminosa venriablemente entre especies
(Heiskanen, 2004), usualmente afecta al crecimigntfioracion de las plantas
ornamentales de uso en jardineria, tal y como vhsdfausewt al. (2005) erAchillea
millefolium Gaura lindheimerly Lavandula angustifolia

Por otro lado, el tipo de iluminacion y la amplé@tidel fotoperiodo pueden
afectar al crecimiento de las plantulas tal y cdrao puesto de manifiesto Richardson-
Calfeeet al (2001) en un estudio co@ampirnus carolinianaFagus grandifoliay
Gymnocladus dioicysen el que tratamiento con fotoperiodo largo ndmmeate
promueve un incremento en la biomasa.

2. 2. 8. Inoculacion con micorrizas.

El empleo de micorrizas en la produccion en viwglantas forestales es una
practica habitual, existiendo amplia documentaci@ntifica y técnica al respecto. No
ocurre lo mismo, excepto para algunas especiesemhidpara la produccién de plantas
ornamentales, sobre la que existe mucho menos oldadrabajos publicados.

De una forma u otra, es ampliamente conocido quépatio desarrollo de un
sistema radical funcional es esencial para el mstablecimiento tras el trasplante de
muchas especies ornamentales, principalmente déefi@sas, y particularmente en
condiciones edafoclimaticas adversas, en las quastema radical convenientemente
micorrizado presenta una mayor capacidad de aldsorde agua y nutrientes
(Goicoecheat al, 2004, Iglesiast al, 2004; Sanchez-Blan&i al., 2004).

El efecto positivo de la micorrizacion en viverdsola tolerancia de las plantas
al estrés hidrico ha sido estudiado en especigsssiés de creciente interés para
xerojardineria y paisajismo, comprobandose queradflg de respuesta de la planta
micorrizada depende de la especie de hongo utiljzdel la interaccion entre planta y
hongo (Sanchez-Blanaet al, 2004) y de la intensidad del estrés hidrico é3#\al,
1994).

La micorrizacion también puede influir de formatansial en la nutricion de la
planta, tal y como demuestran los estudios realzadr Carpicet al (2005), en el que
se observo una mayor absorcion de nutrientes eraglalelpomocea carneaubsp.
fistulosainoculados con micorrizas respecto a las no irzatad.
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No obstante, otros estudios no han encontrado ningéneficio en la
inoculacion de la plantula con micorriza en viveabre el comportamiento de la planta
tras el trasplante respecto al de la planta noulada (Gilman, 2001; Linderman &
Davis, 2003; Martiret al, 2003).

Hay que decir que Carpit al (2003), sin embargo, estudiaron el efecto de la
micorrizacion en vivero sobre el crecimiento y l@ervivencia tras el trasplante de
diversas plantas ornamentalésdcia greggii Chilopsis linearis Diospyros virginiana
Platanus occidentalidgpomoea carneg Plumbago auriculaty encontrando un efecto
positivo de la inoculacién con micorrizas sobrerecimiento de las plantulas de todas
las especies durante la fase de vivero.

2. 2. 9. Manejo de la fertilizacion.

Una de las formas mas eficaces de controlar einsiexato de las plantulas
durante su produccion en el vivero es moderandersilizacion; debido a esto, se han
realizado numerosos estudios para evaluar la ecréel entre el manejo de la
fertilizacion en el vivero y el comportamiento p#tr de la planta tras su trasplante en
xerojardineria y paisajismo con minimo manteninoeponiéndose de manifiesto que
la aplicacion de una fertilizacion apropiada ealyifara su supervivencia y crecimiento
tras ser trasplantada en condiciones adversagsequke la competencia por el agua y
los nutrientes es muy intensa (Martin & Ruter, 19Rikalaet al, 2004).

Para establecer la fertilizacion adecuada paraupiodlantulas de buena calidad
hay que tener un conocimiento suficiente del comapaento de cada especie durante
su produccion en vivero.

Asi por ejemplo, Rikaleet al (2004) observaron que, mejorando el estado
nutricional de plantulas en el vivero, puede megeal crecimiento de los tallos y de la
biomasa radical, especialmente en suelos nutrigvéenpobres.

Las respuestas a la fertilizacion a veces variaa pkantas taxondGmicamente
préoximas, tal y como Close & Beadle (2004) obsamagn plantulas d&ucalyptus
globulus En este caso, en el momento del trasplante, sgprobd una mayor
concentracion foliar de nitrogeno y fosforo en plidass deEucalyptus globulugue de
Eucalyptus nitens producidas en viveros al mismo tiempo y con isihmo régimen de
fertilizacion.
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2. 2. 10. Empleo de fitorreguladores.

Los fitorreguladores han sido ampliamente utilizgdgrincipalmente para
manipular la forma, el tamafo, la floracion y léetancia al estrés abidtico de plantas
ornamentales (Ruter, 1994; Bafetral, 2001 b).

El paclobutrazol (PBZ) es un retardante del cremma del grupo de los
triazoles, y es uno de los fitorreguladores masleadies en viveristica ornamental.
Puede inducir tolerancia al estrés hidrico e inerar el uso eficiente del agua, tanto
en plantulas como en plantas adultas (Van den &éed996; Watson, 2001).

Esta tolerancia al estrés hidrico inducida porBA Ra sido relacionada con una
disminucién de la traspiracion, de la altura deléanta, de la biomasa y del area foliar, y
con un incremento de la resistencia estomatical@amtytas dePhillyrea angustifolia
producidas en vivero (Fernandetzal, 2004), que vieron aumentado su porcentaje de
supervivencia tras el trasplante en condicionesé&eatas (Baforet al, 2001 b).

El cloruro de clormecuat (CCC) también ha sidaaado para reducir la parte
aérea de la plantula, tal y como describen Baidl. (2001 a) parderium oleander
Plantulas de esta especie producidas en viveratgdas con CCC manifestaron una
reduccion del peso seco de la parte aérea y uneac@n mas oscura de ésta.

Por tanto, hay que tener presente que diferentesrefjuladores pueden
provocar efectos muy distintos en plantas ornanesita

2.3 Caracteristicas principales de las semillas ggantas angiospermas.

Puesto queLimonium insigne forma parte del extenso grupo de las
angiospermas, a continuacién se hara una explital@das principales caracteristicas
que lo representan, tal y como refleja Besnier-Rom€L989), centrandonos
principalmente en la biologia y morfologia de lamilas, asi como en lo relativo a su
recoleccion, almacenamiento y conservacion.

2. 3. 1. Laflor de las angiospermas.

La flor completa o hermafrodita de las angiosperomasta de dos componentes

principales: los 6rganos vegetativos, que son &ptculo y las envolturas florales
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(céliz y corola) y los 6rganos reproductivos, cilugtos por los estambres con sus
anteras llenas de granos de polen y el pistiloscsnovulos dentro del ovario.

La morfologia floral es muy variada y en numerdaaslias las flores presentan
transformaciones que afectan tanto a las envoltflomales como a los o6rganos
sexuales.

2. 3. 2. Biologia de las semillas.

Las semillas son unidades de diseminacion y repcidin sexual de las plantas
superiores, procedentes del desarrollo de los éwldosus flores. Estan compuestas de
uno o varios embriones, reservas nutritivas y umarias capas protectoras originadas a
partir de los tegumentos del 6vulo, del ovarioladetejidos, de otras partes de la flor e,
incluso, de la inflorescencia.

Existen dos tipos de semillas que no se ajustaittastente a esta definicion:
las semillas agamospérmicas y las semillas de émbrdiferenciado.

Las semillas agamospérmicas no proceden de unandacidn sexual.
Morfoldgica y anatomicamente no son diferencialledas semillas normales pero su
constitucién genética es muy distinta, pues sékeeon los cromosomas de la planta
madre.

Por otro lado, existen numerosas semillas cuyosiends estdn poco o nada
diferenciados, esto es frecuente en las orquidaeaasspecies parasitas como las de las
familias de las cuscutaceas y orobancéaceas y agires familias poco difundidas. La
germinacion de estas semillas solo tiene éxito adios nutritivos, naturales o
artificiales, ricos en nutrientes minerales, azésaraminoacidos y vitaminas o en
sustratos donde puedan entrar en simbiosis comuatelos hongos.

2. 3. 3. Morfologia exterior.

La morfologia exterior de las semillas es extrenragtde variable, influyendo
tres factores importantes: familia botanica a |la gertenecen las plantas donde se
producen estas semillas, tipos de las cubiert@sierds y tamafio y forma.
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En las familias botanicas poco difundidas la modth es poco variable, pero
en grandes familias compuestas de numerosos geneggecies y sometidas a muy
diversas presiones adaptativas, las diferencianaléologia exterior pueden ser muy
grandes. En plantas cultivadas o aprovechadas p®rgsanos se agudiza esta

diferenciacion, ya que la presion selectiva del Im@mejerce una influencia
considerable.

2. 3. 4. Estructura basica de las semillas de lasgiospermas.

La estructura basica de la semilla de las angiosge consta de cuatro
componentes:

a) El embrion: procede del cigoto formado por la uni@na oosfera con una de las
células generativas del tubo polinico. Normalmesitembrion es diploide y
existe siempre en las semillas viables. El tamarfia posicion del embrion
dentro de la semilla son muy variables. Estos tames pueden tener valor
clasificatorio e identificativo, especialmente emdlas de plantas ornamentales
y silvestres, poco conocidas por su aspecto exterio

JUEVE

V9890

Figura 1: Principales tipos de embriones segurosicipn en el interior de la semilla: 1 a
4) basales; 5) periférico; 6 a 10) axiales; 7 aftdpsos. 1) rudimentario; 2) ancho; 3)
capitado; 4) lateral; 5) periférico; 6) lineal; @patulado; 8) curvado; 9) plegado; 10)

invertido (Besnier-Romero, 1989). 35
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b) El endospermo: procede de la union de los nuclelasgs con la segunda célula
generativa del tubo polinico. El endospermo esoidp o poliploide y acumula
la mayor parte de las reservas nutritivas en calist los casos en los que los
cotiledones no lo hacen. Procede del saco embrprdonde esta inmerso el
cigoto, rodeando casi totalmente al embrion.

c) El perispermo: procede del desarrollo de la nuadajiploide y tiene la misma
constitucion genética que la planta madre. Generatinel perispermo queda
reducido o es reabsorbido poco después de ingidesarrollo, pero en algunas
especies es anatdmicamente identificable y, eis,divema la principal reserva
de sustancias nutritivas.

d) Las cubiertas: constan de dos partes bien difeadasj una es la testa, que
procede del desarrollo de los tegumentos del oyutue, salvo raros casos,
existe siempre, siendo diploide y de origen mate@unstituye la proteccion
exterior de las semillas. La otra parte estd caidd por las cubiertas
exteriores, que proceden de origenes muy divergpgeyfaltan en las semillas
que lo son en pleno sentido botanico. Muy frecuaptde las cubiertas
exteriores proceden de las partes florales e ieduglgunas partes de la
inflorescencia. Asi por ejemplo:

- La unidad estructural cuyas cubiertas exterioresquten del desarrollo del
ovario se denomina fruto. Numerosas semillas attodrsecos cuya cubierta
exterior procede, total o parcialmente, del ovario

- Las ndculas de las poligonaceas asi como las ssnii# muchos tréboles
tanto silvestres como cultivados estan cubiertagpcaliz de la flor.

- Los glomérulos del génerBeta son frutos compuestos, cuya cubierta
exterior suberosa proviene de la fusién de losptécelos de varias flores o
del receptaculo de una sola flor, en el caso ddéllaempnogermen genética.

2. 3. 5. Reservas nutritivas y otras sustancias.

Las semillas contienen suficientes reservas rudsti si estan bien maduras,
para la formacién normal de la plantula hasta ggta és capaz de subvenir a sus
necesidades por medio de la fotosintesis y la alisode nutrientes del suelo. No todos
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los componentes que pueden ser identificados eseladlas en un analisis quimico o
bioquimico pueden considerarse reservas nutrittmasefectos del proceso de
germinacion. Determinadas estructuras, como laexteab exteriores (lema y palea) de
las semillas de gramineas no contribuyen en ndddamacion de la nueva plantula,
no sélo por estar formadas por materiales dificiteelegradables (lignina, celulosas) o
por compuestos quimicos que no intervienen en elaboésmo del grano en
germinacion (silice), sino por la inexistencia a@mexiones vasculares o de otro tipo
entre estas partes y el embrion en crecimientomismo sucede con la testa de las
leguminosas, cruciferas y otras semillas y con domponentes de las cubiertas
exteriores; éstos juegan, en la germinacion, otpeb distinto el proporcionar
sustancias nutritivas al embrion, esos componegntesien tener valor nutricional o
industrial.

Los tres grandes componentes de sustancias aclaa@adas semillas son:

a) Los hidratos de carbono: constituyen la reserva coasin en las semillas y, de
ellos, el almidon es la forma en que aparece canfreduencia.

b) Las proteinas: son mucho mas variadas que lasnsiegdahidrocarbonadas. Las
proteinas estan compuestas por aminoacidos, cuyeroles limitado y tienen una
importancia decisiva en la nutricion humana y ahima

c) Los lipidos: cuyo almacenamiento en las semillagsitan general como el de las
sustancias hidrocarbonadas y nitrogenadas puestologulipidos sustituyen al
almidon como fuente de energia. Por ello, juntcas demillas oleaginosas se
encuentran otras con bajos contenidos en lipidosjoclas semillas de las
gramineas y del guisante, donde soélo se alcariZa.el

De tal manera que las semillas pueden clasifiardees grandes grupos:

» Semillas amilaceas, son las que contienen masO8elde hidratos de carbono,
generalmente almidon: cereales, habas, guisarite, da

» Semillas proteaginosas son las que contienen nla35@ de proteinas: soja,
algododn.

» Semillas oleaginosas son las que contienen mas3skl de lipidos: lino,
cacahuete, colza, ricino, palma aceitera.

Ademas de los elementos anteriormente nombrados,gba decir que el
contenido de elementos minerales en las semillasioten macro como en
micronutrientes es satisfactorio y equilibrado pelraormal crecimiento de la plantula
durante un tiempo considerable.
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2. 3. 6. Evolucién de la formacién de las semillas.

Las plantas superiores (Faner6gamas, EspermafitasEntbriobiontas)
comprenden dos grupos o divisiones claramententbsti gimnospermas (pinofitas) y
angiospermas (magnoliéfitas). Estos grupos difi@mmierto nimero de caracteristicas
vegetativas y reproductivas de las que interesachaslas referentes a la fecundacién y
a la formacién de las semilldsimonium insigngoertenece al grupo o divisiéon de las
angiospermas, por ello, sélo trataremos este grupo.

La aparicion de las angiospermas se produce comgecoencia de la existencia
de dos fendbmenos simultdneos que afectan directarada formacion de las semillas:
la protecciéon de los évulos por tejidos indeperntdierdel gametofito femenino y la
doble fecundacion inmediata a la polinizacion yus#g de la acumulacion de reservas
nutritivas y la formacion de un endospermo tripgoidla evolucion de las semillas
desde las Preesperméfitas hasta las angiospermas:

* Una reduccion general del tamafio de los évulos yetiraso continuo en la
acumulacion de reservas nutritivas, haciéndolariigrede la realizacion de la
fecundacion, lo que se traduce en una mayor efiGawrgética y en un aumento
relativo del nimero de diasporas fértiles.

* Una proteccion cada vez mayor del ovulo por tejieiktsarios que lo defienden
de las inclemencias y los depredadores, con unaccgmh simultanea del
espesor de los tegumentos.

* Un maés rdpido mecanismo bioldgico y bioquimico giigminuye el tiempo
transcurrido entre polinizacion y fecundaciéon yrerésta y el comienzo de la
diferenciacion del embrion al reducirse vy, luegarénirse la fase de division
celular libre.

* Una reduccion continta del nimero de los cotiledone

Aparicion y posterior aumento, en profundidad,ld&rgo.

Esta admitido que la separacion entre monocotikea®n (Liliopsideas) y
dicotiledoneas (Magnolidpsidas) se produjo en lemiyiospermas y que la evolucién
de estas dos ramas es independiente.

38



ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION Y CRECIMIENTO DE
LIMONIUM INSIGNE: IMPLICACIONES PARA LA RESTAURACION Y AJARDINAMIENTO DE AREAS SALINAS

2. 3. 7. Fecundacion y maduracion.

El proceso de formacion de la semilla de las apgiosas consta de tres fases
principales: fecundacién, desarrollo del 6vulo ydomacion.

1°) Fecundacion:

Es la llegada de los granos de polen al estigma flier. Asegura, en general, la
fecundacion y la formacion de las semilla; peratexi casos en que dicha llegada no da
lugar a fecundacion (incompatibilidad), y otrosles que la semilla se forma sin que
esta fecundacion tenga lugar (agamospermia).

Antes de la fecundacion, los évulos son alimentagos medio de haces
vasculares que provienen del ovario. Una vez m&ddizla fecundacion, las
transformaciones que tienen lugar en el ovario gledvulo hacen que los elementos
del xilema de los haces vasculares que nutren @Joks en desarrollo sean muy
escasos. Todos los nutrientes que llegan a lalsesnilformacion lo hacen a través del
floema. Estos nutrientes proceden de todas lasszimbasintéticamente activas de las
plantas y también de reservas en las raices.

El floema lleva grandes cantidades de azlcaress $otho de sacarosa, asi como
aminoacidos y aminas. De estos compuestos nitrdgen#a serina, alanina y glicina
proceden de la sintesis efectuada en las hojastraseque la asparagina, glutamina,
homoserina y otros parecen haber sido sintetizaddas raices y haberse transferido
del xilema al floema a su paso por tallos y hojas.

2°) Desarrollo del évulo:

Comporta la realizacion de dos procesos imporsaiéerenciacion organica de
la semilla y acumulacién de reservas.

Al existir inicialmente dos nucleos en el saco eomnario, es claro que existen
dos cadenas diferentes de procesos bioguimicos,eanal embrion y otra en el
endospermo, que se desarrollan con cierta indeperaeEsta independencia, que
conduce a la formacién de tejidos muy distintosesmbstaculo para que los procesos
metabdlicos fundamentales desarrollados en amlugEhas sean semejantes ni para la
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existencia de una mutua interaccion, de tal mawogm® las hormonas o enzimas
sintetizadas en un lugar ejerzan su efecto en otro.

De tal manera que, una vez efectuada la doblenfle@ion, existen en el saco
embrionario dos nucleos funcionales: el nucleoodig del cigoto y el nucleo triploide
del endospermo.

En el primer caso se observa que el cigoto se d@itrahsversalmente en dos

células:

a) Por un lado la célula basal, que es la mas proginmaicropilo, da origen al

suspensor, que puede ser monocelular o pluriceyutpre es el 6rgano que
mantiene sujeto al embrion dentro del saco emhiimni@ empuja hacia su
interior y le aporta nutrientes.

b) Y, por otro lado, la célula apical, que se divigese convierte primeramente

en un proembrion sin diferenciar y, mas tarde, doanomienzan las
primeras diferenciaciones, en un embrion globular.

En lo que al endospermo se refiere, el nucleooidpl del saco embrionario se
divide antes que el cigoto. Esta division se efedtil dos maneras diferentes.

a)

b)

En un primer tipo, el nucleo del endospermo sufra serie de divisiones
libres, sin que se formen paredes celulares (eedaospnuclear). Una vez
que se han formado numerosos nucleos libres, seeeampa producir
paredes celulares, comenzando por la region debpiig, hasta que todo el
saco embrionario se convierte en una masa de sékltte desarrollo total
no tiene lugar en todos los casos, pues la parseategada del micrépilo no
forma paredes celulares y, en determinadas espé¢ctks el endospermo
permanece en estado liquido, con nucleos libree. &slospermo liquido
suele reabsorberse en la mayoria de las espeeresem otras sigue liquido
hasta la maduracion de la semilla.

En el segundo tipo de desarrollo el endospermo extrai a formar células
desde el primer momento (endospermo celular).

En las semillas llamadas endospérmicas el endospeomstituye la principal
reserva de nutrientes; en las demas, el endospesmeabsorbido en mayor o menor
grado cediendo sus nutrientes al embrion.
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3°) Maduracion:

El momento de la fecundacion del 6vulo, que desterea su desarrollo, esta
determinado por la fusion de los nucleos del tuldo con los del saco embrionario;
sin embargo, el final de la maduracion no estéclar

Fisiologicamente, el proceso de desarrollo del @¥aetundado termina cuando
el embrion esté totalmente diferenciado y ha aledonzu tamafio normal, dispone de
reservas que han completado su desarrollo biogoiyngs capaz de germinar en cuanto
desaparezcan las causas que le imponen un letargo.

En las plantas anuales, sobre todo en las de iiboraoncentrada, la madurez de
las semillas esta ligada a la senescencia y suestgunuerte de las plantas. En muchas
plantas perennes tal madurez coincide con el canida la fase de reposo de la planta.
Estos fenbmenos no son generales, pues en laapkamiales de floracion escalonada
existen frutos y semillas maduras mientras la plaiyjue vegetando y floreciendo
activamente. En muchas plantas perennes las serailanzan su madurez en fase de
vegetacion activa de la planta.

La madurez es un fenbmeno auténomo de naturaleismyena. Este fendbmeno
no es totalmente independiente del desarrollo deldata madre, ya que de este
desarrollo depende el aporte de agua y nutrientgs alteracion afectaria a la madurez
de las semillas.

El comienzo del periodo de maduracion puede satdign el momento en que
la semilla alcanza su peso fresco maximo. Ese mmnoeincide con la fase de maxima
expansion celular y contenidos maximos en acidateros. A partir de entonces se
inicia la desecacion y disminuyen drasticamente dostenidos en hormonas. La
sintesis de sustancias de reserva varia su inéehsetjun especies.

2. 3. 8. Letargo.

La mayoria de las semillas de plantas cultivadaaduras, secas y sanas,
germinan rapida y uniformemente cuando se siemémasuelo himedo y mullido y en
época apropiada. Pero si estas semillas se haominge antes de la época normal de
siembra siguiente a la cosecha es frecuente lacEpade anomalias que se manifiesta
en la obtencién de porcentajes de germinacioniorés a los normales.

Se denomina letargo al fenbmeno por el cual unallsemiable no germina
cuando se coloca en un sustrato humedo, aireadotggnperatura suficiente para
sostener los procesos metabdlicos que conducegeartanacion.
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El letargo es una fase de la vida de la semillapaés de la maduracion, en la
cual su desarrollo se encuentra detenido por festastructurales o fisioldgicos
dependientes de la propia semilla. A la fase @gagdetse contrapone la de reposo, en el
gue el desarrollo se encuentra detenido por laistencia de factores ambientales
favorables a la germinacion. Es importante compremgie los factores ambientales
favorables para la germinacion vy, por lo tantoafdarinterrupcion del reposo son los
tres siguientes: agua, oxigeno y una temperatwauada. Cualquier otro factor que
parezca favorecer la germinacion no interrumpeepbso; lo que hace es romper el
letargo.

El letargo también es la condicion general y piiraitde las semillas tras su
maduracion; mientras que, el estado de reposopasandicion derivada de la accion
del hombre, resultante de su almacenamiento enyséeda seleccidon inconsciente que
durante muchos afios (a veces muchos siglos), cimaledad de seleccionar semillas
para sembrarlas en la época oportuna, que germapaamente, uniformemente y que
aseguren su subsistencia.

Un ejemplo clasico del mecanismo adaptativo imgli@n el fenbmeno del
letargo se encuentra en las necesidades de frigienen las semillas de numerosas
plantas silvestres anuales de primavera o veramonklima mediterraneo-continental,
las semillas caidas al suelo se hidratan con lagall otofiales. Si estas semillas no
estuviesen aletargadas, un otofio suave permitiliagegminacion total y a la
subsiguiente venida del invierno, las fuertes hadadiestruirian las plantulas nacidas,
eliminando la totalidad de la poblacién. En camieloletargo impide tal germinacion
otofial total y, aunque mueren algunas plantulagdascla mayoria de las semillas
hidratadas no germinan y pasan por varios periddesnte los cuales se encuentran
sometidas a bajas temperaturas, o que va hacueshparecer la situacion de letargo.
Ello permite que en la germinacion y el subsig@eatgsarrollo de las plantulas, en un
ambiente favorable, cuando llega la primavera.

Los distintos tipos de letargo pueden agruparsgosmgrandes categorias segun
dependan de factores atribuibles a las cubiertasrgdean al embrion o a factores
existentes en el propio embrion.

a) Letargo extraembrional:

El letargo extraembrional se debe a dos causasipaies: existencia de barreras
fisicas y presencia de inhibidores quimicos erUdgertas. Las barreras fisicas impiden
la imbibicion del agua, el aporte de oxigeno, lpamsion del embridn, el escape de
inhibidores contenidos en éste y también filtraluraque llega al embrién.
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b) Letargo embrional:
En el que podemos distinguir:
1- Inmadurez morfologica del embridn:

Consiste en gque el embridon no ha completadoesiinsiento y desarrollo
durante la época en la que la semilla se dispessarecoge. Las semillas han de
pasar cierto tiempo sometidas a un conjunto deiciomés ambientales que
hacen que el embrién alcance su tamafio normad sstaba morfolégicamente
completo, o bien que se diferencie en sus oOrgawmostitutivos. Una vez
completada esta fase, las semillas pueden gerrmnadiatamente o por el
contrario, pueden entrar en letargo fisioldgico.

2- Inhibicion fisiologica:

En la cual el embrion se encuentra totalmentardatado y la semilla se
hidrata cuando se encuentra en sustrato hiumedo,npegermina a causa de
desequilibrios fisiolégicos o bioquimicos. Esteitgb puede ser de varios tipos.
En unos casos es completo o doble; en el que roe arela radicula ni el
epicotilo. Y en otros casos es incompleto o simgdemodo que solamente esta
aletargada una parte del eje embrionario, normaknarepicoétilo. En los casos
de letargo completo puede suceder que la intensldhtetargo de una de las
partes del eje embrionario sea mayor que la ddréaparte. Esto se pone de
manifiesto porque la intensidad de los tratamieptra romper el letargo, como
la exposicidén a bajas temperaturas, es difererte qgala una de las dos partes.
Generalmente, la radicula esta menos aletargadel gpecotilo.

Por ultimo, hacer mencion del letargo secundatioyal, aparece en las semillas
en reposo como consecuencia y en respuesta decicorvedi ambientales especiales.
Una relacion de los factores que han provocadogletsecundario en diversas especies,
es la siguiente:

- Temperaturas superiores o inferiores al maximo ynalimo del ambito de
germinacion normal de la especie.

- Oscuridad.

- Exceso de luz blanca y rojo-lejana (750 nm).

- Falta de oxigeno o exceso de diéxido de carbono.
- [Escasez o exceso de agua.

- Inhibidores quimicos: acido abscisico, cumarina, et

- Desecacion de la semilla hidratada.
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2. 3. 8. 1. Factores del letargo.

Las causas del letargo son la presencia de estada®ncentraciones
desfavorables de: temperaturas, humedad, oxigemn, ihhibidores quimicos,
sustancias hormonales y compuestos oxidantes.

Efecto de las temperaturas:

Durante la maduracion, las temperaturas extrempdaden provocar letargo.
En las gramineas (trigo, cebada, avena) la maduracbaja temperatura a partir de los
30 dias de la espigazon puede provocar la apari@bietargo. En otras especies, con
distintas necesidades ecoldgicas, el letargo exidd por altas temperaturas durante la
maduracion.

La accién de temperaturas extremas puede provacdnién letargo secundario.
La ruptura del letargo es bastante general y cdooé&in los ensayos de germinacion de
semillas en laboratorio se ha podido observar g@setémperaturas alternantes, que
simulan las oscilaciones naturales en el ciclondidie, ayudan a superar las situaciones
de letargo y so6lo secundariamente favorecen laigamon.

Igualmente sucede cuando las semillas hidratadassoseeten a bajas
temperaturas durante periodos de tiempo mas o ni@mgus, esta técnica conocida se
denomina estratificacion o estratificacion en fyi@,que existe una estratificacion célida
para semillas con embriones inmaduros o semillaeespecies tropicales. Con la
estratificacion se simulan las condiciones natsralelas que se ven sometidas las
semillas hidratadas situadas en el suelo, durimigierno u otras épocas.

Mas raramente puede romperse el letargo por |@macks temperaturas altas de
breve duracion y es necesario alternar la estratidn calida con la estratificacion en
frio.

Efecto del oxigeno:

Existen casos aislados en los que la anaerobjmsesle inducir letargo
secundario en suelos arcillosos mal aireados. i8baggo, esto no parece ser frecuente,
pues la situacion de anaerobiosis artificial, eméatfera de nitrogeno, provoca en
muchos casos la ruptura del letargo y se piensalgetargo es un estado que se da en
situaciones de aerobiosis.
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Efecto de la luz:

Hay semillas que germinan tanto a la luz como eostauridad. Los procesos
bioldgicos vy fisioldégicos desencadenados por ladacde la luz estan gobernados por
un pigmento denominado fitocromo. Este pigment@lesismo que, presente en las
hojas, determina la respuesta de la planta al évilmgio y regula la induccion a la
floracién. En las semillas, el fitocromo estd lawado en el eje embrionario v,
concretamente, en la zona compuesta por el hipogd radicula.

Efecto de los inhibidores exégenos:

Los inhibidores exdgenos son los que estan situaskwa de las semillas. Son
compuestos que se encuentran en los sustratos emarmalmente germinan las
semillas (suelos, hojarasca del bosque, etc.) merirutos frescos carnosos, y son
todos aquellos que se aplican en las experieneiéabdratorio.

Los inhibidores que pueden estar situados en Iastradas naturales de
germinacion son muy variados, y su distribucionaes) es muy irregular. Los
inhibidores situados en los frutos frescos y jugosopiden la germinacion de las
semillas mientras éstas se encuentran en el intgidos frutos en contacto con jugos
Mas 0 menos acuosos.

Efecto de los inhibidores enddgenos:

Los inhibidores enddgenos son aquellas sustapooaiicidas de modo natural
por las semillas en maduracién y que, localizadasas cubiertas o en el embrién,
provocan el letargo. Los inhibidores localizadoslas cubiertas son muy variados y
pueden clasificarse en dos tipos:

- Los gue son eliminados o contrarrestados por lBaake factores externos sin
que, aparentemente, lo sean por reacciones biocpgmue tengan su origen en
el embrion.

- Los que interaccionan bioquimicamente con el embri@nto en la induccion
como en la ruptura del letargo.

De los inhibidores situados en el embrion, prinon@nte en los cotiledones, el
mas conocido y difundido es el acido abscisico.
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Efecto de las sustancias hormonales:

De entre las muchas sustancias exdégenas que rohpetargo destacan tres
reguladores del crecimiento: giberelinas, cito@asiny el etileno. Todas ellas se
encuentran en las semillas de modo natural, en a®rendogenas, variando su
contenido durante las fases de formacion de lallsetetargo y germinacion.

La aplicacion de la sustancia exdgena rompe agetan algunas semillas, pero
no en otras. Esta ruptura del letargo esta reladamrcon las condiciones de luz y
temperatura.

Se considera que las giberelinas, que han sidméssestudiadas, son las que
mas directamente actlan sobre los mecanismos deraugel letargo, mientras las
citocininas ejercen una accion complementaria guege consistir en contrarrestar la
accion de los inhibidores, especialmente del &alikrisico. El papel del etileno no est4
muy claro, pero es importante destacar que esteuesto quimico existe o puede
existir de modo natural en los suelos, lo que tiemegran importancia ecoldgica.

2. 3. 8. 2. Metabolismo de las semillas aletargadas

a) Respiracion:

Durante las primeras horas después de la imbihide respiraciéon de las
semillas aletargadas y en reposo es la misma pardlas de una misma especie. Los
niveles de consumo de oxigeno aumentan rapidareenéstas primeras horas y luego
se estabilizan. La respiracion se efectia en etmjarionario. EI consumo de oxigeno
no cambia después de haberse estabilizado, indesgués de varios meses a menos
que el letargo se interrumpa y la semilla comiengerminar.

b) Hormonas y enzimas:

Los niveles de acido abscisico decrecen a medida@mpgresa la estratificacion
en frio. Hay un moderado aumento, generalmentesitogiv, de los niveles de
giberelinas y lo mismo sucede con las citocinifzece, por el contrario, que en las
semillas aletargadas no se produce etileno.
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c) Degradacion de las reservas:

La movilizacion y la actividad de las enzimas diagar a la degradacion de
parte de las reservas. Disminuyen los lipidos, atmmelos azlcares y, en algunos
casos, se acumula almidén. Las proteinas de losedmtes o del endospermo
comienzan a hidrolizarse, aumentan los aminoacidwes y se sintetizan nuevas
proteinas.

2. 3. 9. Conservacion de las semillas.

En los ultimos 50 afios ha habido una evoluciémwestro conocimiento sobre
la conservacion y sus interrelaciones con el olgetile alcanzar un desarrollo
sostenible. Se han dedicado muchos estudios paca@&olas bases cientificas, técnicas,
socioldgicas y econdmicas implicadas en la implaéewédn eficaz de las acciones de la
conservacion. A partir de estas bases ha surgidaisgiplina conocida como biologia
de la conservacién, como una respuesta de la cdadimientifica a la ola de cambio
global que amenaza una gran fraccion de la divaaldiiblogica mundial.

La biodiversidad mundial esta disminuyendo a Uewagla velocidad. Entre los
afos 1996-2004, un total de 8321 especies vegétaem incorporadas a la Lista Roja
de Especies Amenazadas de la Union Internacioned fm Conservacion de la
Naturaleza (UICN). Esta Lista Roja cataloga lo®tees de especies con mayor riesgo
de extincion global. Durante este periodo ha halésobién un aumento de mas del
60% en el nimero de plantas consideradas en paliffico. Estos datos resultan si
duda alarmantes y requieren medidas inmediatasodservacion para salvaguardar
muchas de estas especies.

Es por ello que recurrimos a la ayuda del germopdasel cual, es cualquier
material capaz de transmitir los caracteres hengds de una generacion a otra (Witt,
1985). EIl término germoplasma esta formado poailagermen (“inicio” u “origen”) y
plasma (“formacién”), definiéndose como todo “matiegenético capaz de regenerar
otra materia viva igual o similar a la original’giino & Terzi, 2003). El germoplasma
puede ser las distintas estructuras vegetales esparas, tejidos o partes de plantas,
incluyendo sus células y compuestos con informagemetica (ADN, ARN, etc.) y, de
especial modo, las semillas. Las semillas congriug estructura mas representativa y
evolucionada de las plantas superiores para sefogon, siendo ademas el agente de
dispersibn mas frecuente, eficaz y con mayor cdpdcide regenerar una planta
vascular completa a largo plazo.

La conservacion de las semillas fue necesaria dpseléas sociedades humanas
desarrollaron la agricultura para mantener lososiae recoleccion y siembra. Los
comienzos de recolectar y almacenar semillas dmtdis especies de todo el mundo en
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infraestructuras capaces de garantizar su viadildargo plazo surgi6 en los afios 20 y
30 del siglo XX, debido a la propuesta del cieatifruso Nicolai lvanovitch Vavilov
(Koo et al, 2004). Esta propuesta surgié debido al decle@némico que vivid la
nacion rusa, de tal manera que se aumentaron tomistros de germoplasma de las
especies de uso alimenticio e industrial y, a 2 s& mejoro la genética.

Los centros encargados de la conservacion de thveisidad contenida en el
germoplasma suelen denominarse “bancos de germugta® bien, “bancos de
semillas” si el material conservado se basa pralcipnte en semillas. Estos bancos
hasta hace poco centraban su interés casi exalusita en la conservacién de las
variedades agronomicas y de sus antecesores mab/estctualmente, en bancos de
semillas casi el 90% de accesiones esta represepoacspecies de interés alimentario,
muchas de ellas variedades de alimentos basicos t@u, maiz, arroz, alubias, sorgo,
etc., que a una escala mundial se cultivan de fanteasiva, y que en conjunto tienen
gran importancia econémica.

En la actualidad, la abundancia de bancos delasroidin vocacion de preservar
plantas silvestres raras 0 en riesgo de extincgrcansecuencia de los acuerdos y
obligaciones adoptados tras la Cumbre de la Tieebgbrada en Rio de Janeiro en
1992, para evitar la pérdida de diversidad biol@gic que quedo materializado en el
Convenio de Diversidad Biolégica (CDB).

La primera iniciativa para la creacion de un batecemillas dedicado a plantas
silvestres se desarrollo en 1966 en la Escuela id@&cBuperior de Ingenieros
Agrénomos de la Universidad Politécnica de Madde ), mucho antes del Convenio
de Diversidad Biol6gica (CDB). Como primer banco germoplasma del mundo
especializado en la conservacion de plantas giegestEste banco se centro
primeramente en la conservacion de especies défezag silvestres, iniciando, a
comienzos de los setenta, proyectos de conservagi@itude plantas endémicas de la
Peninsula Ibérica y de la region Macaronésica.

Gracias a las iniciativas de la Organizacion deNasiones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (www.fao.org), hoy elia existen millones de accesiones
vegetales conservadas gracias a la actividad deO lb&ancos de semillas. Ello
representa, sin embargo, tan solo una pequefiadinade la biodiversidad mundial, ya
gue numerosas regiones del planeta no han desdoalun acciones de este tipo, 0 se
han dedicado principalmente a especies cultivadas. bancos dedicados a plantas
silvestres utilizan los conceptos de rareza, angnagnerabilidad o endemicidad como
criterios orientativos para la seleccion de matargser conservado, sin por ello dejar de
lado otras especies, cultivares o variedades igeraknmportantes por su contribucion
a la biodiversidad.

Hasta hace algunos afios, la actividad de los badeogermoplasma con
accesiones de plantas silvestres se organizablaasena la regeneracion y conservacion
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del mayor numero de muestras de flora rara o amdaageneralmente en el ambito de
los territorios de origen. El aumento del nimeroadeesiones de estas colecciones
derivé en problemas de gestion de espacio y défipksion de la actividad, prestando
poca atencion a la representatividad genéticaafiotslacional e interpoblacional) de
cada taxon conservado. En los ultimos afios se msteado la importancia de los
controles genéticos y la necesidad de conservdagiohes representativas, por lo que
las actividades de recoleccion modernas se basamarplanificacion rigurosa que
permita conservar el mayor nimero de represerdativgenética en el menor nimero
posible de accesiones.

En los Ultimos aflos también ha sido necesario gortes mecanismos de
conservacion para los grupos taxonémicos que paselificultades derivadas de sus
caracteristicas bioldgicas (€)rchidaceag En ocasiones algunos de los bancos nacidos
en el seno de los jardines botanicos se preocupaésren la conservacion de especies
exoticas u ornamentales, a menudo resultado dealdisionales intercambios diedex
seminumu otras colaboraciones, descuidando la conservatgéaspecies autoctonas.
En la actualidad, la situacion ha dado un giro 8@ drados, y la funcion principal de
los bancos de germoplasma nacidos y sustentados g@rdines botanicos se centra en
la conservacion de las plantas silvestres endémigias y amenazadas, tomando como
area primordial de trabajo las regiones geogratoadonde estan ubicados.

Los bancos de germoplasma, en su concepcion actoiastituyen sistemas
esenciales para prevenir la pérdida de biodivedsigmética y garantizar asi un futuro a
las especies en peligro de extincion. Gran partelade infraestructuras para la
conservacion de la biodiversidad nacen con el iwbjetle contrarrestar la pérdida
exponencial de especies debida, en parte, a fermamaturales y, principalmente, a las
actividades antropicas sobre los ambientes natufdéstruccion, contaminacion, etc.).
Su funcion no es solo salvaguardar las semilldasiespecies en peligro, sino también
conservar, mediante técnicas de preservacion a fdago, esporas, esquejes, tejidos o
cualquier otro material que constituya parte deidaiversidad genética del planeta. En
muchos centros de conservacion de germoplasmaiastos en flora silvestre se
estudian ademas estrategias de actuacion adecpadada conservaciom situ de
especies en peligro, disponiendo de la informacigcesaria sobre biologia
reproductiva, germinacion o métodos de producciégetal que permitan desarrollar
con éxito proyectos de recuperacion. De este miaddijosofia de la conservacion
converge, especialmente para los taxones con m@gggo de extincion, hacia las
actividades de conservaciémsitu, con el fin de preservar las plantas directamente
su ambiente natural. Por este motivo, los cent®scahservacion de plantas han
intensificado, junto a la conservaci@x sity los estudios sobre biologia de la
conservacion, colaborando también en acciones #tnaitivas para la conservacion
(ej. Redes de espacios protegidos, redes ecolodgcasnectividad territorial, etc.). En
este sentido, la conservaciér situdebe considerarse como un instrumento de gran
utilidad, indispensable para las intervencionessitu, y de modo especial en casos
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extremos de extincion inminente de poblacionesrals, como Unica via posible para
Su preservacion.

La delimitacion del area geografica de competemaastituye un aspecto
fundamental para la determinacion de los prograymas politicas de intervencion de
los bancos de germoplasma actuales. Para una teogestion del territorio y una
coherente labor de conservacion y defensa de thvieisidad, es necesario delimitar el
area geografica de origen de las accesiones, adtigé una red de contactos y un
intercambio de informacién bidireccional con otmganismos involucrados en la
proteccion de la naturaleza y su valoracion (adstrimciones locales, espacios
protegidos, universidades, jardines o estaciongmloas, laboratorios de investigacion,
asociaciones, aficionados privados, etc.). Es encemtexto en el que se hace posible la
colaboracién y el intercambio de germoplasma, sssiecondmicos y conocimientos.
Siguiendo este objetivo, cada banco de germoplaeina estructurarse en modo tal que
pueda garantizar que la recoleccibn de materiateaice con total respeto a las
normativas vigentes en el ambito local, nacionakgional, cumpliendo de igual modo
los convenios internacionales que regulan estagidares, principalmente derivados
del Convenio de Diversidad Biolégica (CDB). Con &secada banco de germoplasma
debe cuidar con especial atencién la obtencion tyabzacion de permisos y
autorizaciones correspondientes, evaluando la @ejga cientifica y técnica de sus
colaboradores, y garantizando practicas respetui@sde a terceros.

El reto de intentar detener la pérdida de biodidasvegetal es enorme vy, si ya
son costosas e insuficientes las medidas que &e adbptando en los paises ricos, hay
que buscar medidas imaginativas y de cooperacioriasopaises pobres, sometidos al
torbellino de destruccion y extincion de los reosrsaturales del que todos somos
responsables.

2. 3. 10. Recoleccion y gestion.

La recoleccion constituye, quizas, la actividad eréisca en cualquier banco de
germoplasma, ya que de ella depende la eficactaaquier estrategia de conservacion
ex situ Una vez conocida la distribucién, ecologia y cemdsticas bioldgicas de un
taxon, y disefiado el método de muestreo mas adeclasdtécnicas de recoleccion y
gestion pueden incidir de manera positiva 0 negagim la calidad y viabilidad del
germoplasma, por lo que resulta imprescindible rgea@a unos protocolos minimos
para el desarrollo de esta actividad. En este ag@ide detallan algunas de las pautas
generales que deberian considerarse para la reidoleen un banco de germoplasma,
considerando por separado las condiciones espegaiatarien a las semillas, polen y
esporas.
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2. 3. 10. 1. Recoleccion en campo.

Durante la recoleccion es importante tener enteuglnestado de maduracion de
los frutos y semillas, asi como su localizacioreeplanta, ya que la diferente posicion
en la inflorescencia puede dar lugar a una madunascalonada de las semillas.

La observacion de la polinizacién también puedeatapalatos importantes a la
forma de proceder a la recoleccion. La poliniza@dn polen proveniente de distintos
donantes puede llevar a una maduracion heteroginéas frutos producidos; en los
ovulos de plantas que han sido fecundadas en mreprmomento es mas facil que se
desarrollen semillas que en las plantas fertiligadediamente (Lee, 1988). Para reducir
el riesgo de pérdida de semillas maduras, la recidle deberia desarrollarse a lo largo
de todo el periodo de dispersion de las semillgistrando de manera individual cada
recoleccion. La longevidad de una muestra de sasnitjue llega al banco de
germoplasma esta fuertemente determinada por sdadabn el momento de la
recoleccién, sobre todo en las semillas consideramtéodoxas”, que son aquellas cuya
conservacion depende esencialmente del contenidwhedad y de la temperatura.
Como norma general, deberia recogerse el mismonotmeesemillas (o frutos) de cada
planta, en el mismo estado de maduracion y justesamlel momento de la
diseminacion.

La forma en que se han recogido las semillas pigd#@mente influir en los
resultados de los ensayos de germinacion realizznles laboratorio y en la capacidad
para superar posibles dormiciones. Ha sido denumstgaue, para algunas especies,
dichas variaciones pueden depender de la posiciériag semillas tienen en el interior
del fruto (ej. semillas basales mas durmientesseudllas apicales) o de su distribucion
en la planta (Toolet al, 1964). Ademas, el peso y el tamafio de las ssMtidimbién
pueden influenciar la calidad del lote y su restaues los ensayos de viabilidad. En
concreto, algunas especies de la fanilieceaedesarrollan dos tipos morfologicos de
semillas, de las cuales las mas grandes dan luglantas mas vigorosas y con mayor
capacidad de germinacion (Lahirikharabanda, 1961).

2. 3. 11. Momento idéneo para la recoleccion.

En muchos casos las semillas no pueden ser readéecseparadamente, sino
junto a los frutos que las contienen. De este nsmdevitara interrumpir el proceso de
maduracion fisioldgica que se esta producienda,\&et que se favorece la adquisicion,
por parte de las semillas, de la tolerancia a $hideatacion.
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Sabiendo que las semillas producidas por los fratbarnosos, sean estos
dehiscentes o indehiscentes, son en las primesas fdel desarrollo intolerantes a la
deshidratacién, la recoleccion se debe efectuamarfase posterior, cuando la semilla
es capaz de absorber agua y, por lo tanto, toteieshidratacion. Seleccionar este
momento no es facil. Cuando no existe experiergigLinos indicios en el fruto
(carnoso o no carnoso) pueden ayudar en la fornpacdeder:

» El cambio de coloracion puede ser un buen indicaglenque no siempre es
fiable.

« El tamafio del fruto en las drupas esta relacioradeael desarrollo completo de
sus semillas.

 El endurecimiento del pericarpo de determinadostosruse manifiesta
Unicamente cuando el embridn se ha desarrollado.

Una recoleccion anticipada puede proveer de mbdsriaon bajo poder de
germinacion. Por otro lado, una recoleccion dendasiardia puede ocasionar perdidas
de material debidas a la dispersion natural, camrédacion por parte de animales o a
fendmenos meteoroldgicos como granizo o lluviasnsas.

2.3.12. La prueba del corte.

Después de seleccionar la poblacion que se va atreaese deberia examinar
con atencion una primera muestra de las semillasdas la “prueba del corte”
(Fotografia 1), utilizando en el caso de semillagy pequeiias una lupa de campo. Este
simple andlisis preliminar permitira realizar urstireacion bastante aproximada sobre
la calidad del material, la cantidad de semillasias 0 estropeadas y el momento
Optimo para la recoleccion.

La prueba consiste en realizar una seccion de umertl representativo de
semillas por la mitad, utilizando una cuchilla ohisturi. Las semillas de buena calidad
presentan sus tejidos turgentes, sanos, con &l tfpico de cada especie (generalmente
blancos o marfilefios) y sin dafios producidos pdadégenos o insectos. El numero
adecuado de semillas utilizadas varia en funcidoadia especie, si bien es necesario
tener en cuenta que en el caso de lotes de caheddcre el corte de pocas semillas
puede llevar a sobrestimar el numero de semillaass¢Suszkat al,, 1994).
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Fotografia 1: Prueba del corte en un semill@decratium maritimunt.. (Bacchettat al, 2008).

2. 3. 13. Recoleccién de pliegos de herbario y/@tarial vivo.

Excepto en el caso de poblaciones amenazadascesanio recoger siempre un
pliego testigo de la poblacion. Estos ejemplarefietbario deberan portar el mismo
namero de referencia de la correspondiente colead@semillas y lo ideal seria que
fueran muestras completas que, en el caso de plaathaceas, incluyan flores, frutos,
partes vegetativas y raices.

2. 3. 14. Almacenamiento.

La practica normal de los bancos de germoplasmaadectar semillas en el
campo, limpiarlas, secarlas e introducirlas erréafpientes al uso para su conservacion
a largo plazo en frigorificos o congeladores, erannbiente lo menos humedo posible.
Si disponemos de estimaciones del area del vea@indanético estimadas a partir de
auto correlacion espacial (area donde se esperalistancia genética menor entre
individuos) deberiamos también conservar esa irdordm junto con las semillas. En
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estos casos, es adecuado (y no consume mucho jieahpacenar las semillas

recolectadas en cada vecindario genético dentrandmismo recipiente, separandolas
de las semillas que provengan de otros vecindagogticos de la misma poblacién,
que deberian ser guardadas en otro recipiente tgdtr® como otra accesion. La
informacion sobre la situacion espacial de las kasrpuede ser crucial para minimizar
los efectos de la consanguinidad en eventualegaductciones o reforzamientos que se
lleven a cabo con ellas.

A menudo sorprende la cantidad de recursos rakderly humanos que se
invierten en el rescate de especies (especialnzmiteales) que ya no tienen apenas
variabilidad genética y que estan en un callejéalutivo cuya Unica salida es la
extincion. Ciertamente, la espectacular publicidqad en ocasiones acomparfa a estas
acciones puede ayudar a concienciar a los nifioog adultos no especialistas, pero
todo este despliegue de medios va en detrimentdrde organismos de interés que aun
no estan en peligro y que todavia tienen muchabididad genética que conservar. La
situacién de cambio climético y su previsiblemerdgido impacto en la disminucién
del rango de distribucion de especies actualmemt@dantes deberian propiciar una
redefinicion de los criterios de adjudicacion deursos para que la conservacexnsitu
sea mas coherente con las prioridades genéticatizawfas por la Convencion sobre
Diversidad Bioldgica (Grupo de Gran Canaria, 2006).

2. 3. 15. Conservacion de las accesiones recoldaten el campo.

Las muestras de germoplasma, lotes o ejemplamedectados en el campo
deben de ser conservados en un lugar fresco y smnalotes de ser enviados al banco.
Se detallan algunas recomendaciones a seguir para&arrecta conservacion de las
muestras:

* No dejar el germoplasma en lugares con altas teaas (vehiculo, etc.). La
exposicion a temperaturas elevadas y la radiadi@ctd del sol puede dafar y
estropear la muestra.

* Mantener siempre una buena ventilacion en torgemhoplasma; utilizar solo y
exclusivamente bolsas de papel o sacos de algag®garanticen una correcta
transpiracion.

» Comprobar siempre que las bolsas y sacos esténcbreados con el fin de
evitar la pérdida y/o la contaminacion del germspia que se ha recogido.

e Cerrar las bolsas preferiblemente con clips; e chs usar cinta adhesiva se
debe tener la precaucién de aplicarla Unicamentel exterior del envoltorio
puesto que, al abrir la bolsa, el material puedslgupegado al adhesivo y ser
inservible.
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* En ningun caso congelar el germoplasma antes deganb al banco de
germoplasma.

» Si se han recogido frutos carnosos en el momentim@pde maduracion, se
aconseja quitarles las partes carnosas lo masarapitte posible tras la
recogida, para evitar fermentaciones que puedaardafigerminacion. Este
proceso deberia llevarse a cabo en el banco. Cuam@s posible entregar los
frutos inmediatamente al banco, ni limpiarlos, seeden conservar en un
frigorifico a pocos grados centigrados (0-5° C).

2. 3.16. Extraccion de semillas de los frutos.

En la mayor parte de los casos es aconsejableyailelas operaciones de
limpieza al banco o al personal especializado.aSi demillas han sido recogidas
completamente maduras y se encuentran dentro dieutos o en capsulas secas, se
puede proceder de manera rapida y segura a lauegpett los frutos y extraccion
manual de las semillas.

En los frutos carnosos la tolerancia a la desénas® manifiesta de forma tardia
en las semillas. Los indicadores morfologicos de psoceso no siempre se manifiestan
en el fruto, permaneciendo las semillas con elehadaedad interna. En el caso de que
la entrega al banco se posponga durante algungs sBarecomienda extender las
semillas en una capa sobre papel absorbente cbn éé maximizar la aireacion y
permitir la deshidratacion, para alcanzar un egpidicon las condiciones ambientales
gue rodean a las semillas. Estas condiciones disbarantenerse lo mas constantes que
sea posible, al menos en lo referente a la humeditiva y a la temperatura,
controlandolas diariamente.

2. 3. 17. Estado fitosanitario del material recogbo.

El transporte del germoplasma puede difundir dissinpatologias o agentes
patogenos. Por ello, en muchos paises se ha ef@mbare legislacion que regula el
ingreso e, incluso, el movimiento interno de lass.

La difusion de agentes patdégenos puede comprordetéorma muy seria la
viabilidad de las semillas recogidas. Si el makesgamultiplica puede, ademas, difundir
infecciones a otras especies o territorios.

Puesto que este tipo de riesgos son reales, seddebenentar la presencia de
patologias y el estado sanitario de la poblaciotadgue se ha recogido el material,
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ademas de los posibles tratamientos a los que Ipagido estar expuesto el
germoplasma; como por ejemplo fumigacion, pretraatos fungicidas, etc. Por ello,
puede ser necesaria la ayuda y experiencia detaafdlogo o de un entomdlogo
(Frison & Jackson, 1995). Por regla general, el riesgo desrndir enfermedades es
mayor cuando se transportan también las raiceasdpldntas, ya que muchos agentes
patdgenos permanecen en el suelo, siendo de es@arieansportados con la muestra

Antes de realizar un envié de material con finesitficos o de conservacion,
hay que asegurarse de que no sea necesario acologhgian certificado fitosanitario;
actualmente, la normativa comunitaria permite kaelicirculacion de germoplasma
dentro de la Union Europea, mientras que para tdnmabproveniente de terceros paises
se requieren certificados de procedencia, asi cdommmentacion fitosanitaria. En
concreto, la Directiva de la Comision Europea detlé octubre de 2004, determina los
modelos de certificados fitosanitarios oficialesde certificados fitosanitarios de
exportacion que acompafan a los vegetales, prazluetgetales u otro tipo de material
vivo proveniente de terceros paises, que se emamelmcluidos en la Directiva
2000/29/CE.

Una vez que se verifica el material recibido y seunentacion, el banco se
convierte en el responsable de su correcta gestidiebe elegir la metodologia mas
adecuada para su limpieza, conservacion y mubliglin, a no ser que esté ya
especificada. Los responsables del banco deberavalose debe trabajar con todo el
lote 0 con parte de él, en funcion de las priodadel banco, la importancia del
material y la cantidad recibida.

2. 3. 18. Tratamiento del germoplasma antes de sanservacion.

2. 3.18. 1. Ingreso del germoplasma en el banco.

Cuando el material se encuentra en el banco deogémema y se han realizado
los controles fitosanitarios necesarios, se proegldeintroduccion de la informacion en
la base de datos, comprobando si existe la necksiga adoptar determinadas
precauciones en su manipulacion.

Es de fundamental importancia indicar en el regjilstisiguiente informacion:

Nombre del taxén.
* Numero de entrada del lote.
« Fecha de ingreso en el banco.
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e Calidad de la limpieza de las semillas o el tipdrd@mientos a los que han sido
sometidas.

* Procedencia del lote: nombre de la localidad destne@ y nombre o cédigo del
recolector o del centro del que proviene el mdteria

» Objetivo o proyecto para el cual se ha llevadokeda recoleccién

En las dependencias donde se almacena el massiahmprueba la validez e
integridad del germoplasma recogido, efectuandprlezeba del corte” en el caso de que
no haya sido ya efectuada en el campo y determinelngbrcentaje de semillas frescas.

2.3.18. 2. Cuarentena.

Antes de introducir en las dependencias del bahaoaterial recogido en el
campo, se debe respetar un periodo de cuarentenage(dpo variable) en el que el
germoplasma se almacena en un ambiente externoslgdai del banco. Este
procedimiento permite valorar el estado fitosamtadel material y determinar la
presencia de hongos o parasitos fitéfagos o dafibeshecho, no es raro encontrar,
incluso en material perfectamente tratado y lim@emillas que presentan dafios u
organismos dafinos que pueden estropear el gersmogla

2. 3. 18. 3. Limpieza y manejo del germoplasma.

De las semillas que cumplan los requisitos adexgjask extrae una pequefia
cantidad que sera testada para estimar el poreetéagerminacion y la validez del
material recogido.

Los procedimientos de trabajo seran considerado® o/alidos y las semillas
podran continuar siendo manipuladas si el porcemnt@jgerminacion es mayor del 50%,
excluyendo los casos en los que sea dificil consegantidades suficientes de
germoplasma, cuando la poblacion este en riesgxtitecion o cuando la capacidad de
germinacion tipica de la especie sea muy baja.

La calidad del lote puede ser también estimadaaeesr de observaciones
directas (de color, tamafio, presencia de parasitamediante pruebas de viabilidad
como la “prueba del corte”, si no ha sido ya realeen el campo en el momento de la
recoleccion. Ademas, deben eliminarse las impurpeesentes en las semillas: polvo,
residuos resinosos, semillas vacias o abortadasillase dafiadas por insectos y/o
infectadas. Estos trabajos pueden realizarse slédmmas:
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1) Extraccion manual: generalmente se utiliza una base construida castigd

blando, sobre la que se depositan pequefios trezios drutos o inflorescencias.
El operario, utilizando un tampon de madera (résdestn su parte inferior con
el mismo plastico que la base sobre la que sejaalEerce fuerza de forma
mas o menos perpendicular al plano de trabajo, gesmenuzar y separar las
semillas de otras estructuras de la flor o delofrygara luego ser cribadas
mediante tamices con diferentes mallas. En losscasolos que no se pueda
desarrollar esta técnica, el trabajo manual sedplbelivar a cabo con utensilios
y/o instrumentos de laboratorio (e]. pinzas, agugas).

2) Métodos mecanicosel trabajo con pocas cantidades de semillas narerde
se lleva a cabo con pequefios aparatos en el labor@Borian, 2001). Los mas
comunes realizan una seleccion de tipo graviméteoatiendo un flujo de aire
que separa las impurezas de las semillas y ladlaemiables de las vacias,
estandarizando las semillas por dimensiones y péada grupo de semillas
necesitara de un numero de ciclos directamenteoprimmal a la homogeneidad
del material y al tipo de germoplasma que se @sfgdndo.

3) Métodos manuales o mixtos:el uso combinado de técnicas manuales y
mecanicas se utiliza cuando a una primera limpmaaual, mas grosera, le
sigue una posterior limpieza mecéanica y, para ifiagl una tercera limpieza
manual muy precisa.

2. 3. 18. 4. Caracterizacion del germoplasma.

La caracterizacion de germoplasma es una funciGminmente atribuida a los
bancos de semillas de plantas cultivadas que, easel de especies silvestres deberia
corresponderse con una actividad de investigaaémptementaria. Es de gran utilidad
para la conservacion, pero requiere de una irfiadgra y recursos no siempre
disponibles. Entre los principales factores quedamonan la calidad de las semillas
figuran: el patrimonio genético, la edad y el tgm gestion a la que se ha sometido la
planta madre, las condiciones climaticas vy fisialag de la planta madre durante la
formacion de la semilla, el grado de madurez emahento de la recogida, la técnica
de recolecta y los métodos de conservacion (Pgofdo Noi, 2001).

La calidad del germoplasma se puede expresar miediandmetros que midan
el comportamiento de la semillasituy ex situ Antes de ser conservadas, las semillas
deben ser sometidas a pruebas cualitativas pagandear su capacidad de germinacion
y viabilidad:
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a) Capacidad germinativa es el porcentaje de semillas germinadas (normales
y anomalas). Es considerado el parametro mas @l palorar un lote de
semillas, aungque no explica otros componentes dalglad.

b) Vigor germinativo: el vigor germinativo de las semillas se definenoda
suma total de las propiedades que determinan el de actividad y el
comportamiento de los lotes durante la germinaeinna amplia gama de
ambientes (ISTA, 2004). Es un concepto que agrifpeedtes aspectos del
comportamiento de las semillas, como la velociddd yniformidad de la
germinacion y el desarrollo de la plantula; la cighed de emergencia de la
plantula en condiciones desfavorables; o el corapudnto tras la
conservacion (en particular la capacidad de coase poder germinativo
inicial).

2. 3. 18. 5. Viabilidad.

Se considera que una semilla es viable cuandcemeedas caracteristicas
morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas fundamésgapara su germinaciéon. La
pérdida de viabilidad generalmente viene acompafiada reduccion de la capacidad
respiratoria, del contenido de acidos grasos isdtis, de lipidos de membrana, de
actividad enzimatica y del contenido de ARNm. Lasiepas para determinar la
viabilidad s6lo dan una estimacion de la calidadadesemillas (indicando si la semilla
esta “viva” 0 no), pero son muy rapidas (24 / 28akp en relacion a las pruebas de
germinacion.

La viabilidad no debe ser confundida con la cagatigerminativa, de hecho las
semillas viables durmientes no necesariamente garmmi Aunque errOneamente
utilizados como sindnimo de viabilidad, los ensayles germinacion nos permiten
cuantificar la capacidad germinativa de los lotessdmillas analizados, pero poco o
nada nos aportan sobre las semillas que no hanirgeton La utilizacion paralela de
ensayos de germinacion (incluyendo pruebas parpaota dormicion) y de ensayos de
viabilidad nos aporta informaciéon mas fiable sobkfteestado de las semillas que
pretendemos conservar o estamos conservando.

2. 3.18. 6. Desecado.

Las semillas pueden ser clasificadas en dos aaddsgprincipales en base a su
respuesta frente a la deshidratacion y a su coamp@hto durante la conservacion.

59



ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION Y CRECIMIENTO DE
LIMONIUM INSIGNE: IMPLICACIONES PARA LA RESTAURACION Y AJARDINAMIENTO DE AREAS SALINAS

El primer grupo, definido como semillas “ortodoxason aquellas cuya
conservacion depende esencialmente del contenidwhedad y de la temperatura.
Este grupo de semillas pueden ser sometidas ditepnas a bajos valores de humedad
(incluso a niveles muy inferiores a los que seralaa en condiciones naturales).

Su longevidad aumenta al disminuir la temperatueh gontenido en humedad.
Actualmente las semillas ortodoxas son también mi@rexas como “tolerantes a la
deshidratacién”. Pertenecen a este grupo la magde e las semillas de climas
templados y mediterraneos (Hoepgal, 1998). Las posibles alteraciones a que pueden
verse sometidas las semillas ortodoxas duranteofsecvacion se muestran en la
siguiente Tabla 1.

Contenido de humedad Posibles alteraciones durante la
conservacion
Inferior al 5% Oxidacion de lipidos
Entre 5y 6% Practicamente ninguna (nivel éptim@pa
la conservacion de semillas de numerosas
especies)
Entre 10 y 18% Marcado desarrollo de la actividad @
criptbgamas
Superior al 18 % Aumento de la respiracion
Superior al 30% Germinacion de semillas no durreent

Tabla 2. Comportamientos de las semillas ortododagsante la conservacién a bajas
temperaturas, en funcion del contenido de humeBladchettzet al., 2008).

Para poder afrontar la deshidratacion, los tejmdslares deben ser capaces de
limitar o reparar los dafos sufridos y mantenerindegridad fisioldgica durante el
periodo en el que el tejido esta seco. Ademas,dgbeer en marcha, durante la fase de
rehidratacién, los mecanismos necesarios para $ablporeparacion de los tejidos
(Black & Pritchard, 2002).

El segundo grupo, el de las semillas “recalcitrsiiftdéambién llamadas
“sensibles a la deshidratacion”, agrupa a las $&snijue no toleran una deshidratacion
significativa respecto al contenido de humedad gmies en el momento de la
diseminacién (en general variable entre un 20% yQa#, aunque mas frecuentemente
entre el 30% y 50%).

Estas semillas no pueden conservarse con altedesivde humedad porque
tienden a germinar en poco tiempo, ni pueden margera temperaturas inferiores a 0°
C, ya que los tejidos sufririan dafios por la caagéh del agua contenida en ellas. Para
la conservacion de este tipo de semillas se estgermllando técnicas alternativas que
prevén la crioconservaciéon en nitrégeno liquidola® embriones; estructuras muy
pequefas bastante resistentes a la desecacidatiyaiente uniformes en dimensiones
y contenido en humedad.
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Una tercera categoria es la de las “semillas iredias” (Dickie & Pritchard,
2002), que agrupa las semillas que soportan meorddshidratacion que las
recalcitrantes, pero peor en comparacion con lexioxas. En este caso, las semillas
parcialmente deshidratadas no toleran el estrédupido por bajas temperaturas
(inferiores a 0° C), pero se comportan mejor Si empuestas a temperaturas mas
benignas (en torno a los 15° C). En general, egtdogia de semillas tolera una
deshidratacion hasta valores de humedad comprenditice el 10% Yy el 20% (Hormedg
al., 1998).

a) Céamaras de desecado.

La disminucion de la humedad de las muestras midlae se puede realizar de
diferentes formas, tales como mediante la expasi@b aire en ambientes secos,
ventilados y sombrios.

Los bancos de germoplasma generalmente utilizarareénde deshidratacion
gue, aungue son bastante costosas, producen éptswtados. El material destinado
a la deshidratacion se almacena en una camarag(Bfito 2) que, mediante
deshumidificadores y aire acondicionado, mantievedores de humedad relativa del
10-15% y temperaturas entre los 10° C y 25° C (HAGRRI, 1994), para evitar que los
tegumentos seminales sufran bruscas fracturas ryigaamientos. Este tratamiento
tiene una duracion variable en funcion de las teristicas de las semillas y puede
oscilar entre 30 y 180 dias. Es importante quéuigares donde se realiza la desecacion
permitan una buena circulacién de aire, garantizel® recambios de aire por hora.
Otra alternativa, mas econdmica e igualmente efiejees la utilizacidbn de camaras,
generalmente de metacrilato, con gel de silice werinterior, el cual se recambia
peridodicamente.

Fotografia 2: Equipamiento para la deshidrataciénBez-SAR: medidor con los valores
ambientales de humedad relativa y temperatura @pafotografia); deshumidificador quimico
(segunda fotografia); y material almacenado (lUlfiotagrafia) (Bacchettat al, 2008).
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b) Desecantes artificiales.

También se puede conseguir la deshidratacion deséamillas utilizando
desecantes artificiales como el gel de silice (atida 3), poniéndolo en contacto con
las semillas dentro de contenedores herméticos. sEompoder de absorcion este
compuesto disminuye el contenido de humedad intdenbos lotes de semillas hasta
valores que garanticen su conservacion a mediorgo lplazo (Probert, 2003). La
cantidad de desecante que se debe usar varia eidrfuthe la composicion de las
semillas, de la cantidad de material y, sobre tddgu contenido en aceites.

Fotografia 3 Diferentes tipos del gel silice autoindicadoreadghettaet al.,, 2008).

c) Ultradesecacion.

El procedimiento estandarizado en la mayor pati®sl bancos de germoplasma
actuales consiste en secar las semillas hastanadogsede humedad del 5 al 7%
aproximadamente, colocarlas en envases de herdagticimuchas veces no
contrastada), y someter el material a bajas terasm Quiza solo un centenar de
bancos, sobre todo de semillas silvestres, enganlds de 1.400 que existen en el
mundo, han utilizado hasta la fecha la ultradeséoaprocedimiento contrastado en el
caso del banco de la UPM (Madrid) para un ultradecse hasta un 1-3% de contenido
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de humedad en semillas ortodoxas (Pérez-Gatci, 2007), indicando ademas la

relativa menor importancia de la temperatura enilEnya ultrasecas. Debe hacerse
notar que un contenido de humedad algo mas altoy(#f#sta 5%) puede bastar para
una efectiva conservacion de algunas especiesoxdsdsobre todo leguminosas (Ellis,

1988), pero, como indican estos mismos autorebadisemillas no sufren si se siguen
secando hasta un 1-3%. En un banco donde se manapos o miles de accesiones, lo

deseable es no individualizar los métodos, pouk lg ultradesecacioén puede aplicarse
con caracter general, siempre que se trate delasmittodoxas. La ultradesecacion

puede conseguirse con distintos procedimientospdasisustancias absorbentes de la
humedad, la liofilizacion (congelar subitamenteagla de una muestra y sublimar

posteriormente el hielo), la inmersion en gasesssedos filtros moleculares.

Mencion especial merece la ultradesecacion comgalilice, pues se consigue
facilmente poniendo las muestras en un envase deeren presencia de gel
deshidratante (Fotografia 4)a muestra suele tener inicialmente un contenido de
humedad mas o menos alto (normalmente 10-12%)ompre el gel se hidratara a costa
de la muestra y cambiara de color. Necesitaremtmess sustituir el gel por otro
nuevo deshidratado, operacion que a veces debtrsepeaarias veces. Sélo cuando el
gel no cambie de color, la semilla estara ultrgstsadra un contenido de humedad
entre el 1 y 3% (dependiendo del tipo de semilla¢ ynantendra en equilibro con el gel
indefinidamente, si el envase permanece hermético.

Fotografia 4: Tarro con gel de silice en el fondo
(Bacchettzet al., 200¢).

Como alternativa al control de humedad en envaesgcasiones se controla la
humedad de la camara misma, convirtiendo las cé&nfail@s existentes en camaras
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secas. Manteniendo la temperatura alrededor de(th&€ que suficiente, como se vera
mas adelante) no resulta dificil ni caro conseguniel interior una humedad relativa de

aproximadamente el 15% vy tal solucion seria engoied caso mucho mas eficaz que

disponer de una camara a -20 °C donde se deseuidgrheticidad de los envases. Sin
embargo, el control de la humedad dentro de loasas/mismos con gel de silice es, a
la larga, mucho mas practico y eficaz, porque permlicanzar niveles de ultrasecado
mas idoneos y una mejor monitorizacion, permitieademas un traslado rapido del

material a otras camaras, en caso de mudanza lemadbtécnicos.

2. 3. 19. El factor baja temperatura.

El uso de bajas temperaturas ha sido algo muy glereto en la conservacion
de semillas a largo plazo. Los estdndares publgcadojuntamente por la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Agricultura y lam@lintacion (FAO) y el Instituto
Internacional para los Recursos Genéticos VegetdlB$RI, hoy Bioversity
Internationa) recomiendan una temperatura de almacenamientd8&C o inferior
(FAO/IPGRI, 1994). Esta recomendacion se ha mashbemasta nuestros dias, de modo
que la planificaciéon de un banco de semillas manl@roluye siempre la utilizacion de
una camara fria capaz de conseguir al menos -129 ¢C. La localizacion de las
nuevas instalaciones del Banco Nordico en una meggd“permafrost” responde a esa
misma idea.

Sin embargo, y desgraciadamente, el poner énfasiasebajas temperaturas
puede llevar a descuidar el factor de baja huméskal por no secar lo suficiente o por
utilizar envases inadecuados), haciendo que unapgaee de los actuales bancos de
germoplasma estén ya preocupados por la baja dapagerminativa de sus semillas y
por la necesidad de regenerar un material prenmaamni® envejecido. Semillas
ultradesecadas por liofilizacion en@bnservatoireBotanique National Mediterraneen
(CBNM) de Porquerolles, y mantenidas a temperaambiente durante 10 afios,
mostraron un comportamiento ligeramente mejor gas tonservadas a baja
temperatura. A un plazo mucho mas largo, semili@adesecadas con gel de silice en
el banco de la UPM (Madrid) y mantenidas 40 afiosuenarmario a temperatura
ambiente (Pérez-Garcé al, 2007, 2008) no se comportaron de forma distini las
conservadas en camara fria.

En conclusion, parece claro que el papel prepamtieique se ha dado al factor
temperatura, al menos en la practica, debe susstyor una atencibn mucho mas
decidida hacia el factor humedad. No obstante cpaggidente que la baja temperatura
complementa la conservaciéon, por lo que seria pecsato prescindir de ella. Sin
embargo, temperaturas moderadamente bajas, entte y% °C, pueden ser mas que
suficientes para las semillas ortodoxas y ultraseahorrandose con ello enormes
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cantidades de energia. Por su implicacion pragtitsiologica, no debe confundirse la
crioconservacion con las bajas temperaturas.

2. 3. 20 La necesidad de nuevas herramientas de senvacion.

2. 3. 20. 1. Biotecnologia y conservacion vegetal.

El mantenimiento y propagacion de especies elngsdotanicos, asi como en
bancos de semillas y esporas, ha supuesto tradigiente un valioso seguro de vida
contra la pérdida de muchas especies de plantastséds. La biotecnologia moderna
ofrece el potencial de extender estos métodoscieadiles de preservaci@x situy
propagacion a un rango mucho mas amplio de taxpriambién de tipos de tejidos
vegetales, no sélo semillas. Si bien estas técrsieadesarrollaron en principio para
especies de uso agricola u horticola, estan sieada vez mas aplicadas para la
recoleccion, propagacion, preservacion y evaluacdiéngermoplasma procedente de
especies raras y/o amenazadas (Pence, 1999).

La limitada cantidad de material vegetal dispondseun factor que condiciona
el trabajo con especies en peligro. La capacidaéndayar protocolos o de realizar
experimentos replicados se puede ver considerahtertimitada en estos casos, por lo
qgue con frecuencia la experiencia con especiesioakadas, pero que no estén en
peligro, suele ser utilizada como guia. Si la egpen cuestiébn produce un pequefio
namero de semillas, entonces el uso de tejidomttistde las semillas sera el objetivo
principal. Por otro lado, las plantas pueden dsizalizadas en lugares remotos o de
dificil acceso y las expediciones para recolectatenal vegetal resultan costosas, sin
olvidar el hecho de que en muchos casos se reguienenisos para la recoleccion y
para el transporte del material recogido (Pencg9)19

2. 3. 20. 2. Integrando la biotecnologia en los pycamas de conservacion.

Las herramientas de la biotecnologia moderna esi&mdo cada vez mas
aplicadas para la caracterizacion de la diversigggbtal e, indudablemente, tienen un
papel principal asistiendo a los programas de cwvas®n de plantas. Sin embargo, su
valor depende de que los métodos biotecnoldgicodn edirigidos eficazmente y
utilizados como tecnologia complementaria. Es irngmbe reconocer que la integracion

65



ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION Y CRECIMIENTO DE
LIMONIUM INSIGNE: IMPLICACIONES PARA LA RESTAURACION Y AJARDINAMIENTO DE AREAS SALINAS

efectiva de la biotecnologia en los programas desawacion requiere una clara
cooperacion multidisciplinar e interdisciplinar (&®&n, 1999).

Hay cuatro areas principales en las que la biotegie moderna puede asistir
directamente a los programas de conservacion \egeta

1- Tecnologia de los marcadores moleculares.
2- Diagnéstico molecular.

3- Cultivo de tejidos (tecnologi@s vitro).

4- Criopreservacion.

Es de especial interés mencionar que la conservad@rgo plazo de semillas se
ha visto favorecida con la aplicacion de técnicas adiopreservacion, en unas
condiciones tales que los procesos metabolicosadeemmilla, y en particular los
enzimaticos, se paralizan a causa de la ausencaguke en estado liquido. De esta
manera se puede preservar la viabilidad de senplasun periodo potencialmente
indefinido. La eficacia de esta técnica, demostradapruebas de laboratorio con
numerosas especies, llevdo a muchos investigadommnsiderar la criopreservacion
como la Unica técnica actualmente disponible geguas una conservacion de semillas
a largo plazo real y fiable en cualquier situacirtontinuacion se explican algunos de
los progresos llevados a cabo en el campo dedareservacion de semillas ortodoxas
y recalcitrantes de plantas raras, endémicas oa#adas.

Las semillas ortodoxas pueden ser deshidratadés tmasontenido en humedad
usualmente menor del 10% sin consecuencias pdgletic En estas condiciones las
semillas pueden soportar frecuentemente la innreidii@cta en nitrogeno liquido sin
necesidad de pretratamiento alguno (Gonzalez-Bet®#98; Maroderet al, 2000;
Suszkaet al, 2005). En estos casos las semillas se introdeceros crioviales
(Fotografia 5) que, a su vez, seran sumergidostdireente en nitrogeno liquido. Esta
técnica se ha ensayado, por ejemplo, en espe@éasab de las familias Asteraceae,
Brassicaceae, Caryophyllaceae, Cistaceae y Scandudae (Gonzalez-Benito, 1998;
Pérez-Garcia & Gonzéalez-Benito, 2008).
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Fotografia 5: Viales de polipropileno para crio@macion. Se
puede apreciar el material vegetal (en este casmaye
vegetativas) embebido en una solucion crioprotaciotes de su
inmersién en nitrogeno liquido (Bacchedtzal., 2008).

Las semillas recalcitrantes se caracterizan poegyosn elevado porcentaje de
humedad en sus tejidos, por su sensibilidad adhidietacion (pierden su viabilidad si
la humedad desciende por debajo de ciertos nivelesromo por su sensibilidad a las
bajas temperaturas. La crioconservacion ha afrontacientemente el grave problema
de conservar semillas recalcitrantes, poniendo rtopalgunas posibilidades para
superar estas limitaciones. En estos casos, latega que ha conseguido resultados
mas prometedores consiste en trabajar con embrmegss embrionarios aislados. La
razon de esto es, que si la semilla se sumergetatinente en nitrégeno liquido, su
supervivencia tras la congelacién es practicamante (Marzalina &Krishnapillay,
1999). Los embriones son estructuras mas peque@asesistentes a la desecacion que
la semilla entera y relativamente uniformes en dsienes y contenido de humedad
(Fu et al, 1993); por lo tanto, pueden someterse a unaidiasdcion controlada
(realizada, por ejemplo en condiciones estérilesirencamara de flujo laminar) antes
de ser introducidos en nitrogeno liquido, directateeo después de un enfriamiento
progresivo. Se han realizado experimentos contegkg positivos con varias especies
de Quercus género que incluye especies con semillas recait#ls y de gran
importancia en los ecosistemas templados y mediiteos (Gonzalez-Benito, 1998), y
con especies de los géneArshocarpus Calamus Elaeis Hevea Nepheliumy Shorea
(Marzalina &Krishnapillay, 1999).

La implementacion de las técnicas de criopresedmatia tenido un papel
fundamental en el progreso de la conservacion dehgplasma de plantas raras o
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amenazadas. Encontramos un ejemplo de ello en adgomuideas en riesgo de
extincion comdletilla striata Rchbf. (Hirancet al, 2005).
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3- MATERIAL Y METODOS
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3.1. Material vegetal.

El material vegetal recolectado para el preseraieajo es la especie haléfita
Limonium insigne cuyos nombres vernaculos son ‘“siempreviva dedaglay
“siempreviva rosa” (Salazar & Lendinez, 2009).

Fotografia 6Limonium insignglvorra, 2010).

Se trata de una planta perenne, pluricaule y glpbréeneciente a la familia
Plumbaginaceaeuya altura media se encuentra alrededor de losn®@Salazar &
Lendinez, 2009).

Sus tallos son ramificados vy afilos, y sus hojaaredispuestas en roseta basal
(30-90 x 10-22 mm), peciolados, con limbo de edpdtua cuneiforme y apice de
redondo a romo.
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Fotografia 7: Detalle de los tallos y ramad.deonium insigndlvorra, 2010).
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Fotografia 8: Hojas dLimonium insign (lvorra, 2010)

Sus inflorescencias son en panicula, con muchassdeamas estériles. Las
espigas tienen entre 10 y 35 mm, y se encuentrarel etercio superior de la
inflorescencia. Sus espiguillas (8-10 mm) estdreadds de tres bracteas, con 2-3
flores.

Fotografia 9: Inflorescencia démonium insigndlvorra, 2010).
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Fotografia 10: Detalle de espigasldmonium insignélvorra, 2010).

Sus flores son hermafroditas, actinomorfas, pent@sng con un diametro que
oscila entre los 7 y los 9 mm.

Fotografia 11: Flores déamonium insigndlvorra, 2010).
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El caliz es gamosépalo, tubular, con cinco costiftdimbo membranaceo. La
corola tiene cinco pétalos de color purpureo o.resandroceo esta formado por cinco
estambres insertos en la base de los pétalos, rasequie el gineceo posee cinco
carpelos unidos so6lo por los bordes y tiene uniovarilocular.

Fotografia 12: Detalle de la flor démonium insign€lvorra, 2010).

El fruto es capsular y monospermo.

Las semillas son alargas, de color entre marr@jizory con unas dimensiones
que aproximadas de 0,25-0,30 cm de largo por G;608e ancho.
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Fotografia 13: Detalle de la semilla ldenonium
insigneextraida en laboratorio.
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La floracion deLimonium insigndiene lugar entre los meses de marzo y junio.

Esta planta se encuentra en acantilados coststepas litorales y lugares secos
de interior (0-400 m). Se distribuye por la mitad de la provincia de Almeria y en las

de Granada, Murcia y Alicante, coincidiendo conaralinas presentes en el sureste
espafiol.

En Almeria se ha visto con frecuencia en las bds&sierra Alhamilla, Sierra de
Gador y también en zonas de Cabo de Gata.

Fotografia 14: Distribucién geogréfica dienonium insigneen Espafia (Anthos, 2010).

3.2. Lugar de recogida del material vegetal.

La recogida del material vegetal tuvo lugar durdos meses de julio y agosto
en El Cerro de los Lobos (base de la Sierra de gaeluclave localizado en el término
municipal de Vicar, el cual, se encuentra al sueoés la provincia de Almeria.
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£

Figura 2: Localizacion del Término Municipal de
Vicar en la provincia de Almeria.

Almeria se sitla al sureste de la Peninsula Ihéerda region Mediterranea
Occidental, en un territorio en el que se destcanarcada aridez.

Como se puede observar en la tabla que a contonae muestra (Tabla 2),
junto con su correspondiente diagrama termopluvinoee(Figura 3), Almeria es un
municipio que se caracteriza por temperaturas suave largo de todo el afio, con una
media que ronda los 18 °C, siendo los meses maosas los correspondientes a julio
y agosto. El mes en el que las precipitaciones @am diferencia, mas voluminosas es
diciembre, seguido por el mes de enero, de moddagoeayor cantidad de agua con la
que cuenta Almeria se centra entre finales de otofincipios de invierno. La
precipitacion media anual es de aproximadamenter281
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ESP AIMERIA ( ALMERIA ) Altitude: 185 m.
'

Tabla 2: Datos de temperatura y precipitacion spoadientes a la estacién meteorolégica
del aeropuerto de Almeria (Rivas-Martinez & Rivasi®, 1996-2009).

ESP ALMERIA ( ALMERIA ) 18 m.
P= 231 36°50'N gozez7?7'w 37/37 y.
T= 18 Ic= 13.6 Tp= 2156 Tn= ]
n= 7.9 M= 15.4 Ite= 413 Io= 1.1

MEDITERRANEAN XERIC-OCEANIC
LOW THERMOMEDITERRANEAN LOW SEMIARID

Figura 3: Diagrama termoplubiométrico corresponigiem la estacion meteorolégica del
aeropuerto de Almeria (Riv-Martinez &Rivas Saenz, 19-2009)

Como ya fue citado anteriormente, la recogida datps dd.imonium insigne
tuvo lugar en el Cerro de los Lobos, cuyo punto aiésado se encuentra a 420 metros
sobre el nivel del mar y se caracteriza por limighreste con la rambla de las
Hortichuelas. Dicho enclave consiste en una forémaajeoldgica constituida por

77



ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION Y CRECIMIENTO DE
LIMONIUM INSIGNE: IMPLICACIONES PARA LA RESTAURACION Y AJARDINAMIENTO DE AREAS SALINAS

litosoles mayoritariamente, aunque posee zonasafiae)también tanto por litosoles
como por regosoles calcaricos. (Baena & Ewert, 1983

Las caracteristicas principales de los litosolegsespondientes a esta zona son
que las rocas originales corresponden a la sdimaiolomitico. Se trata de bancos de
caliza y dolomias bastante recristalizadas y, enmsyor parte, profundamente
trituradas.

Las pendientes, entre escarpado (22-25%) a muypesita (mas del 55%),
indica el grado de erosion a que estan sometigossdoasos suelos que se encuentran en
la zona, no presentandose nada mas que en ocasitmkgera pelicula de menos de 10
cm altamente pedregosa y con predominio de texéueassas.

La capacidad de retencion de agua util para lastgdaes escasa debido a su
espesor, lo que unido a que estdn excesivamentadire hace que estos suelos
permanezcan secos gran parte del afio.

En lo referente a las zonas constituidas tantolifmsoles como por regosoles
calcaricos, mencionar que se trata de suelos campuaiundidad media de 10 a 15 cm,
gue no presentan nada mas que un horizonte éaorigppedregoso, con buen drenaje y
con poca capacidad de retencion de agua, lo guatmsbastante secos.

Lugar de recogida
de muestras

Fotografia 15: Vista del Cerro de Los Lobos dond=dn recolectadas las
plantas de.imonium insigne.
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Fotografia 16: Ladera del Cerro de Los Lobos doswi@ueden apreciar
plantas de_.imonium insigneen flor.

Las coordenadas aproximadas de la zona de rednlede las plantas en el
Cerro de los Lobos fueron 36° 49" 24,39 nort862°16,77"".

El método para la recoleccion del material vegetakistio en acceder al Cerro
de los Lobos por la carretera A-391 e ir recorreerdd pie dicho cerro localizando
enclaves donde se encontrase predantenium insigne

Una vez localizada la planta, se procedi¢ a recsgsrflores de forma manual
deslizando las manos cerradas en torno a ésta dedumse de las ramas hasta el
extremo de las mismas, tras lo cual se introdutcimagerial obtenido en bolsas de
plastico de color negro.

Después de tres desplazamientos al Cerro de lossl.ad® consideré que la
cantidad de material obtenido era suficiente. Tasi®, las flores recogidas fueron
llevadas al laboratorio, donde se dejaron secaander los meses de agosto y
septiembre.
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Fotografia 17: Flores deimonium insignesecandose en laboratorio tras
su recoleccion en campo.

3. 3. Extraccion de semillas.

3. 3. 1. Material utilizado para la extraccion de emillas.

- Material vegetal seco.

- Lupa.

- Pinzas.

- Lanceta.

- Placas Petri.

- Camara de conservacion de semillas.

3. 3. 2. Método de extraccion.

La obtencion de las semillas que se encontrabagl amerior de las flores se
realiz6 de forma manual y de una en una con laayéduna lanceta y unas pinzas,
siempre a través de la lupa debido a su reducidafta.
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El procedimiento consistié en sujetar cada flor lEmpinzas mientras que, con
la lanceta, se procedia a ir eliminando las diteerpartes florales que cubrian la
semilla (pétalos, estambres, pedunculo, estignstilp)ehasta llegar finalmente al fruto.

Una vez obtenido el fruto, se hacia una incisidres@l con el fin de obtener de
su interior la semilla, la cual, aparecia rodeaglarth membrana protectora que también
era retirada con ayuda de las pinzas.

La proporcién de flores con frutos maduros en serior era bastante inferior
con respecto al numero de flores que careciantds,ds cual supuso una dedicacion
considerable en lo que respecta a tiempo y esfymwo obtener la adecuada cantidad
de semillas para realizar nuestro estudio.

Las semillas extraidas se colocaban en una platta Bee mas tarde seria
introducida en una cdmara frigorifica a 8 °C panaservarlas e impedir la proliferacion
tanto de hongos como de cualquier otro tipo de onrganismos que las volviera
inviables.

Este procedimiento continué hasta conseguir un tt#ados mil quinientas
semillas para, de este modo, tener material masufigente para la realizacion tanto
de los ensayos de germinacién en placas Petri @ma ensayo de germinacion en
macetas.

Fotografia 18: Detalle de placa Petri con semdiakimonium insignextraidas de
sus flores.
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3.4. Preparacion del ensayo.

3. 4. 1. Material para la germinacion.

- Placas Petri de 90 mm de diametro.

- Discos de papel de filtro del mismo diametro qeplacas Petri.

- Pipetas.

- Agua destilada.

- Hipoclorito sédico.

- 25 semillas déimonium insigngor placa Petri.

- 5 ml de solucién a las distintas concentracionigsasaque se aplican.
- Soluciones salinas a concentraciones de 0, 100y 200 mM de NacCl.

- Cémara de germinacion con fotoperiodo de 14/1Qi/dscuridad), iluminada
en su interior mediante una lampara fluorescerBgrl/nfs', 400-700 nm).

- 16 macetas troncoconicas.

- Arenadecuarzode 1y 2 mm.
- Balanza de precision.

- Tamiz.

- Bisturi.

3. 4. 2. Soluciones.

Como fuente de salinidad utilizamos NaCl por seryCNa los iones mas
comunes y abundantes en los suelos salinos y, adgmbablemente se trata de los
mMA&s nocivos para la germinacion y crecimiento delantas. Se planteé un ensayo con
cuatro concentraciones salinas, 0, 100, 200 y 4010 gque son las concentraciones mas
habitualmente empleadas en experiencias similaregias realizadas por diversos
autores (Gulzaet al, 2001; Zia & Khan, 2004; Ahmed & Khan, 2010).

El procedimiento para la preparaciéon de las sohes@s el siguiente:
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a) Para la solucion de salinidad 0 mM se utiliz6 tasosagua destilada,
considerandose pues la muestra testigo en el estadjerminacion.

b) Para el resto de las soluciones se emplearon reatdec250 ml, en cada uno de
los cuales se procedi6 de la siguiente forma pada solucion salina:

a. 100 mM: Pesamos 1,461 g de sal (NaCl) y enrasan@€ anl con agua
destilada.

b. 200mM: Pesamos 2,922 g de sal (NaCl) y enrasan2&® anl con agua
destilada.

c. 400 mM: Pesamos 5,844 g de sal (NaCl) y enrasan@s€ anl con agua
destilada.

Tras esto, se utilizaron 5 ml de cada una de lasxisnes como medio de
cultivo de las semillas.

3. 4. 3. Montaje del ensayo en placas Petri.

En primer lugar se procedié a la desinfeccion ate demillas de.imonium
insignecon una solucion de hipoclorito sodico, mantenidesien este medio durante 5
minutos y lavadas posteriormente con abundante degtdada.

Para la germinacién en placas Petri se llevaroaba cuatro ensayos, en cada
uno de los cuales se realizaron los siguientessgrotentos: se dispusieron 25 semillas
en cada placa Petri con papel de filtro, hasta ¢etanpun total de 16 placas. Tras esto
se realizaron cuatro grupos de cuatro placas Pada uno, de tal manera que a cada
grupo se le introdujeron 5 ml de solucion de Na@istinta concentracion; a saber: O
mM, 100mM, 200 mM y 400 mM, cuya finalidad es |pliéa en laboratorio de las
diferentes condiciones de conductividad eléctritasajue se pueden ver sometidas este
tipo de plantas en su habitat natural y, por taeloconocimiento del rango de
tolerancia. Finalmente, todas las placas fueroncemlas en el interior de una camara de
cultivo que mantuvo controlado el fotoperiodo ahbdas de luz y 10 horas de oscuridad
(25 pmol photons m-2S-1, 400-700 nm con lampamaardscentes) y sin humedad
ambiental.

Cada ensayo tuvo una duracién de 25 dias, sierditefencia entre los ensayos
los distintos intervalos de temperatura en horalsizlg de oscuridad, lo cuales, fueron
los siguientes:

- Primer ensayo: 20/10 °C.
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- Segundo ensayo: 25/15 °C.
- Tercer ensayo: 30/20 °C.
- Cuarto ensayo: 35/25 °C.

Cada 2 dias y a lo largo de los 25 dias de durad®wrada ensayo, se fue
tomando nota de las semillas que germinaban (cuaméoge la radicula).

Fotografia 19: Detalle de semillas ldenonium insignegerminadas.

Ademas, como consecuencia de la evaporacion etastGobre todo a
determinadas temperaturas), se les repuso cadgueezra necesario a cada placa Petri
otros 5 ml de la solucion salina a la que desdgrintipio fue sometida.

3. 4. 4. Montaje del ensayo en macetas troncocorsca

Una vez conocida la temperatura mas favorable lpagarminacién, se plante6
un ensayo segun un disefio de bloques al azar estanacon los cuatro tratamientos
salinos y cuatro repeticiones; es decir, preparabfosnacetas troncoconicas de una
capacidad de 500 ml con arena de cuarzo en sioinyezolocando 25 semillas en cada
una de ellas.

Se utiliza para esta parte del proyecto arena dezguya que, como nuestra
intencion era recuperar las raices de las seng#asinadas, este material nos dio la
maxima facilidad para ello, al no ser dificil dexehar con un simple lavado.
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De esta forma tendriamos cuatro macetas con 23laermada una para cada
una de las soluciones, es decir, de 0, 100, 2@DyrM.

El procedimiento comenz6 desinfectando cada urlasdmacetas que se iban a
utilizar sumergiéndolas en una solucién de hipdac@odico y agua durante 24 horas.

Tras esto, se procedio al secado de las macetasoduccion en su fondo de
una malla de aluminio con el fin de que la arenacdarzo, que posteriormente
agregariamos, no se perdiese por los orificiosedaglie presentes en la parte inferior
de las macetas.

Fueron introducidas en cada una de las macetaipiesde arena de cuarzo,
una mas gruesa de 2 mm en la parte inferior querdaiese la evacuacion del agua
sobrante de riego, y otra mas fina de 1 mm en fie gaperior, con el fin de evitar la
percolacion de las semillas por entre los poroglidea arena debido a su pequefio
tamanfo.

La cantidad de arena de cuarzo mas gruesa de airoducida por maceta fue
de 300 g, mientras que la cantidad de arena decuads fina de 1 mm fue de 600 g
por maceta, con el fin de obtener una relaciéry3ia peso final por maceta de 900 g.

Fotografia 20: Maceta troncocénica con arena de
cuarzo pesada en balanza de precision.
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Tras finalizar el proceso de llenado de todas lasatas con arena de cuarzo, el
ensayo continuo con la introduccion de 25 semdiesinfectadas en hipoclorito sédico
de Limonium insigneen cada una de ellas con ayuda de unas pinzasyrpando que
éstas estuviesen enterradas a una profundidadiagax entre 0,25 y 0,30 cm.

Una vez introducidas las semillas se realiz6 ume@ririego de 100 ml por
maceta con la solucion correspondiente.

Cada grupo de cuatro macetas (correspondientesall@ion con la que era
tratada) fue colocada sobre unas bandejas y és&s,vez, fueron introducidas en la
camara de cultivo a un rango de temperatura deD2@1(correspondiente al primer
ensayo de germinacion en placas Petri) ya que lfuango de temperatura al cual
germinaron en mayor cantidad las semillad_okeonium insignesegun los resultados
obtenidos en la primera parte del proyecto.

Fotografia 21: Macetas troncocénicas regadas comisana solucion
dispuestas en bandejas.

Los posteriores riegos de las macetas se repitiesida vez que se considero
necesario, es decir, cuando la humedad preseriteagana de cuarzo era baja (con 25
ml de la solucion correspondiente), hasta que dersinos que las plantas tenian un
tamafio adecuado para realizar los posterioresiestdd parametros fisioldgicos. Se
supone que, al desarrollarse en un medio inerte @asria arena de cuarzo, las plantas
s6lo crecen con las reservas de sus cotiledoneslop@anto, 50 dias son mas que
suficientes para que alcancen su desarrollo.
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Fotografia 22: Plantas deimonium insignegerminadas en
arena de cuarzo.

Fotografia 23: Detalle de plantas dienonium insignegerminadas
en arena de cuarzo.

Para la extraccion de las plantas de las macetesrts@ sobre cada una de ellas
agua en su parte superior, con la finalidad de idisimel apelmazamiento de la arena
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de cuarzo para no dafar las plantas a lo largostée proceso. Las plantas que se
extrajeron mas facilmente fueron aquellas que apamn flotando en la superficie del
agua una vez aplicada ésta en cada maceta, y ftetiadas una a una con ayuda de
unas pinzas.

En cuanto a la obtencion de aquellas plantas quaudi®ron extraerse por este
procedimiento, se procedio a ir vertiendo con alidia arena de cuarzo mezclada con
agua sobre un tamiz, de manera que, al ir remowikndrena con cuidado y filtrandose
tanto ésta como el agua, iban apareciendo lasaglagtie eran nuevamente recogidas
con ayuda de las pinzas.

Todas las plantas obtenidas se fueron colocand® sob papel de filtro para
facilitar el secado de éstas previo a su postgsada en balanza de precisiéon. La
colocaciéon de las plantas démonium insignesobre el papel de filtro se hizo por
grupos, de manera que permaneciesen juntas todaiazgprocedentes de la misma
maceta, tal y como se puede observar en la foiagedjunta a continuacion.

Fotografia 24: Colocacién segun solucion de riegnageta de plantas de
Limonium insignesobre papel de filtro.

Una vez secadas las plantasld@onium insignesobre el papel de filtro, se
fueron colocando sobre placas Petri, de tal mageeaen cada placa estuviesen las
plantas procedentes de la misma maceta y que hatiarsometidas al riego con la
misma solucion salina.
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Tras esto, se procedid a la separacion de la péarga y de la parte radical de
cada una de las plantas con ayuda de un bistuei ynds pinzas. Una vez obtenidas
cada una de las partes y amontonadas por sepamadada placa Petri se podria
proceder a su pesada por medio de la balanza disipre anotando en cada caso (para
cada maceta) el peso del conjunto de las parteas@or un lado y, por otro, el peso
del conjunto de las partes radicales.

Fotografia 25: Separacion de partes aéreas y padiesles de plantas de
Limonium insigne

Tras la obtencién de estos datos (peso frescaljspasieron las placas Petri con
las partes aéreas y partes radicales en una ehidate 24 horas a 60 °C, con la
finalidad de, trascurrido este tiempo, repetirrtasdiciones anteriores, consiguiendo de
esta forma el peso seco de las muestras.

3. 5. ParAmetros medidos.

El porcentaje de germinacion se calcula para cépléica, y viene dado por la
relacion entre el nUmero de semillas germinaddswyraero total de semillas menos las
semillas vacias, multiplicado por 100 (Bacchettal, 2008), es decir:
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Nimero de semillas germinadas

5 - - - %100
{(Numero total de semillas — Semillas vacias)

El porcentaje final del ensayo sera calculado Imalcida media entre todas las
réplicas sometidas a las mismas condiciones deiggecan.

Por otro lado se calculara el tiempo medio de gaanidn, que se trata de la
relacion entre el nimero de semillas germinadas adid y el total de semillas
germinadas al final del ensayo (Bacchettal, 2008):

Ellid1
MGT=—

Donde:

MGT: es el tiempo medio de germinacién en dias.

ni: numero de semillas germinadas en el dia d.

di: nimero de dias desde el inicio del test de gexcion.

N: numero total de semillas germinadas al finalahedayo.

Finalmente, los parametros fisiologicos medidos #hensayo de germinacion
en macetas deimonium insignefueron tanto el peso fresco como el peso secade |
parte aérea, de la parte radical y el total debnwdtvegetal presente en cada una de las
macetas.

3. 6. Andlisis estadistico de los datos.

El analisis estadistico de los datos se llevo a aalediante la técnica del
Andlisis de la Varianza (ANOVA o AVAR), que se txae una de las técnicas mas
utilizadas en los andlisis de los datos de losfidsexperimentales. Se utiliza cuando
gueremos contrastar mas de dos medias.

El ANOVA es un método muy flexible que permite dons modelos
estadisticos para el analisis de los datos expetates cuyo valor ha sido constatado en
muy diversas circunstancias. Basicamente es uregirmgento que permite dividir la
varianza de la variable dependiente en dos o mapauwentes, cada uno de los cuales
puede ser atribuido a una fuente (variable o faadentificable (Sokal & Rohlf, 1986)
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Los modelos que permiten construir el ANOVA puedsn reducidos a la

siguiente forma:

(Valor observado) = (efectos atribuibles) +X (efectos no atribuibles o residuales)

El valor observado se refiere al que se obtiendaemariable cuantitativa

dependiente. Los efectos atribuibles son parametreariables aleatorias que son el
resultado de cambios en los factores o variabl#spendientes y, por tanto, atribuibles
a ellos. Aquellos efectos no atribuibles a ningaetdr controlado se denominan efectos
residuales o variables aleatorias residuales.

Los modelos de ANOVA son muchos. Los modelos m@sesentativos se

clasifican bajo tres criterios: nimero de factoresjestreo de niveles y tipo de
aleatorizacion:

1-

Numero de factores: Aquellos experimentos que utilizan una sola vaeabl
independiente o factor y una variable dependiemi@nglizan mediante varianza
llamado de un factor, de clasificacion simple, ueictional o de una via (one
way). Se trata de comparar grupos o muestras dieeedi sistematicamente en
un solo factor.

Si varios grupos o muestras se asignan a diferezdsthinaciones de dos
factores, el ANOVA correspondiente es llamado defdotores, de clasificacion
doble, bidireccional o de dos vias (two way). Seatrde comparar grupos o
muestras que difieren sistematicamente en dosréscty asi sucesivamente.

Muestreo de niveles:Como sabemos, el factor es la variable indeperalient
experimental controlada por el investigador. Pusmtear pocos o muchos
valores o niveles, a cada uno de los cuales saeasigs grupos o muestras. Si
se toman K niveles del factor, a cada uno se asidas muestras y las
inferencias se refieren exclusivamente a los Kleg/¢ no a otros que podrian
haber sido incluidos, el ANOVA se llama ddectos fijos sistematico o
paramétrico. El interés del disefio se centra eerssibesos niveles concretos
difieren entre si.

Cuando los niveles son muchos y se seleccionarzaal K& niveles, pero las
inferencias se desean hacer respecto al totavetesj el andlisis de varianza se
denomina deefectos aleatoriosLa idea basica es que el investigador no tiene
interés en niveles particulares del factor.

Cuando se utilizan dos factores, cada uno conyanales, uno de efectos fijos
y otro de efectos aleatorios, el analisis de vaaagsmixto.

Tipo de aleatorizacion: Sabemos que la aleatorizacion es el procedimiemto p
el cual las unidades experimentales (en genesakugetos) se asignan al azar a
los niveles del factor o tratamientos, de modo tpakas ellas tengan la misma
probabilidad de recibir un tratamiento o nivel det@ado. Esta aleatorizaciéon
se puede llevar a cabo en el total de las obsemvesio por bloques. Ello dara
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origen a dos tipos distintos de disefio experimeotahpletamente aleatorizado
(CA) o aleatorizado en bloques (BA).

Cuando una variable extrafia se utiliza para diddims sujetos en subgrupos o
bloques se denomina variable de bloqueo. El olgetis eliminar su efecto.
Disefios mas complejos pueden utilizar mas de unabla de bloqueo. El
bloqueo llevado a sus extremos puede ser aquelgere @in bloque son medidas
de un unico sujeto. Es decir, s6lo un sujeto retda®s los tratamientos, de
modo que se eliminara mayor niumero de variablegends 0 extrafias. Este
tipo de disefio se suele llamar de medidas repatidasasujetos.

En nuestro caso utilizaremos el programa informaB&SW Statistics (2009)
18 ver. 18.0.0 para llevar a cabo el analisis éstiad ANOVA, siendo el modelo
utilizado aquel que tiene como criterio el nimeeofdctores; de tal manera que el
analisis realizado sera el conocido como ANOVA & dfas puesto que, nuestras
variables independientes seran la temperaturaalilidad del medio de cultivo.

Esto fue asi en el caso del estudio del porcefitgede germinacion y para el
tiempo medio de germinacion (MGT), los cuales, amenfueron consideradas como
variables dependientes.

Por otro lado, para el caso del estudio de losptsuo en fresco como en seco
de las plantas demonium insignese aplicé un analisis ANOVA a una via, puestg, que
en este caso, tan soOlo se establecid una variabépéndiente, a saber, la salinidad,
siendo en este caso la variable dependiente agedditiva tanto a los pesos frescos
como a los pesos secos de las plantas en su aotalidi como de los pesos de la parte
aérea como radical de éstas.

Finalmente, la prueba de Tukey (Tukey, 1949) fuadaspara detectar diferencias
significativas (< 0,05) en las comparaciones epdres de ensayos.

Previamente, la hipétesis de normalidad fue corgutalpor la prueba de David
(David et al, 1954) y la homogeneidad de las varianzas pomrdab@a de Cochran
(Cochran, 1941).

En los casos del porcentaje de germinacion y deigo medio de germinacion,
los datos precisaron una transformacion mediantélello del arcoseno puesto que no
cumplian una distribucién normal.
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4- RESULTADOS
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4.1. Efectos de la salinidad y la temperatura sobies parametros fisioldgicos.

La germinacion y crecimiento de las plantulas tasul afectados
sistematicamente por la presencia en el medio Hiraule una concentracion salina
superior a la normal, y las consecuencias inmeslisteelen ser un deterioro mas o
menos acusado de tales procesos.

El efecto de la temperatura puede ser similar, ya g aumento de este
parametro hace disminuir los procesos germinatiegdsmonium insigne

4.2. Efectos de la salinidad vy distintos regimenég temperatura sobre la evolucion
de la germinacion.

Todos los datos que fueron recopilados a lo lagjestudio llevado a cabo en
laboratorio fueron tratados en tablas Excel, corfirelde crear las tablas que a
continuacion se mostraran junto con sus correspotel graficas, las cuales, nos
facilitaran la interpretacion de los resultadosaltos.

Las tablas muestran el porcentaje de germinac@@nahdo cada cinco dias para
cada uno de los ensayos realizados y para cad&rtomcion salina a la que eran
inmersas las semillas dénonium insigne

T220/10 Dia 5° Dia 10° Dia 15° Dia 20° Dia 259

0mM 95 96 97 97 97
100 mM 72 80 81 81 81
200 mM 10 17 21 29 29
400 mM 0 4 6 11 11

Tabla 3: Porcentaje de germinacionLdmonium insigneada 5 dias durante el primer ensayo a las

diferentes concentraciones salil

T220/10 °C
120
=100 ™ r —= = =
'3 80 —— - = = —+—0mM
.E 60 ——100mM
E 40 200mM
(“D’ 400mM
~ 20
R
0 .
5 10 15 20 25
Dias de Germinacion

Gréfica 1: Evolucidn del porcentaje de germinaaéhimonium insignea temperaturas
20/10 °C y a distintas concentraciones salinas.
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En la Tabla 3 podemos observar que aquellas semrifltadas a concentracion 0
mM poseen un porcentaje de germinacion muy elevadosolo a los cinco dias de
comenzar el experimento, siendo el aumento de didtoentaje muy pausado a lo
largo de los siguientes veinte dias, tal y comouwdsina la linea de pendiente casi nula
gue aparece en la Gréfica 1, llegandose al final porcentaje de germinacion total del
97%,

Las semillas dd.imonium insignetratadas con la solucion 100 mM también
muestran un elevado porcentaje de germinacion xite dias (72%), siendo su
evolucion en el tiempo muy parecida a la de agsitdadas en ausencia de NaCl hasta
llegar a un méaximo en el porcentaje de germinadair81%.

Por otro lado, aquellas semillas inmersas a coraeah salina 200 mM ofrecen
un resultado considerablemente bajo en comparaclés anteriores, alcanzandose tan
s6lo un 10 % de germinacién total en los primermec dias. La diferencia con
respecto a las semillas tratadas con una salimaawr radica en que, en este caso, hay
un aumento mas marcado en el porcentaje de sergélasinadas conforme pasa el
tiempo, llegandose a un total del 29%.

En ultimo lugar, a concentraciones de 400 mM nolservan resultados hasta
los diez dias desde que comienza el experimemondaiel porcentaje de germinacion
tan solo del 4%. En este caso se siguid una ter@acecida a la de las semillas
tratadas a soluciones 200 mM, es decir, hubo uneatamen el porcentaje de
germinacion mayor que el de aquellas semillasdeata soluciones 0 y 100 mM, hasta
alcanzar el 11% en el ultimo dia.

T2 25/15 Dia 5° Dia 10° Dia 15 Dia 20 Dia 25

0mM 78 93 93 93 93
100 mM 18 29 43 44 46
200 mM 6 12 17 18 19
400 mM 0 2 3 3 3

Tabla 4: Porcentaje de germinaciénLdmonium insigneada 5 dias durante el segundo ensayo a las

diferentes concentraciones salinas.
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Grafica 2: Evolucion del porcentaje de germinacida Limonium insigne a
temperaturas 25/15 °C y a distintas concentrasisalina:

En el segundo ensayo (25/15 °C), Gréfica 2, nosrgraamos con una evolucion
en los porcentajes de germinacion muy similaressaekpuestos en el caso anterior
(Grafica 1), con la salvedad de que tan sélo lacg@h 0 mM destaca sobre el resto por
su elevado indice de germinacion, comenzando cofBuny finalizando con un 93%;
alcanzando este maximo a los 10 dias de incubacion.

En la solucién 100 mM se observa un mayor descemsmianto al porcentaje de
germinacion con respecto al ensayo anterior; coargt con un 18% el quinto dia
(comparese con el 72% obtenido el mismo dia emshy® 1) y finalizando con un
46%.

Las soluciones de 200 y 400 mM en este caso handeegna evolucion similar
a la del primer ensayo (20/10 °C), con una ligaemihucion en el porcentaje de
germinacion en todos los casos. Ademas, en eldmts semillas sometidas a solucion
400 mM, nuevamente no se obtuvieron resultados lehstecimo dia de estudio.

T2 30/20 Dia 5° Dia 10° Dia 15 Dia 20 Dia 25

0mM 12 37 40 47 48
100 mM 4 7 9 13 15
200 mM 0 3 5 9 13
400 mM 0 0 1 1 1

Tabla 5: Porcentaje de germinacionLdmonium insigneada 5 dias durante el tercer ensayo a las
diferentes concentraciones salil
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Gréfica 3: Evolucién del porcentaje de germinaaéhimonium insignea temperaturas

30/20 °C y a distintas concentraciones salinas.

El tercer ensayo, Grafica 3, se produce un notaddédeenso en los porcentajes
de germinacion de las soluciones a concentracioma® y 100 mM, pero se observa
que la tendencia de las soluciones mas salinasy(200 mM) no presenta variaciones
con respecto a los ensayos anteriores.

Podemos observar que, en la solucion carente dd (Ja@M), el tiempo
transcurrido hasta alcanzar el maximo en el poagente germinacion (48%) es mayor,
pero lo que hay que destacar de forma importanta disminucion en el porcentaje de
germinacion con un régimen de temperaturas de 3@26bn respecto a temperaturas
inferiores de 20/10 °C y 25/15 °C, hecho que skerg@ara los distintos niveles salinos
(100 mM, 200 mM y 400 mM) donde, a lo largo de26sdias, se alcanzan porcentajes
de germinacion inferiores.

En este caso no se obtuvieron datos de las semndlaslas a soluciones de 200
mM hasta el décimo dia de estudio, mientras quea @auellas sometidas a
concentraciones 400 mM, se tuvo que esperar hiagégienoquinto dia.

T2 35/25 Dia 5° Dia 10Q° Dia 15 Dia 20 Dia 25
0mM 9 14 17 21 31
100 mM 5 9 17 18 21
200 mM 3 9 13 17 22
400 mM 6 9 12 13 14

Tabla 6: Porcentaje de germinacionLdmonium insigneada 5 dias durante el cuarto ensayo a las
diferentes concentraciones salil
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Gréfica 4: Evolucion del porcentaje de germinaaéhimonium insignea temperaturas
35/25 °C y a distintas concentraciones salinas.

En el dltimo ensayo (35/25 °C), Grafica 4, obsemsmue la evolucion de las
cuatro rectas sigue un patron muy similar, y coosuvalores bastante aproximados
entre si. En este caso podemos observar que umauete el régimen de temperatura
de incubacion afecta de forma considerable a lasllas que se cultivan en una
solucion carente de salinidad (0 mM), donde senakasolo el 31% de semillas
germinadas al final de los 25 dias, a diferencidodecasos anteriores, donde a los 10
dias se alcanzaban maximos superiores; sin emlsagoiede observar que las semillas
toleran mas la salinidad a estas temperaturas)zaodo incluso niveles superiores en
el porcentaje de germinacion de los que habiamzdch en los ensayos previos antes
del final de los 25 dias.

4.3. Efectos sobre el porcentaje final de germinaimi.

En este apartado se ha procedido a introducirdlnies porcentajes finales de
germinacion deLimonium insignepara cada concentracion salina en cada uno de los
ensayos realizados con el fin de obtener, por meeliprograma Excel, los siguientes
diagramas de barras.

Esta forma de representacion de la germinacionofieze la posibilidad de
estudiar el total de germinacion en cada casotesiar en cuenta ni la evolucién del
proceso ni los dias necesarios para llegar a dippi@entajes finales.

Ademas, ha sido afiadida la tabla correspondienteestaiidio estadistico
realizado, con el fin de comprobar la significaragalos resultados obtenidos.
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En los primeros ensayos (20/10 °C y 25/15 °C),iGaaf5 y 6, se observa que
los resultados obtenidos son muy semejantes.

El porcentaje de germinacion final de las semilifi@sLimonium insignees
maximo cuando en la solucion en el que éstas danhaimersas es de 0 mM,
alcanzandose valores del 97% en el primer ens@®/@q2C) y del 93% en el segundo
(25/15 °C).

Dicho porcentaje final de germinacion va dismind@nprogresivamente
conforme la concentracion salina en las solucimaegumentando, encontrandonos con
una germinacion del 81%, 29% y 11% en las solusiahe 100, 200 y 400 mM
respectivamente en el primer ensayo (Grafica 5Sndsieen todos los casos las
diferencias significativas, sobre todo entre ldmisiades de 100 y 200 mM), y del
46%, 19% y 3% para las mismas soluciones en elnsegensayo (Grafica 6), siendo
también en todos los casos las diferencias muyfisigtivas tal y como demostro el test
de Tukey.

Porcentaje final de germinacion (20/10°C)

120
glOO
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e 60
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Gréfica 5: Representacion del porcentaje de gerwion total dd.imonium insigne

para cada concentracion salina al final del ensay®spondiente a las temperaturas
de 20/10 °C
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Gréfica 6: Representacion del porcentaje de gewion total deLimonium insigne

para cada concentracion salina al final del ensay@spondiente a las temperaturas de
25/15 °C.

En el tercer ensayo (30/20 °C), Grafica 7, el desween el porcentaje de
germinacion es bastante acusado con respectcaat@sores, alcanzandose valores del
48% para 0 mM, del 15% para 100 mM, del 13% a 200Dyns06lo de 1% en la maxima
concentracion salina de 400 mM, por lo tanto, cardila tendencia en la que, a mayor
salinidad, menor es el porcentaje de germinacion.

Sin embargo, hay dos factores que llaman la aten&d primer lugar, existe
una diferencia muy significativa entre el porcemtfipal de germinacion a 0 mM y a

100mM, siendo de 48% y de 15% respectivamente;chgak no fue tan marcado en
los anteriores casos.

En segundo lugar, también es llamativo el hechoqde los valores a
concentraciones salinas de 100 mM y 200 mM no symfisativos, con valores del
15% y del 13% respectivamente. Siendo muy sigrifioa, sin embargo, la diferencia
de éstos con los valores obtenidos a concentracaad00 mM (tan sélo un 1%).
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Porcentaje final de germinacion (30/20°C)
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Gréafica 7: Representacion del porcentaje de gewion total deLimonium insigne

para cada concentracion salina al final del ensay@spondiente a las temperaturas de
30/20 °C

En el dltimo ensayo (35/25 °C), Gréfica 8, la difegia entre los porcentajes
finales de germinaciéon entre unas soluciones B a@ligue la tendencia observada en los
ensayos primero y segundo en las soluciones &0y 400 mM.

La diferencia es claramente identificable en ebades la solucion 200 mM, que
no solo no sigue la tendencia hasta ahora obseresddecir, que en cada ensayo,
conforme aumentamos la concentracion salina, disyriel porcentaje de germinacion,
sino que se obtienen unos valores (22%) que soeristgs a los de la solucién 100
mM (21%). A pesar de todo, dicha diferencia noigsifcativa,

En este Ultimo ensayo, lo realmente destacabledeseenso tan acusado que se
produce en el porcentaje de germinacion de lasllasndieLimonium insignegue son
cultivadas en ausencia de salinidad (0 mM de Nagi$ndo sélo de un 31% con
respecto al alcanzado en los regimenes de temped®20/10 °C y 25/15 °C, que eran
del 97 y 93% respectivamente. Este descenso tarabiéhserva a nivel de salinidad de
100 mM con un 81% y 46% en los regimenes de teryaranteriores frente al 21%
en la temperatura maxima de 35/25 °C.

Sin embargo, el efecto perjudicial de la salinishedse observa a niveles de
salinidad altos (200 mM y 400 mM), donde los vadoga el porcentaje de germinacion
final (22% y 14%) son superiores a los obtenidoslaan anteriores regimenes de
temperatura, aunque, por otro lado, hay que deeirefjtest de Tukey demostré que los

valores correspondientes entre en tercer y cuagaye (30/20 y 35/25 °C) resultaron
no ser significativos.
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Porcentaje final de germinacién (35/25 °C)

Germinacion (%)

O0mM 100mM 200mM
NaCl {mM)

400mM

Gréfica 8: Representacion del porcentaje de gemion total deLimonium insigne
para cada concentracion salina al final del ensay®espondiente a las temperaturas de

35/25 °C
Origen Suma de gl F Sig.
Cuadrados

Modelo corregido 10,0604 15 46,081 0,000
Interseccion 17,388 1 1194,747 0,000
T 2,630 3 60,232 0,000
S 5,361 3 122,790 0,000
T*S 2,069 9 15,794 0,000
Error ,699 48
Total 28,146 64
Total corregida 10,758 63

R cuadrado= 0,935 (R cuadrado corregida= 0,91ghif8iancia para valores inferiores a 0,05.

Tabla 7: Efecto de la temperatura, la salinidatigogjunto de ambas en el porcentaje
final de germinacion de las semillas damonium insigne Donde gl= grados de
libertad y F= valor estadistico de contraste.

En el diagrama de barras representado en la Gréficge puede observar,
claramente y de forma comparada, la evolucion delircentajes de germinacion de
cada solucién en cada uno de los ensayos realizados

En el caso de las soluciones sin salinidad (O né\freduce una disminucion en
los porcentajes de germinacion conforme la temperava aumentando. Dicho
descenso en la germinacion es mas brusco y de feigndicativa entre los ensayos
segundo y tercero, mientras que entre los engayoero y segundo por un lado, y los
ensayos tercero y cuarto por otro, se producenatera menos drastica.
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Por otro lado, en el caso de las soluciones 100smlgenera un descenso en el
porcentaje germinacion constante desde el primeayenhasta el tercero también de
forma significativa, sin embargo, en el Ultimo emsanos encontramos con un
incremento en el porcentaje de germinacion (219%) respecto del ensayo anterior
(15%).

Esta tendencia se repite en las concentracion@d an® y a 400 mM. En el
primer caso, el porcentaje de germinacion en eetegnsayo es del 13%, mientras que
en el cuarto ensayo es del 22%. De la misma maaem@centraciones de 400 mM, el
tercer ensayo muestra una germinacion del 1%,efrehi4% observado en el cuarto
ensayo; pero estadisticamente no son significaémasinguno de los casos tal y como
demostro el test de Tukey.

De lo observado en la Grafica 9, podemos deducé €uaumento de la
temperatura hace disminuir, de manera generalpmeptaje de germinacion de las
semillas deLimonium insignesiendo este efecto el mismo independientementa de
solucion salina.

Porcentaje de germinacion Limonium insigne

100 -
80 -
o 60 1 m0m
(*]
@200mM
20 A1 0400mM
D ] I I I 1

T220/10 T225/15 T230/20 Ta35/25
Temperatura

Gréfica 9: Comparativa de los porcentajes de gexoidm finales de.imonium insigne
para cada una de las concentraciones salinas dbserin cada uno de los ensayos
realizados (20/10 °C, 25/15 °C, 30/20 °C y 35/25 °C

4.4. Tiempo medio de germinacion.

Para la realizacion de la Grafica 10 que a contildmase expone, se ha aplicado
la formula del tiempo medio de germinacion (MGT)lamoja de calculo Excel a cada
concentracién salina para cada uno de los ensaalzados, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 8.

103



ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION Y CRECIMIENTO DE

LIMONIUM INSIGNE: IMPLICACIONES PARA LA RESTAURACION Y AJARDINAMIENTO DE AREAS SALINAS

20/10 °C 25/15 °C 30/20 °C 35/25 °C
0mM 5,2 5,8 10,5 14,6
100 mM 5,6 10,3 15,1 13,5
200 mM 11,3 11,6 14,3 15,6
400 mM 17,5 8,8 3,8 11,7

Tabla 8: Medias para las cuatro repeticiones detitbapos medios de germinacion en semillas de
Limonium insign.

En el diagrama de barras resultante, Graficgp@demos observar el tiempo
medio de germinacion de las semillasldemonium insigneen cada ensayo y en las
diferentes soluciones salinas a las que han sitetstias en cada uno de ellos.

A solucion 0 mM los valores del tiempo medio dengj@aacion son menores con
respecto al resto de soluciones en los dos primerssayos. Los tiempos de
germinacion son muy similares en los ensayos pdanyesegundo, aumentando de
forma significativa en los ensayos tercero y cuarto

Tiempo medio de germinacion

18.0
16,0
14,0
12,0
—] HOmM
10,0
| 100mM
8,0 200mM
6,0 B A400m M
4,0
2,0
0,0

T320/10 T325/15 T330/20 Ta35/25

Gréfica 10: Comparativa de los tiempos medios dmigecion deLimonium insignepara
cada una de las concentraciones salinas obtenidoada uno de los ensayos realizados
(20/10 °C, 25/15 °C, 30/20 °C y 35/25 °C).

Las semillas dispuestas a un nivel de salinidad 1O® tienen un
comportamiento similar al anterior. En el primersa&yo, el tiempo medio de
germinacion es muy parecido al que posee la solUi®M. En los ensayos segundo y
tercero aumenta el tiempo medio de germinaciénrespecto al primero siendo, tal y
como reflejé el test de Tukey, no significativadierencia entre las temperaturas 20/10
y 25/15 °C (correspondientes al primer y segundays), pudiéndose ver también que
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sus valores son superiores a los obtenidos pa@uaion 0 mM. En el cuarto ensayo el
tiempo medio de germinacion disminuye, incluso diennferior que el valor
conseguido para soluciones a concentraciones dd @nrel ultimo ensayo, siendo este
hecho no significativo.

En las soluciones a 200 mM se ve un aumento priogres el tiempo medio de
germinacion desde el primer hasta el dltimo ensayw,siendo estas diferencias
significativas.

Por dltimo, las soluciones de 400 mM presentanastehso no significativo en
el tiempo medio de germinacion de las semillas elesgrrimer ensayo hasta el tercero,
seguido de un aumento significativo en el cuansago, cuyo valor es superior a los
obtenidos

La Tabla 9 nos demuestra que, de forma generakldtss obtenidos que nos
relacionan el tiempo medio de germinacion con lapratura, asi como con la
combinacion de temperatura y salinidad, muestrars walores que son considerados
como significativos, al ser éstos inferiores a 0,05

Origen Suma de gl F Sig.
Cuadrados
Modelo corregido 0,4332 15 3,275 0,001
Interseccion 6,488 1 736,029 0,000
T 0,083 3 3,156 0,033
S 0,053 3 2,014 0,124
T*S 0,296 9 3,734 0,001
Error 0,423 48
Total 7,344 64
Total corregida 0,856 63

R cuadrado= 0,506 (R cuadrado corregida= 0,35¢hif8iancia para valores inferiores a 0,05.

Tabla 9: Efecto de la temperatura, la salinidad gomjunto de ambas en el tiempo
medio de germinacion de las semillas ldmonium insigne Donde gl= grados de
libertad y F= valor estadistico de contraste.

4.5. Efectos sobre los parametros de crecimientoeBos frescos.

Tras lo observado en los estudios anteriores, ideme que_imonium insigne
tuvo mayor éxito germinativo en el primer ensa®decir, en aquel que consistia en la
exposicion de las semillas a unas temperatura®/deé °C.
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Debido a esto, el ensayo llevado a cabo en matreta=oconicas se realizé con
este mismo rango de temperaturas, obteniéndosedoiados que a continuacion se
exponen tras los 50 dias que duré el experimento.

En la Grafica 11 se muestran las medias calculdehgeso fresco de las
plantulas a distintos niveles de salinidad. Compussle observar, resulta evidente que
el peso fresco de las plantulas dénonium insigne disminuye conforme la
concentraciéon salina del agua de riego aplicadeeatanAsi, el mayor peso se alcanza
en aquellas plantas regadas con agua carente dg(MNaf®/1) con una media de 0,031
mg, siendo considerable la diferencia con el pesoaduellas tratadas a una
concentracion 100, 200 y 400 mM con unas medida$,d&6, 0,006 y 0,001 mg
respectivamente.

Es interesante recalcar, ademas, que la diferamti@ el peso de las plantas
tratadas con una solucion 0 mM vy las tratadas awe solucion 100 mM es de
practicamente el doble, siendo esta diferenciafgigtiva segun el test de Tukey.

Peso fresco medio total

0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01

0,005 | |
0 -

OmM 100mM 200mM 400mM
NacCl

Media peso total (mg)

Gréafica 11: Representacion de las medias de logspiescos totales deimonium
insignepara cada una de las concentraciones salinas.
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Origen Suma de gl F Sig.
Cuadrados
Modelo corregido 0,0022 3 18,261 0,000
Interseccion 0,003 1 76,070 0,000
Salinidad 0,002 3 18,261 0,000
Error 0,000 12
Total 0,005 16
Total corregida 0,003 15

R cuadrado= 0,820 (R cuadrado corregida= 0,77§hifRiancia para valores inferiores a 0,05.

Tabla 10: Efecto de la salinidad en el peso fresedio total de plantas démonium
insigne Donde gl= grados de libertad y F= valor estatihistie contraste.

Tras calcular el peso fresco de las plantulas,igliente paso consistio en
separar la parte aérea de la parte radical con elefrepetir el procedimiento anterior
pero de forma separada.

Las alteraciones causadas en el crecimiento tetdhslplantulas deimonium
insigneson consecuencia logica de lo que ocurre consupanentes.

Asi, en los primeros resultados que se muestrata garafica 12, podemos
observar el peso fresco de la parte aérdardenium insigneTal y como ocurria con el
peso total estudiado en la Grafica 11, el pesocdrade la parte aérea disminuye
progresivamente conforme la concentracion salilaagea aplicada para el riego se
incrementaba, hasta el punto de que la balanzaedesion no fue capaz de detectar el
peso de aquellas tratadas a concentracion salid@@mM, siendo para todos los casos
las diferencias significativas, tal y como expries@abla 11.

Las plantulas con mayor peso correspondieron aelgadas con la solucion 0
mM, sin NaCl, con un peso medio de 0,0285 mg, skegude las regadas con la
solucion de 100 mM con un peso de 0,01475 mg (ediee es aproximadamente la
mitad que el anterior), seguido por ultimo de lasnstidas a concentraciones de
salinidad de 200 mM con un peso medio total de3¥,80ng siendo, nuevamente, todos
los datos significativos estadisticamente.
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Pesos medios frescos de la parte aérea de Limonium insigne
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Grafica 12: Representacion de las medias de logspiescos de la parte aérea de
Limonium insigngpara cada una de las concentraciones salinas.

Origen Suma de gl F Sig.
Cuadrados
Modelo corregido 0,0022 3 16,941 0,000
Interseccion 0,003 1 72,376 0,000
Salinidad 0,002 3 16,941 0,000
Error 0,000 12
Total 0,005 16
Total corregida 0,002 15

R cuadrado= 0,809 (R cuadrado corregida= 0,76ghifRiancia para valores inferiores a 0,05.

Tabla 11: Efecto de la salinidad en el peso frededa parte aérea de plantas de
Limonium insian. Donde al= arados de libertad v F= valor estachistiecontraste

Por ultimo se tomaron medidas del peso frescaarfes a la parte radical de
las plantulas (Grafica 13). Tal y como ocurrio antenente con la toma de datos del
peso de la parte aérea, el peso de la parte ratiidak plantulas regadas con agua con
una concentracién salina de 400 mM no pudo sectdela por parte de la balanza de
precision.

De la misma forma, el patrén observado en las Grafll y 12 se repitié en este
caso, a saber, el peso medio de la parte radickdsdplantulas déimonium insigne
descendia progresivamente conforme el agua de ribgo conteniendo una
concentracion salina superior, siendo las raicemalwr peso aquellas regadas con un
nivel salino de 0 mM de NacCl, con un peso de 0,0085seguido de aquellas tratadas
con una concentraciéon 100 y 200 mM con 0,0012500025 mg.
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Pesos medios frescos de la parte radical de Limonium insigne
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Gréfica 13: Representacion de las medias de losspeescos de la parte radical de
Limoniun insigne para cada una de las concentraciones sz

Tal y como ocurrié con las medias del peso frestal ty el peso fresco de la
parte aérea, el peso fresco de las raices dedatulals tratadas con una solucién 100
mM es practicamente la mitad que el peso de lasfupren regadas en ausencia de
salinidad (0 mM).

Sin embargo, hay que hacer referencia a que, siddiedmputo global de los
datos muestra que existe una diferencia signifiaantre la salinidad y el peso fresco
de las raices, tal y como refleja la Tabla 12estl e Tukey nos dice que las diferencias
no son significativas entre las salinidades 200§/#M.

Origen Suma de gl F Sig.
Cuadrados
Modelo corregido 1,550E-5% 3 5,905 0,010
Interseccion 1,600E-5 1 18,286 0,001
Salinidad 1,550E-5 3 5,905 0,010
Error 1,050E-5 12
Total 4,200E-5 16
Total corregida 2,600E-5 15

R cuadrado=0,596 (R cuadrado corregida= 0,495hifRigncia para valores inferiores a 0,05.

Tabla 12: Efecto de la salinidad en el peso frededa parte radical de plantas de
Limonium insigneDonde gl= grados de libertad y F= valor estattstie contraste.

4.6. Efectos sobre los parametros de crecimientoeBos secos.

Tras la obtencién de los datos anteriores relati@o®bs pesos frescos, se
dispusieron las plantas en una estufa durante 2a&shw 60 °C, con la finalidad de,
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trascurrido este tiempo, repetir las medicionesranes, consiguiendo de esta forma el
peso seco de las muestras.

Como podemos apreciar en la Grafica 14 se repiteigho patron que hasta
ahora se ha ido observando, es decir, conformeneentracion salina del medio ha ido
aumentando el peso de las plantulakidenium insignéa ido disminuyendo.

En este caso en particular se puede ver que lagaplaon un peso seco superior
son, nuevamente, las tratadas en ausencia dedadlimlcanzando un peso medio de
0,0055 mg, seguido de cerca de aquellas regadasneosolucion salina 100 mM con
un peso seco medio de 0,00425 mg, siendo las ddi@sno significativas.

Llama la atencion, por otro lado, la disminuciom farusca que se puede
observar en el peso de las plantulas sometidadimdad 200 mM con aquellas
sometidas a salinidad 100 mM, obteniéndose de ésta®so seco medio de tan sélo
0,0005 mg, si siendo en este caso, segun el téatladyy, las diferencias significativas
(Tabla 13).

El peso seco total de las plantulad_ffmonium insigndratadas a salinidades de
400 mM no pudo ser detectado por la balanza déspyechecho que se repitié para el
calculo de los pesos secos tanto de la parte aénea de la parte radical por separado.

Peso seco medio total
0,006

0,005

0,004

0,003

0,002

Media peso total (mg)

0,001
0 —
OmM 100mM 200mM 400mM

NaCl

Gréafica 14: Representacion de las medias de losspsscos totales deimonium
insignepara cada una de las concentraciones salinas.

110



ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION Y CRECIMIENTO DE
LIMONIUM INSIGNE: IMPLICACIONES PARA LA RESTAURACION Y AJARDINAMIENTO DE AREAS SALINAS

Origen Suma de gl F Sig.
Cuadrados
Modelo corregido 8,919E-53 3 9,707 0,002
Interseccion 0,000 1 34,306 0,000
Salinidad 8,919E-5 3 9,707 0,002
Error 3,675E-5 12
Total 0,000 16
Total corregida 0,000 15

R cuadrado= 0,708 (R cuadrado corregida= 0,63ghif8iancia para valores inferiores a 0,05.

Tabla 13: Efecto de la salinidad en el peso seddiartetal de plantas deimonium
insiane. Donde al= arados de libertad v F= valar estachstie contrast

En lo referente a las medidas del peso en seca parie aérea de las plantulas,
Gréfica 15, la tendencia es exactamente la misradagobservada en la Grafica 14.

En la Grafica 15 se hace evidente que las plantalasnayores pesos secos en
su parte aérea fueron aquellas regadas con bagleside salinidad (0 y 100 mM) con
unas medidas de 0,00525 y 0,00425 respectivamergado sus diferencias no
significativas (Tablal4).

Nuevamente, las plantas sometidas a concentracgalieas altas de 400 mM
no dieron resultado alguno en la balanza de péetisi

Pesos medios secos de la parte aérea de Limonium insigne
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Grafica 15: Representacion de las medias de losspsscos de la parte aérea de
Limoniuminsiane para cada una de las concentraciones s¢
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Origen Suma de gl F Sig.
Cuadrados
Modelo corregido 8,350E-5% 3 9,151 0,002
Interseccion ,000 1 32,877 0,000
Salinidad 8,350E-5 3 9,151 0,002
Error 3,650E-5 12
Total 0,000 16
Total corregida 0,000 15

R cuadrado= 0,696 (R cuadrado corregida= 0,620hif8iancia para valores inferiores a 0,05.

Tabla 14: Efecto de la salinidad en el peso secdadearte aérea de plantas de
Limonium insigneDonde gl= grados de libertad y F= valor estactistie contraste.

En la Grafica 16 se exponen los resultados de éspgpsecos referentes a la
parte radical deimonium insigne

Lo mas significativo en este caso es que tan saltieppn ser tomadas las
medidas de la parte radical de las plantas tratadiasagua a concentracion salina 0
mM, con un resultado de 0,00025 mg, puesto qupdess secos de las partes radicales
pertenecientes a las plantas regadas con agudgrtoraaoncentracion de NaCl, dieron
unos pesos demasiado pequefios como para ser captada balanza de precision.

Pesos medios secos de la parte radical de Limonium insigne

0,0003
0,00025
0,0002
0,00015
0,0001
0,00005
0] T T T ]
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NacCl

Media peso seco {mg)

Grafica 16: Representacion de las medias de logspsscos de la parte radical de
Limonium insigngpara cada una de las concentraciones salinas.
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4.7. Variacion entre el peso fresco y el peso seco.

En este apartado se presenta la diferencia exaseentas medias entre el peso
fresco y el peso seco de las plantulakidenium insigne

Diferencias de pesos (peso fresco — peso seco) gn m
Salinidad Peso total Peso parte aérea Peso parte radical
(mM)
0 0,0255 0,02325 0,00225
100 0,01175 0,0105 0,00125
200 0,0055 0,00525 0,00025
400 0,001 0 0

Tabla 15: Diferencia de peso de las plantulakig®nium insigndras su
introduccidén en scadora a 60 °C durante 24 ha

En la Tabla 15 se muestra de forma detallada raidigion en el peso del total,
la parte aérea y la parte radical de las plantpdéaa cada una de las concentraciones
salinas tras haber sido sometidas a desecacion.

Se aprecia claramente que la mayor disminucionlgueso las han sufrido
aquellas plantas que han sido tratadas en ausgmerlinidad (0 mM).

En lo referente al peso total, es interesanteeehdn de que esta pérdida se
reduce a practicamente la mitad en aquellas plargtsias con soluciones a 100 mM
con respecto a las tratadas a 0 mM, realidad quept si comparamos los pesos
totales de las plantas sometidas a salinidade®@en®1 con respecto a las de salinidad
de 100 mM.

Este mismo patron parece repetirse si observamsagsnltados de la diferencia
de peso de la parte aérea para estas tres comm@mdsa salinas (0, 100 y 200 mM);
mientras que tan sélo se aprecia entre las coroénties de 0 y 100 mM para los pesos
de la parte radical.
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El estudio de la germinacion de especies halotitano Limonium insignea
distintas concentraciones salinas y a distintoggaande temperatura facilitan el
conocimiento sobre las condiciones mas favorabks mue se lleve a cabo la
germinacion de esta especie.

La germinacion de las semillas dienonium insignese reduce progresivamente
conforme aumenta la concentracion salina en lecgbiyproporcionada, al igual que en
experiencias realizadas por Herragizal (2004) enArthrochemum macrostachyyum
Senecio auriculay Lepidium cardaminepor Zia & Khan (2004) pardaimonium
stocksij Songet al (2008) estudiando la germinacion $ieaeda salsa Orlovskyet al
(2011) para las especikschia prostratay Kochia scoparia

Ademas, de la misma forma que en los estudios iamtente mencionados,
Limoniuminsignemostré un mayor indice de germinacion bajo coondies no salinas
para todos los ensayos a diferente temperaturquigdas semillas no se ven sometidas
a un estrés fisiologico. Segun Gulzar & Khan (20049 semillas de muchos haldéfitos
germinan mejor bajo condiciones no salinas, y tdisgntos niveles de tolerancia a la
sal.

Normalmente, segun estudios realizados por vaubsres (Gutterman, 1992;
Huang & Gutterman, 1999; Badger & Ungar, 1989; Pejaal, 2000), la germinacién
de especies halofitas en el campo es controladavgnors factores ambientales, en
particular la luz, la temperatura y la salinidad. iestro trabajo observamos que la
evolucion de la germinacion de semillas bajo cdndis no salinas (0 mM) durante los
25 dias que duré cada ensayo era controlada pemperatura del experimento. La
emergencia de la radicula ocurria a los pocosd#iasnpezar la experiencia cuando los
rangos de temperatura eran de 20/10 °C y de 26/1&ofrespondiendo a un porcentaje
de germinacion final del 97 y 93% respectivamesBia. embargo, la tendencia en la
germinacion pasaba a ser mas pausada y progresela@rcer y cuarto ensayo (30/20
y 35/25 °C respectivamente) con porcentajes deigacin del 48 y 31%, lo cual nos
indica que, a pesar de la evidente mejora en lmigacion cuando las semillas se
hallaban inmersas en un medio carente de salineladngo de temperatura ambiente
supone un factor que controla la germinacion dedasillas haléfitas.

La germinacion se ve afectada por el incrementéadsalinidad, siendo esta
disminucién significativa a niveles salinos alt@hservamos que a una salinidad 100 y
200 mM se produce la germinaciéon de forma progeedlegando al nimero total de
semillas germinadas practicamente al final de togosada uno de los ensayos
realizados. Aungue, por otro lado, en las semitgadas con la solucién 100 mM en el
primer ensayo (20/10 °C) podemos observar que Jeri@ade las radiculas emergieron
a los pocos dias de comenzar el experimento. Esteohtambién fue observado en la
especieLimonium stocksipor Zia & Khan (2004), de cuyos resultados se pgedue
las semillas tratadas con salinidades bajas, bwegade 100 mM, y a temperaturas
entre 20 y 30 °C ofrecian los mejores resultados.
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En lo referente a las semillas regadas con la @wlusalina 400 mM, la
germinacion fue muy reducida en todos los ensasadipados.

La germinacion dé.imonium insigneen el dltimo ensayo (35/25 °C) fue baja,
donde todas las semillas, y de forma independiefaesalinidad con que eran tratadas,
mostraron una tendencia similar. La evolucion dgdaminacion en el tiempo parecia
no estar influenciada de forma notable por la cotmaeién de NaCl presente en el agua
con que eran regadas, ya que las variaciones @userwio son significativas, pero si se
observaron influencias por el rango de temperaista disminucion en la germinacion
y el aumento del tiempo necesario para que lasllasngerminen esta apoyado por el
trabajo de Greenwood & MacFarlane (2006) que observen distintas especies de
haldfito, que las altas temperaturas de verano eremos favorables para la
germinacion de las semillas.

La germinacion es uno de los procesos mas crigoosl ciclo de vida de los
haléfitos (Ungar, 1996). Distintos estudios (Greead/ & MacFarlane, 2006; Vicente
et al, 2007; Engloner, 2009; Vicen& al, 2009) ponen de manifiesto que las semillas
de los haldfitos se comportan de manera parecataefra la salinidad, se retrasa el
comienzo de la germinacion, la germinacion se reduealgunas semillas permanecen
dormidas. En nuestro experimento el porcentajel fde germinacion, sufre una
disminucién significativa en el nimero de semidgsminadas conforme la salinidad
aumenta para los tres primeros ensayos (tempesatard0/10, 25/15 y 30/20 °C). Esto
nos hace deducir quemonium insigngosee una capacidad germinativa menor cuanto
mayor es la temperatura ambiental y la concentnagadina del medio.

La presencia de condiciones hipersalinas en elradasturante los meses
estivales donde las temperaturas son elevadassyeexna alta evapotranspiracion,
puede dar lugar a que estos ambientes sean inagospitemporalmente para la
germinacion y el normal desarrollo de las plantutasno han puesto de manifiesto
Ungar (1977), Khan & Ungar (1997) y Khan & Gulzaf(3). Pero no para todos los
hal6fitos esta tendencia es la normal, ya que stsd®s realizados por Gulzat al
(2001), indican quéJrachondra setulosano germina bien a temperaturas bajas del
orden de 20/10 °C ni a temperaturas elevadas dehate 35/25 °C, lo que nos hace
pensar que cada especie de haléfito tendra su teta@efavorable de germinacién, por
encima y por debajo de la cual su porcentaje daigacion se vera disminuido. Para el
caso dd.imonium insigngpodemos afirmar que su temperatura mas adecuaaa)pa
se produzca la maxima germinacion es el rango d&028C, que corresponde a
temperaturas de primavera cuando, ademas, se prothecmaximas precipitaciones en
la zona donde se desarrolld_e@honium insigne

Sin embargo, lo realmente llamativo sucede en ®&inal ensayo, donde se
aplicaron las temperaturas mas elevadas (35/25EtCgste caso, el mayor porcentaje
de semillas germinadas se muestra nuevamente eflaagdispuestas en condiciones
no salinas (0 mM), aunque se trata de un porcedt&jgerminacion muy bajo (31%).
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Pero, de forma contraria a o que cabria espaasigliente concentracion salina a la
gueLimonium insignemuestra un mayor rango de semillas germinadas reb @e 100
mM, con un 21%, si no el de 200 mM con un 22%, aentpy que sefialar que el test
de Tukey mostrd que no existian diferencias siggtifras entre las temperaturas de los
dos ultimos ensayos (30/20 °C y 35/25 °C)

También destacar que, para las semillas sometidas s&alinidad 400 mM, el
mayor porcentaje de germinacion de los cuatro @ssegalizados fue en el ultimo, es
decir, tal y como se pudo apreciar en la Gréfical 8imero de semillas germinadas a
un nivel de salinidad de 400 mM fue disminuyendedeeel primer al tercer ensayo
(conforme aumentaba la temperatura) hasta que] enaeto ensayo, se produjo un
indice de germinacion superior al de cualquierdodeires ensayos previos. Esto nos
podria hacer pensar que la especie haldfimonium insigneposee una mayor
capacidad germinativa a elevadas temperaturas cundalinidad existente en el
medio es alta, pero los resultados no son del todcluyentes, ya que las diferencias
entre los valores obtenidos no son significativApoyandonos en los trabajos
realizados por Gulzar & Khan (2001); Wi al (2008); Panguat al (2009) donde
observan que el aumento de la salinidad conlle@adisminucion de la germinacion al
igual que su inhibicidbn completa a salinidades ail#sde los limites de tolerancia de la
especie, podemos afirmar que la germinacidhia®nium insignese ve afectada por el
aumento de la salinidad, pero que no ha llegadolianite de tolerancia.

El tiempo medio de germinacion y, por tanto, laoeglad de germinacion, va
siendo mayor conforme la salinidad del medio paseg mayor concentracion y se
aumenta la temperatura a la que son expuestasnakas delimonium insigne

Este mismo hecho ha quedado reflejado en los estdltivados a cabo por
Debezet al. (2004) corCakile maritimay Li (2008) con las especiégmonium sinense
Glycine sojay Sorghum sudanes&kedondo-Gomezt al (2008) concluyen, en su
trabajo sobre.imonium emarginatungue los dos efectos mas importantes producidos
por la salinidad son la disminucion en el porcent® germinacion y el aumento en el
tiempo de germinacion, ambos efectos los hemos\aade en nuestro experimento con
las semillas déimonium insigne

La incidencia de la salinidad en el crecimientoetabse ha investigado en
numerosas especies (Al-Kateed, 2006; Caeteal, 2005; Williams & Ungar, 1972),
poniendo de manifiesto que la salinidad de losasuel del agua de riego reduce el
crecimiento vegetativo de las especies haldfitdsddea un ajuste en el potencial
osmoético de sus tejidos al ambiente salino.

El peso total de las plantas deimonium insigne va disminuyendo
progresivamente conforme la concentracion salingstente en el medio va
aumentando, tal y como reflejaba la Gréafica 11e Esicho se apoya en los estudios
realizados por Orlovsket al. (2011) tratando plantas déchia prostratay Kochia

117



ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION Y CRECIMIENTO DE
LIMONIUM INSIGNE: IMPLICACIONES PARA LA RESTAURACION Y AJARDINAMIENTO DE AREAS SALINAS

scopariacon soluciones de 0,5, 1, 2, 3 y 5% de NaCl, ancleales mostraron una
tendencia igual a la deimonium insigneya que, en este caso, el incremento en la
salinidad reflejé una disminucion en la altura yeépeso de las plantas.

Efectos similares han sido observadosSraeda salsgSonget al, 2008),
donde la elevada salinidad inhibia de forma notiblengitud de las plantas y, por lo
tanto, su peso fresco total.

Por otro lado, los resultados obtenidos nos muesjtee la relacion existente
entre el peso medio de las plantas tratadas a @amvaquellas tratadas a 100 mM, es
de practicamente la mitad, hecho que se repitee da8 plantas regadas con las
soluciones salinas de 100 mM y 200 mM, y entresestimas con las tratadas a
concentraciones de 400 mM. Esto nos indica queeeisa reduccion significativa en el
crecimiento de las plantas dénonium insignecon el aumento de la salinidad en el
medio y, al igual que ocurria en la germinacionalaencia de salinidad beneficia al
desarrollo de este haldfito, al igual que comprBle@ondo-Gomeet al (2008) en su
trabajo corLimonium emarginatum

ldénticos resultados se obtienen al estudiarss ge forma separada tanto de la
parte aérea como de la parte radical, donde laimiigndn de ambas partes de la planta
reducen su biomasa con el aumento de la salinidad.

Todos estos resultados nos indican que se procenastica disminucion en
el crecimiento total de.imonium insignecomo consecuencia del incremento en la
concentracion salina del agua con que fue trateday como reflejan experiencias
similares realizadas por Bewley & Black (1994) paralantaSorghum sudanesepor
Li (2008) paraGlycine soja

Sin embargo, no es éste el comportamiento que rsigodas las plantas
calificadas como haldfitas. Por ejemplo el cas€dkile maritima(Bedezet al,, 2004),
la cual fue tratada a concentraciones salinas dd.@m 200, 300, 400 y 500 mM v,
como resultado, se obtuvo que la biomasa mostréigeno incremento en aquellas
plantas que fueron tratadas con la solucién sa@a00 mM con respecto a aquellas
control (0 mM). Este efecto es debido a la leyAdit-Schulz (Tingery, 1980), que
establece que hay una tendencia universal a quena®s en bajas concentraciones
estimulen los procesos biologicos y en altas cdraeiones los depriman, pero este
caso no ocurre con las plantulas de nuestro estudio

El agua total absorbida disminuye con el aumento lalesalinidad. La
permeabilidad de las raices de las plantas hadfiteminuye significativamente bajo
las condiciones de estrés salino. Asi, conformeotecentracion salina con la que son
tratadas las plantas demonium insignees mas reducida, la presencia de agua es
mayor, lo cual nos vuelve a indicar que, cuantoonag la cantidad de sales existentes
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en el medio donde se desarrollan las plantas, nmesrdsu contenido en agua, pues mas
dificil sera para éstas obtenerla del suelo

Todos esto datos nos demuestran que la salinidased natural o inducida, es
un estrés medioambiental generalizado que puedtaidiel crecimiento y desarrollo de
las plantas. Segun De Villieet al (2001), las etapas tempranas del crecimiento de
algunas especies parecen ser menos tolerantesahdae durante la germinacién y las
etapas maduras.

Para finalizar, y en referencia a la aplicacion ghelsente trabajo tanto para la
restauracion como para el ajardinamiento de aredisas, los datos obtenidos
demuestran que el mejor rango de temperaturas qureede produce la germinacion de
Limonium insignees de 20/10 °C. Esta temperatura coincidiria enefi con los
meses comprendidos entre marzo y mayo, en los agienbximas temperaturas no
superarian en mucho los 20 °C, mientras que eaf@drcircunstancias las minimas
temperaturas serian inferiores a los 10 °C, de mmpa® serian las fechas mas
convenientes para sembrar las semillas tanto epac&womo en jardines. Ademas, las
mayores precipitaciones tienen lugar entre los seksediciembre y enero, lo cual
favoreceria también a la posterior germinacionagesemillas dé.imonium insigne
pues se produciria un importante lavado de sa@s@a la siembra.
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1) Las semillas de.imonium insignese ven afectadas de forma paulatina por la
presencia de la salinidad.

2) Las semillas deLimonium insignepresentan los mejores porcentajes de
germinacion y un tiempo medio de germinacibn meaomun rango de
temperatura de 20/10 °C, considerandose estas raomaes las mas idoneas
para la obtencion de plantulas en viveros y supkaate a la zona de
ajardinamiento.

3) Las semillas dd.imonium insignedisminuyen su porcentaje de germinacion
conforme aumenta la temperatura en ausencia dedsali(0 mM de NaCl), al
igual que ocurre a concentraciones de 100, 20y de NaCl.

4) A una concentracion de 400 mM de NaCl, la germirase redujo conforme la
temperatura del medio aumentaba a excepcion dedaitte los ensayos (35/25
°C), donde los indices de porcentaje final de gemoidon fueron los mas
elevados de todo el experimento.

5) El crecimiento de las plantulas dlénonium insigneresulta sistematicamente
afectada por la presencia de salinidad en el nolimultivo. Los pesos frescos y
secos, tanto totales como de la parte aérea y garta radical por separado,
disminuyen conforme mayor es la concentracion gaton la que fueron
tratadas las plantas.

6) La diferencia entre el peso total, asi como deb piesla parte aérea y de la parte
radical por separado, de las plantulas frescas yadeplantulas secadas,
demuestran que, conforme menor es la salinidadnddio, mayor cantidad de
agua pueden acumular en su interior las plantasngenium insigne
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