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Resumen:

La Oficina Técnica del Saler gestiona un banco de semillas “activo” destinado al
almacenamiento a corto plazo a temperatura ambiente de semillas pertenecientes a especies
de interés para los programas de conservacion desarrollados en el Parc Natural de |I’Albufera.
Un tema de gran interés es establecer el tiempo éptimo de almacenamiento para cada especie
incluida en el banco. En este trabajo se ha analizado la capacidad de germinacién ex situ de
semillas recogidas en diferentes afios en la zona dunar de la playa de El Saler pertenecientes a
cuatro especies psamdfilas (Pancratium maritimum, Medicago marina, Lotus creticus y
Malcolmia littorea) mediante diferentes ensayos, sometidas a diferentes condiciones
ambientales y tratamientos.

Todas las especies estudiadas han mostrado germinacidn; la especie Lotus creticus ha
mostrado una mayor capacidad germinativa, frente a Malcolmia littorea y Pancratium
maritimum que han perdido su capacidad de germinacion en los afios anteriores a 2003, éste
incluido. En el caso de Medicago marina no ha perdido la capacidad de germinacién en los
afios anteriores a 2003, pero aun asi no ha resultado tan elevada como en el caso de Lotus
creticus.

Palabras clave: Protocolo de germinacién, viabilidad, semillas, Pancratium maritimum,
Medicago marina, Lotus creticus, Malcolmia littorea.

Summary:

The Technical Office of Saler manages an "active" seed bank for the short-term storage at
room temperature of seeds belonging to species of interest for the conservation programs
developed in the Albufera Natural Park. A topic of great interest is to establish the optimum
storage time for each species included in the Bank. In this work we have analyzed the ability of
ex situ germination of seeds collected in different years in the dune zone of the beach of El
Saler belonging to four psamophyle species (Pancratium maritimum, Medicago marina, Lotus
creticus and Malcolmia littorea. The germination capacity has been determined through
different tests, varying the environmental conditions and the treatments carried out on the
seeds.

All the species studied germinated well, but the species Lotus creticus has shown a greater
germination capacity, compared to Malcolmia littorea and Pancratium maritimum that have
lost their germination capacity in the years before 2003, this included. Medicago marina has
not lost the ability to germinate in the years before 2003, but it still has not been as high as in
the case of Lotus creticus.

Keywords: Germination protocol, viability, seeds, Pancratium maritimum, Medicago marina,
Lotus creticus, Malcolmia littorea.
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1. Introduccion

Los ecosistemas dunares son una zona de transicidon entre las playas arenosas y las dunas
litorales interiores; su principal caracteristica es que son similares a lo largo de las costas de
toda la peninsula, ademas de que albergan una fauna y flora especificas y adaptadas a las
condiciones en las que viven.

Estos ecosistemas, son complejos y necesarios para la conservacidn de las costas, y han sido
degradados por la actividad humana. Sélo el 40% de la costa espafiola presenta ecosistemas
dunares, y de ésta solo un 55% permanecen en estado natural (Ibero-Rest, 2011).

En 1992, la Comision Europea promulgé la Directiva 92/43/CEE, conocida como la “Directiva de
Habitats” (European Commision, The Habitats Directive, 2016), sobre conservacién de habitats
naturales y seminaturales y flora y fauna autdctona. Las dunas de la playa de El Saler estan
incluidas dentro de los habitats Dunas maritimas y continentales, en el subgrupo Dunas
maritimas de las costas mediterrdneas, y referenciadas como 2210 Dunas fijas de litoral del
Crucianellion maritimae y 2230 Dunas con céspedes de Malcomietalia. Se incluyé también el
Parc Natural de I'Albufera dentro del grupo Habitat costero y vegetacion haldéfila, en el
subgrupo Aguas marinas y medios de marea y referencidndolo como 1150 Lagunas costeras;
también estd incluido dentro de la Red Natura 2000 como zona ZEPA (Zonas de Especial
Proteccién para las Aves) y como LIC (Lugares de Interés Comunitario) (Bartolomé et al., 2005).

En la proteccién de los ecosistemas dunares un punto central es la conservacion de su fauna y
flora caracteristicas. La conservacién de especies vegetales en la Comunidad Valenciana
(Espafia) se ha llevado a cabo utilizando un enfoque integrado desarrollado a lo largo de varias
décadas. La estrategia de conservacion incluye componentes in situ y ex situ, aplicados en una
serie de pasos (Ferrer-Gallego et al., 2013). Mientras las actividades in situ se centran en la
deteccion de amenazas, evaluacién de la situacion real en poblaciones naturales, busqueda de
nuevos individuos, entre otros aspectos, la conservacidén ex situ se implementa mediante la
conservacién del material bioldgico a través de bancos de germoplasma. El banco de semillas
del Parc Natural de I’Albufera comenzé como un vivero simple para la produccién del material
vegetal necesario para la restauracion de la cubierta vegetal pero a lo largo del tiempo, el
numero de especies almacenadas ha aumentado hasta llegar a mas de 170 en la actualidad
(Forte Gil et al., 2017), para abordar también la conservacion de la diversidad genética local.
Como las semillas se utilizan principalmente para producir plantas para el refuerzo de las
poblaciones naturales, la preservacién no estd destinada a periodos prolongados y las semillas
se almacenan a temperatura ambiente. Por esta razdn, la viabilidad de las semillas se reduce
con el tiempo mucho mas rdpido que un banco de germoplasma a largo plazo, donde las
semillas se almacenan a bajas temperaturas. En el caso del Banco del Parque de I'Albufera las
recolecciones del material vegetal se repiten anualmente y numerosas accesiones de cada
especie se van acumulando en un espacio de almacenamiento limitado. Por este motivo el
estudio sistematico de la pérdida de viabilidad de las semillas en diferentes especies es una
herramienta importante para eliminar aquellas accesiones que presentan una baja viabilidad y
ocupan espacio de almacenamiento.
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1.1 Objetivos

El objetivo de este trabajo es la optimizacidn de los protocolos de germinacién y estudio de la
viabilidad de las semillas de diferentes afios pertenecientes a cuatro especies del ecosistema
dunar de El Saler, y almacenadas en el banco de semillas. Las semillas almacenadas en el banco
de semillas del Parc Natural de I’Albufera, al ser mantenidas a temperatura ambiente tienen
muchas veces contaminaciones por hongos. Por este motivo la optimizacién de los protocolos
de germinacién consiste en este caso en establecer una metodologia idénea, que permita la
disminucién o eliminacién completa de la contaminacién fungica y al mismo tiempo el
mantener un elevado porcentaje de germinacion. Por otro lado, para la gestién del banco de
semillas es fundamental conocer la viabilidad de las colecciones de semillas, estimadas por
ensayos de germinacion de los lotes de cada uno de los afios en los que se han recolectado, ya
gue éstas pueden perder su poder de germinacién o entrar en estado de dormancia.

Las semillas utilizas han sido de las especies Pancratium maritimum L., Medicago marina L.,
Lotus creticus L. y Malcolmia littorea (L.) W.T.Aiton.

2. Descripcion de la zona de recoleccion de las semillas

El Saler es una playa que esta situada dentro del Parc Natural de I’Albufera (Valencia), forma
una barrera arenosa que a lo largo de 10 km se extiende al sur de la ciudad de Valencia (Costa,
1980).

Tiene una longitud de aproximadamente 6 km de largo por 1 km de ancho y estd poblado de
matorrales y pinos mediterraneos (Pinus halepensis Mill. y Pinus pinea L. sobre todo), se
considera un espacio natural complejo compuesto por varios ecosistemas.

El Saler estd formado por dos grandes conjuntos dunares que cabe diferenciar:

— El corddn dunar paralelo y cercano al mar, poblado por vegetacién herbacea, gramineas y
plantas de porte rastrero tipicas de zonas con alta salinidad, escasez de agua y vientos con
accion abrasiva. Las especies que podemos encontrar son, entre otras: Cakile maritima Scop.,
Ammophila arenaria (L.) Link, Medicago marina, Lotus creticus, Malcolmia littorea y
Pancratium maritimum.

— Cordédn dunar interior, mas cercano a la Albufera, de altura inferior al cordén dunar que se
encuentra mas cercano al mar y una morfologia mds simétrica. Esta morfologia es debida a
gue este corddn dunar es mas antiguo y se ha fijado en él una vegetacion densa con un estrato
arbéreo (Deusa, 2010).

— Entre los dos conjuntos dunares se encuentra la zona de las malladas; esta zona se
caracteriza por tener suelos poco permeables, y es aqui donde las dunas drenan las aguas de
las lluvias, que ocurren sobre todo en primavera y otoio, que junto a la proximidad del nivel
fredtico provoca que aparezcan zonas pantanosas y algunas charcas donde crece una
vegetacién compuesta mayoritariamente por plantas crasas y juncos. Esta zona de malladas
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(junto a toda la Dehesa de El Saler) ha sufrido graves procesos de degradacién antrodpica

(www.laalbufera.com, 2009).

2.1 Caracteristicas bioclimaticas

Segun la clasificacion de Rivas-Martinez, la zona de estudio tiene un clima mediterraneo

pluviestacional-ocednico (Figura 1) y se encuentra dentro del piso termomediterraneo superior

semiarido. En el siguiente grafico se reflejan las caracteristicas del clima (Globalbioclimatics,
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Figura 1. Datos bioclimaticos de la zona de estudio (fuente: Globalbioclimatics, www.globalbioclimatics.org)
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3. Descripcion de las especies
3.1 Malcolmia littorea (L.) W.T.Aiton

Pertenece a la familia de las cruciferas. Su nombre comun es alheli marino, se caracteriza por
ser una planta perenne, lefiosa en la base y tallos erectos, racimos con 5-20 flores (Figura 2) y
semillas ovoides de 0,7-1,2x0,4-0,7 mm (Figura 3) (http://www.floraiberica.org/, 5/06/2018)

Esta especie es colonizadora de ecosistemas dunares y es caracteristica de dunas fijas (Pérez,
2015), la época de produccién de semillas es en primavera-verano.

Figura 2. Malcolmia littorea Figura 3. Semillas de Malcolmia littorea.

3.2 Medicago marina L.

Pertenece a la familia de las leguminosas. Su nombre comun se trébol marino, se caracteriza
por ser una especie perenne, lignificada en la base y con raiz profunda, flores en racimos, de 5
a 15 flores de color amarillo (Figura 4) con semillas reniformes y lisas (Figura 5).
(http://www.floraiberica.org/, 5/06/2018).

Es una especie dunar, de caracter helidfilo y poco resistente a temperaturas extremas, sobre
todo a las heladas (Herranz, 2015), la época de produccién de semillas es en primavera-
verano.


http://www.floraiberica.org/
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Figura 4. Medicago marina (fuente: flora vascular, Figura 5. Semillas de Medicago marina
https://www.floravascular.com)

3.3 Lotus creticus L.

Pertenece a la familia de las leguminosas. Su nombre comuin es cuernecillo de mar, se
caracteriza por ser una hierba perenne, densamente sericea con tallos ramificados. Las
inflorescencias tienen de 2 a 7 flores amarillas y una bractea con 1-3 foliolos (Figura 6), las
semillas son globosas y miden de 1,5 a 1,8 mm (Figura 7) (http://www.floraiberica.org/,
5/06/2018).

Esta especie es colonizadora principalmente de dunas méviles o del primer cordén dunar
(Olmos, 2014), la época de produccién de semillas es en primavera-verano.

Figura 6. Lotus creticus Figura 7. Semillas de Lotus creticus

3.4 Pancratium maritimum L.

Pertenece a la familia de las amarilidaceas. Su nombre comun es azucena de mar; se
caracteriza por ser una especie bulbosa con flores blancas, sésiles, de 2 a 9 por planta (Figura
8), tiene pocas semillas en cada léculo del fruto, miden de 9-15,2x7-9,5 mm, son angulosas,
negras, lisas y brillantes con la testa esponjosa (Figura 9) (http://www.floraiberica.org/,
5/06/2018).
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Es una especie dunar que necesita mucho calor, no soporta la sombra, su fruto es muy ligeroy
flota en el agua, lo que le permite, cuando hay tempestades, colonizar nuevos ecosistemas
(Herranz, 2015); la época de produccidn de semillas es en primavera-verano.

Figura 8. Pancratium maritimum Figura 9. Semillas de Pancratium maritimum

4. Metodologia
4.1 Ensayos previos

Para establecer unas condiciones de siembra que dieran una germinacién aceptable se han
realizado diferentes experimentos siguiendo la metodologia utilizada en diferentes
publicaciones y variando las condiciones para obtener mejores resultados (Bacchetta et al.,
2015; Ballestri et al., 2004; Devitis et al., 2014; Reijili et al., 2009).

Para ello se prepard una cdmara de germinacion con las siguientes condiciones:

- Temperatura: 20 2C
- Humedad: 65-70%

Las semillas se sembraban en placas petri, que se preparaban con una capa de algoddn, dos
capas de papel de filtro y 20 mL de agua. Se sembraban 20 o 25 semillas segln tratamiento y
especie y se realizaban 4 réplicas de cada uno, realizando un conteo diario.

Para efectuar las pruebas previas se han seleccionado semillas de diferentes afios para realizar
los diferentes tratamientos experimentales, esto es debido a que la disponibilidad de éstas era
limitada.

Los tratamientos utilizados, para las diferentes especies, son los siguientes:
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Tratamiento 1 (T1):

Tratamiento 3 (T3)

Desinfeccién con NaClO al 0,5% durante 15| o Desinfeccién con NaClO al 0,5% durante
minutos. 15 minutos.
Imbibicion de las semillas 4 horas. o Sin imbibicién de las semillas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad (Devitis | o Fotoperiodo 24 horas de oscuridad.
etal, 2014).
Tratamiento 2 (T2) - Tratamiento 4 (T4)
Desinfecciéon con NaClO al 0,5% durante 15| o Desinfeccidon con NaClO al 1% durante 1
minutos. minutos.
Imbibicion de las semillas 4 horas. o Imbibicién de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo 12 horas. o Fotoperiodo 24 horas de oscuridad.

4.1.2 Lotus creticus

Tratamiento 1 (T1) Tratamiento 4 (T4)
Tratamiento con acido sulfarico (Reijili et al., | o Tratamiento con acido sulfirico

2009) concentrado durante 30 minutos.
Imbibicion de las semillas 1 horas.

concentrado durante 30 minutos.

o Desinfeccion con NaClO al 1,5% por 15
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad. minutos.
Imbibicién de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
Tratamiento 2 (T2) Tratamiento 5 (T5)
Tratamiento con &cido sulfurico concentrado | o Tratamiento con acido sulfdrico
durante 30 minutos. concentrado durante 1 hora.
Imbibicidn de las semillas 1 hora. o Desinfeccién con NaClO al 2,8% durante
Fotoperiodo 12 horas. 15 minutos.
Imbibicion de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
Tratamiento 3 (T3) Tratamiento 6 (T6)
Tratamiento con acido sulfdrico concentrado | o Tratamiento con acido sulfdrico
durante 5 minutos. concentrado durante 1 hora.
Desinfeccién con NaClO al 1% durante 10 | o Desinfeccion con NaClO al 2,1% durante

minutos.
Imbibicion de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.

15 minutos.
Imbibicién de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
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4.1.3 Medicago marina
Tratamiento 1 (T1) Tratamiento 6 (T6)
o Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad. Tratamiento con &cido sulfurico concentrado
durante 30 minutos.
Desinfeccion con NaClO al 1,5% durante 15
minutos.
Imbibicion de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
Tratamiento 2 (T2) Tratamiento 7 (T7)
o Tratamiento con dcido  sulfidrico Tratamiento con acido sulfurico concentrado
concentrado (Bacchetta et al, 2015) durante 30 minutos.
durante 30 minutos. A los 20mL que se afiaden a la placa petri se le
o Imbibicion de las semillas 1 hora afiade un 0,5%. de captan (ethanethiol,
(Bacchetta et al., 2015). CyHgCI3NO,S)
o Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad. Imbibicién de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
Tratamiento 3 (T3) Tratamiento 8 (T8)
o Tratamiento con dcido  sulfidrico Tratamiento con acido sulfurico concentrado
concentrado durante 30 minutos. durante 30 minutos.
Imbibicién de las semillas 30 minutos. Desinfeccién con NaClO al 2,1% durante 15
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad. minutos.
Imbibicion de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
Tratamiento 4 (T4) Tratamiento 9 (T9)
o Tratamiento con dcido  sulfidrico Tratamiento con acido sulftrico concentrado
concentrado durante 30 minutos. durante 30 minutos.
Imbibicién de las semillas 30 minutos. Desinfeccion con NaClO al 2,8% durante 15
Fotoperiodo 12 horas minutos.
Imbibicion de las semillas 24 horas.
Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
Tratamiento 5 (T5) Tratamiento 10(T10)
o Tratamiento con dcido  sulfirico Tratamiento con acido sulfurico concentrado
concentrado durante 5 minutos. durante 30 minutos.
o Desinfeccion con NaClO al 1% durante Desinfeccién con NaClO al 1,9% durante 15
10 minutos. minutos.
o Imbibicién de las semillas 24 horas Imbibicién de las semillas 24 horas.
(Bacchetta et al., 2015). Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
o Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad.
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Tratamiento 1 (T1)

o Desinfeccion con NaClO al 0,5%
(Benvenuti, 2016) durante 15 minutos.
Imbibicion 3 horas.

Fotoperiodo con 24 horas de oscuridad
(Bacchetta et al., 2015).

Tratamiento 7 (T7)
Desinfeccion con NaClO al 2,8% durante 30
minutos.
Imbibicién 48 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

Tratamiento 2 (T2)
o Desinfeccidn con NaClO al 1% durante
15 minutos.
Imbibicién 24 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad
(Ballestri et al., 2004).

Tratamiento 8(T8)
Desinfeccién con NaClO al 1,9% durante 30
minutos.
Imbibicién 24 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

Tratamiento 3 (T3)
o Desinfeccién con NaClO al 1,5% durante
15 minutos.
Imbibicién 24 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

Tratamiento 9 (T9)
Desinfeccion con NaClO al 1,9% durante 30
minutos.
Imbibicién 48 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

Tratamiento 4 (T4)
o Desinfeccién con NaClO al 2,1% durante
15 minutos.
Imbibicion 24 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

Tratamiento 10 (T10)
Desinfeccion con NaClO al 1,9% durante 30
minutos.
Imbibicion 72horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

Tratamiento 5 (T5)
o Desinfeccién con NaClO al 2,8% durante
15 minutos.
Imbibicién 24 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

Tratamiento 11 (T11)
Desinfeccién con NaClO al 1,9%, mas mojante
al 0,1% durante 30 minutos.
Imbibicién 48 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

Tratamiento 6 (T6)
o Desinfeccién con NaClO al 2,8% durante
30 minutos.
Imbibicién 24 horas.
Fotoperiodo con 12 horas de oscuridad.

4.2 Tratamiento estadistico

Se han realizado diferentes pruebas estadisticas, mediante los programas informaticos

Statgraphics Centurion XVII y Microsoft Excel. La significacion estadistica de las diferencias

entre los porcentajes de germinacién de semillas de la misma especie recolectadas en

diferentes afios se ha comprobado mediante ANOVA de un factor. Para las pruebas post-hoc

se ha empleado el test de Tukey.
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Se ha comprobado también si existe alguna relacion estadistica entre el total de germinacién
y los afios de germinacién mediante un analisis de varianza y rectas de regresion para cada
especie.

4.3 Prueba del tetrazolio

Debido a que las semillas de los afios mads antiguos de Pancratium maritimum han
presentado germinacion nula, se ha comprobado la viabilidad de diferentes afios, mediante
una prueba con tetrazolio (Gallo et al, 2015) (cloruro de 2, 3, 5 — trifenil — 2H — tetrazolio de
los laboratorios Alfa Aesar).

En los embriones de las semillas, la prueba del tetrazolio diferencia los tejidos vivos de los
muertos sobre la base de la actividad de enzimas deshidrogenasas (enzimas de la
respiracion). Cuando las semillas son hidratadas, la actividad de las deshidrogenasas se
incrementa, por lo que la solucién de tetrazolio, en un principio incolora, se reduce a
formazan vy tifie las semillas viables de rojo, quedando las muertas sin colorear. Que una
semilla sea viable, nos indica que es capaz de germinar (Ruiz, 2009).

Las pautas a realizar en esta prueba se recogen en la normativa ISTA (ISTA, 2014), pero
debido a que esta resulta muy laboriosa y no es el objetivo principal de este trabajo, solo se
han cogido 20 semillas de cada muestra.

Para realizar la prueba se ha realizado una disoluciéon al 1% de tetrazolio con agua destilada y
se ha seleccionado una muestra de 20 semillas correspondientes a los afos 2003, 2009 y
2012; se han elegido estos afios ya que las semillas recogidas en 2003 han tenido
germinaciéon nula, las recogidas en 2009 han tenido germinacién media y las semillas
recogidas en 2012 han tenido germinacidn cercana al 100%.

Las 20 semillas de cada afio se han dejado embebiendo en tres vasos de precipitado durante
24 h a 30 2C en oscuridad, después se han separado en dos lotes de 10 semillas para realizar
la tincion de dos formas diferentes.

Para realizar la prueba en el primer lote, se han cortado las semillas transversalmente,
dejando la radicula a uno de los lados, de forma que el embridon quedara al descubierto
(Figura 10).

Se han preparado 3 placas petri con dos discos de filtro y se han afiadido 20 mL de la
disolucién de tetrazolio, las semillas se han colocado de forma que el lado en el que se ha
realizado el corte transversal, por donde queda expuesto el embrién, quede en contacto
directo con la disolucién (Figura 11), las placas se han mantenido a 30 2C en oscuridad
durante 1 hora (Figura 13); pasado ese tiempo se ha realizado la comprobacién de la
viabilidad de las semillas (Grupo de innovacién educativa en Biodiversidad y Biologia vegetal,
2015).
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Figura 10. Semillas de P. maritimum cortadas Figura 11. Semillas colocadas en placa petri con el embridn
transversalmente, con el embridn a la vista en contacto con el tetrazolio

Para realizar la prueba en el segundo lote de semillas, se ha rascado la corteza de éstas hasta
llegar al tegmen, pero sin dafarlo, y se han sumergido directamente en la disoluciéon de
tetrazolio que previamente se ha separado en 3 vasos de precipitado (Figura 12). Los vasos
de precipitado se han mantenido durante 20 h en oscuridad a 30 2C, pasado ese tiempo se ha
comprobado las semillas que se habian tefiido y las que no.

Figura 12. Semillas de P. maritimum en la disolucion de Figura 13. Semillas de P. maritimum en estufa a 30 2C
tetrazolio

5. Resultados y discusion
5.1 Eleccién del tratamiento: Resultados de los tratamientos previos.
5.1.1 Malcolmia littorea

Para la especie Malcolmia littorea se han realizado 4 tratamientos diferentes (Tabla 1),
siendo el que mejor resultados de germinacién ha mostrado el tratamiento 4 (T4), con un
96% de germinacion, como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 1. Tratamientos previos efectuados a Malcolmia littorea

Tratamiento Fotoperiodo Desinfeccion Imbibicién

T1 24 h oscuridad NaClO 0,5% 15 min 4h
T2 12/12 NaClO 0,5% 15 min 4h
T3 24 h oscuridad NaClO 0,5% 15 min 0
T4 24 h oscuridad NaClO 1% 15 min 24h

Tabla 2. Resultados de los tratamientos previos efectuados a M. littorea

Malcolmia littorea

Tratamiento Germinacion %
T1 38
T2 0
T3 46
T4 96

5.1.2 Lotus creticus

Para la especie Lotus creticus se han realizado 6 tratamientos diferentes, siendo el que mejor
germinacion arrojaba el tratamiento 5 (T5) (Tabla 3).

Los resultados se valoran teniendo en cuenta los afios a los que pertenecen las semillas, con
esta consideracion los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T6 presentaban una baja germinacion
(Tabla 4).

Tabla 3. Tratamientos previos efectuados a Lotus creticus

Tratamientos Fotoperiodo Escarificacion Desinfeccion Imbibicién
T1 24 h oscuridad H2S04 concentrado 30 min 1h

T2 12/12 H2S04 concentrado 30 min 1h

T3 24 h oscuridad H2S04 concentrado 5 min NaClO 1% 10 min 24 h

T4 24 h oscuridad H2S04 concentrado 30 min NaClO 1,5% 15 min 24 h

T5 24 h oscuridad H2S04 concentrado 1 hora NaClO 2,8% 15 min 24h

T6 24 h oscuridad H2S04 concentrado 1 hora NaClO 2,1% 15 min 24 h

Todos los lotes de semillas de esta especie mostraban contaminacién con diferentes mohos,
en la tabla 4 se muestra también la relacion existente entre los tratamientos aplicados, la
germinacion, y la aparicién de moho.

Tal y como se observa en la Tabla 4, es el T5 el que mejores resultados ha mostrado con un
88% de semillas germinadas y en el que ha habido una aparicion de moho mas tardia a los 17
dias.

13



Optimizacion del periodo de almacenamiento de las semillas de cuatro especies dunares. Anna Deusa Miret

Tabla 4. Resultados de los tratamientos previos aplicados a L. creticus

Lotus creticus
Tratamiento Germinacidon Dia aparicion moho

T1 36 6
T2 36 5
T3 20 5
T4 68 5
T5 88 17
T6 65 10

5.1.3 Medicago marina

Para la especie Medicago marina se han realizado 10 tratamientos previos como se puede
observar en la Tabla 5, de todos los tratamientos el que mejor resultados de germinacidn ha
dado ha sido el tratamiento 10 (T10).

Tratamiento con desinfeccion con captan

Los tratamientos T1, T2, T3, T4, T5 y T6 presentaban una aparicion de moho temprana, antes
de los 8 dias, aparte de una baja germinacidon <50%; por ello, para el tratamiento 7, se
decidié usar captan con una concentracién del 0.5%o, aplicado en el papel de filtro junto al
agua destilada; en este ensayo no germind ninguna semilla, y el dia 12 aparecié moho, por lo
que para los tratamietos siguientes (T8, T9 y T10) se decidio variar la concentracién de lejia,
aumentandola, hasta encontrar una germinacién aceptable (Tabla 6).

Tabla 5. Tratamientos previos efectuados a Medicago marina

Tratamientos Fotoperiodo mLH20 escarificacion Desinfeccion Imbibicion

T1 24 h oscuridad 20 0 0 0
T2 24 h oscuridad 20 H,SO, concentrado 30 min 0 1h
T3 24 h oscuridad 20 H,S0, concentrado 30 min 0 30 min
T4 12/12 20 H,SO, concentrado 30 min 0 30 min
T5 24 h oscuridad 20 H,50, concentrado 5 min NaClO 1% 10 min 24h
T5 24 h oscuridad 20 H,0, concentrado 5 min NaClO 1% 10 min 24h
T5 24 h oscuridad 20 H,S0, concentrado 5 min NaClO 1% 10 min 24h
T6 24 h oscuridad 20 H,S0, concentrado 30 min NaClO 1,5% 15 min 24h
T7 24 h oscuridad 20 ml Captan 0,5%. H,SO, concentrado 30 min Captan 0,5%o 24h
T8 24 h oscuridad 20 H,S0O, concentrado 30 min NaClO 2,1% 15 min 24h
T9 24 h oscuridad 20 H,S0, concentrado 30 min NaClO 2,8% 15 min 24h
T10 24 h oscuridad 20 H,50, concentrado 30 min NaClO 1,9% 30 min 24h
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Tabla 6. Resultados de los tratamientos previos aplicados a M. marina

Medicago marina
Tratamiento  Germinacion  Dia aparicion moho

T1 0 4
T2 50 4
T3 40 6
T4 15 6
T5 32 6
T6 25 4
T7 0 12
T8 40 5
LE) 30 6
T10 100 20

5.1.4 Pancratium maritimum

Los tratamientos de desinfeccidén aplicados a esta especie fueron de dificil aplicacién y poco
efectivos debido a que las semillas de Pancratium maritimum son extremadamente ligeras a
causa de su parénquima aerifero (Grassi, 2005), esto unido a que la especie tardaba como
minimo 5 dias desde que se sembraba hasta que germinaba la primera semilla (véase en el
apartado siguiente), ha sido la especie que mas laboriosa ha resultado a la hora de encontrar
un tratamiento que diera una germinacion adecuada.

Para esta especie se han aplicado 11 tratamientos, en este caso no se ha aplicado ningun tipo
de escarificacién puesto que las semillas de esta especie presentan una testa esponjosa, pero
si que se aplicaba un tratamiento de desinfeccidn con lejia a diferentes concentraciones, y se
variaban los tiempos de imbibicién (Tabla 7).

De todos los tratamientos aplicados el que mejor germinacion ha presentado ha sido el
tratamiento 11 (T11); para preparar la disolucion se le afiadia un agente mojante a la lejia,
gue disminuye la tensidon superficial permitiendo un mejor contacto superficial de la semilla
con la solucidn desinfectante (Ruiz, 2000) (Tabla 8).
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Tabla 7. Tratamientos efectuados a Pancratium maritimum

Tratamiento Fotoperiodo Desinfeccion

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
19
T10
Ti1

24h oscuridad NaClO 0,5% 15 minutos

12/12 NaClO 1% 15 min

12/12 NaClO 1,5% 15 min

12/12 NaClO 2,1% 15 min

12/12 NaClO 2,8% 15min

12/12 NaClO 2,8% 30 min

12/12 NaClO 2,8% 30 min

12/12 NaClO 1,9% 30 min

12/12 NaClO 1,9% 30 min

12/12 NaClO 1,9% 30 min

12/12 NaClO 1,9% + mojante 0,1% 30 min

Anna Deusa Miret

Imbibicién
3h
24 h
24 h
24 h
24 h
24 h
48 h
24 h
48 h
72h
48 h

Como se observa en la Tabla 8, el tratamiento 11 ha mostrado una germinaciéon mas elevada,

con un 73% del total de las semillas germinadas, y una aparicién de moho mas tardia a los 30

dias.

Tabla 8. Resultados de los tratamientos previos aplicados a M. marina

Pancratium maritimum
Tratamiento Germinacion Dia aparicion moho

T1 25 10
T2 90 8
T3 50 10
T4 28 10
15 18 11
T6 18 11
T7 48 11
T8 38 10
T 28 11
T10 40 12
Ti1 73 30
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5.1.5 Resultados de la afeccion con moho.

Tal y como se ha explicado anteriormente, para comprobar la relacién entre la germinacién y
la apariciéon de moho, se ha realizado una prueba estadistica ANOVA mediante el programa
informdtico Statgraphics para las especies Medicago marina y Lotus creticus.

La Tabla 9 muestra el total de semillas germinadas durante 1 mes (columna germinacién) y el
total de las semillas en las que ha aparecido moho (columna Moho). Se sembraron 100
semillas de cada afio para cada especie, repartidas en 4 placas petri (25 semillas por placa).

Tabla 9. Semillas germinadas y semillas en las que ha aparecido moho en las especies Lotus creticus y Medicago

marina
Lotus creticus Medicago marina
Aios Germinacion Moho Aios Germinacién Moho
1991 49 12 1991 29 49
1994 49 3 1994 21 56
1997 27 38 1998 18 15
2000 70 25 2000 30 12
2003 56 19 2003 12 87
2006 52 9 2007 54 12
2009 71 21 2009 71 13
2012 83 2 2012 51 24
2015 98 0 2015 64 10
2016 83 5 2016 50 50

Analisis de varianza:

Tabla 10. Analisis de varianza respecto a la germinaciéon y moho de Lotus creticus y Medicago marina

Anadlisis de Varianza Lotus creticus

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
Modelo 0,000323337 1 0,000323337 12,18 0,0082
Residuo 0,000212386 8 2,65483E-05

Total (Corr.) 5,36E-04 9

Analisis de Varianza Medicago marina

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 0,00265937 1 0,00265937 11,81 0,0089
Residuo 0,00180182 8 0,000225227

Total (Corr.) 0,00446119 9
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5.1.5.1 Resultados para Lotus creticus.
También se calculan los siguientes datos:
Coeficiente de Correlacién = 0,776886 R-cuadrada = 60,3553 %

Puesto que el valor-P en la tabla de varianza (Tabla 10) es menor que 0,05, existe una
relacion estadisticamente significativa entre la germinacién y la existencia de moho.

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado (Figura 14) explica 60,3553% de la
variabilidad en Germinacidn. El coeficiente de correlaciéon es igual a 0,772083, indicando una
relacion moderadamente fuerte entre las variables.

Grafico del Modelo Ajustado
Germinacién = 1/(0,0136139 + 0,0000132333*Moho”2)
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Figura 14. Grafico de regresion de Lotus creticus
5.1.5.2 Resultados para Medicago marina
Se calculan también los siguientes datos
Coeficiente de Correlacién = -0,935893 R-cuadrada = 87,5896 %

Puesto que el valor-P en la tabla de varianza es menor que 0,05, existe una relacidn
estadisticamente significativa entre la germinacién y la aparicion de moho (Tabla 10).

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado (Figura 15) explica 87,5896 % de la
variabilidad en Germinacién. El coeficiente de correlacién es igual a -0,935893, indicando
una relaciéon moderadamente fuerte entre las variables.
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Gréfico del Modelo Ajustado
Germinacion = 1/(0,0219449 + 0,00000723362*Moho” 2)
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Figura 15. Gréfico de regresion de Medicago marina

Como conclusidn se puede afirmar que en estas especies y para estos afios, si que hay una
relacion entre la apariciéon de diferentes tipos de moho, y la disminucidn en el indice
germinacién, por lo que se repitid el experimento aumentando la concentracion de lejia.

5.2 Resultados de las siembras definitivas
5.2.1 Malcolmia littorea

Aplicando el protocolo de germinacidon T4 (Tabla 11), que resultd ser el mas eficaz, las
semillas de Malcolmia littorea mostraron germinacién solamente a partir del afio 2007,
germinaron los afios 2007, 2009, 2012, 2015 y 2016 mientras que los afios 1991, 1997, 2000
y 2003 mostraron una germinacion nula.

Como puede observarse en la Figura 16, las semillas recogidas en el afio 2012 mostraron una
germinacioén elevada, similar a las recogidas en el afio 2016 y superior a las recogidas en el
afo 2015.

Los afios en los que las semillas han germinado, han presentado un porcentaje de
germinacion superior al 50%.

Tabla 11. Condiciones definitivas de germinacidon de Malcolmia littorea

Fotoperiodo Temperatura Humedad mL H20 Desinfeccion Imbibicidn
24h oscuridad 20°C 70% 20 NaClO 1% 15 min 24 h

En el grafico siguiente (Figura 16) se muestra una evolucion de la germinacién de las semillas
por dias, en él se representan solamente las semillas de los afios que han germinado.
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El ensayo durd 30 dias, como puede verse tanto las semillas de 2016 como las semillas de

2012 tienen una velocidad de germinaciéon elevada. Todas las semillas comienzan a germinar

a partir del dia 1.

100

Germinacidn por dias y ailos %. Malcolmia littorea.

90

I#'

Afos de
recoleccion
de las
semillas

2007

Numero de semillas germinadas. %

15

Dias de germinacion

20 25

30

=0=-2009
et 2012
w2015

2016

Cdlculo de TMG

Figura 16. Evolucion por dias de la germinacion de Malcolmia littorea con tratamiento T4

Se ha calculado la velocidad media de germinacion TMG (Al Hassan et al., 2014), tal y como

se observa en el gréfico anterior, las semillas que han tenido un tiempo medio de

germinacién menor (han germinado antes) son las pertenecientes a los afios 2016 y 2012

(Tabla 12).

Tabla 12. Tiempo medio de germinacién de Malcolmia littorea

1991
1997
2000
2003
2007
2009
2012
2015
2016

TMG

O O O O

0,278
0,294
0,172
0,282
0,082
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Promedio de germinacion por placas y afios

En el gréfico siguiente (Figura 17) se muestra un promedio de germinacidn por placa de todos
los afios de estudio y desviacion estandar.

Tras realizar una comparacién simple con ANOVA, se obtuvo un valor-P menor de 0,05; por lo
gue existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los afios de
germinacion.

En el grafico se representan también las barras de error estimadas a partir de la desviacién
estandar, y las letras que indican diferencias significativas a un nivel de confianza del 95%
obtenidas mediante la prueba de Multiples Rangos de Statgraphics Centurion XVII (Garcia,
2017).

Promedio de germinacion %

120
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70
60
50
40
30
20
10

Promedio y desviacion estandar de germinacidén por placas y afo. Malcolmia

littorea
d
'|' cd d
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b
a a a a
1991 1997 2000 2003 2007 2009 2012 2015 2016

Anos de recoleccion de las semillas

Figura 17. Promedio y desviacidn estandar de germinacion por placas y afios. M. littorea

Relacion entre la germinacion y los afios de recoleccion

Se ha calculado si existe relacion entre la germinacién de las semillas y los afos de
recoleccién mediante una regresidn simple con el programa Statgraphics, que ha arrojado los
siguientes resultados (Tabla 13).
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Tabla 13. Analisis de varianza entre la germinacion y los afios de Malcolmia littorea

Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Modelo 3332,33 1 3332,33 152,84 0
Residuo 741,312 34 21,8033

Total (Corr.) 4073,64 35

Puesto que el valor-P en la tabla es menor que 0,05, existe una relacidn estadisticamente
significativa entre Total germinacién y afios recoleccién con un nivel de confianza del 95,0%.

Se calculan también los siguientes datos:
Coeficiente de Correlaciéon = 0,904446 R-cuadrado = 81,8022%

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado explica 81,8022% de la variabilidad
en Total germinacion. El coeficiente de correlacion es igual a 0,904446, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables.

Mediante este calculo se confirma que existe una relacidén entre los afios de recoleccién de
las semillas y la germinacion, de forma que cuando mds antiguo es el aifo de recoleccién,
menor es la germinacion.

5.2.2 Lotus creticus

Aplicando el protocolo de germinacion T5 (Tabla 14) las semillas de Lotus creticus mostraron
germinacién en todos los afios en los que se realizo el ensayo.

Todas las semillas que han germinado, han presentado un porcentaje de germinacidn
superior al 50% excepto los afios 1994 y 1997 donde han germinado un 45% y un 36% de las
semillas (Tabla 15).

Tabla 13. Condiciones definitivas de germinacion de Lotus creticus

Fotoperiodo Temperatura Humedad mLH20 Escarificacion Desinfeccion Imbibicién
24 h oscuridad 20¢C 70% 20 H2S04 30-60 min NaClO 2,1% 15 min 24 h

En el grafico siguiente (Figura 18) se muestra una evolucién de la germinacidn de las semillas
por dia.
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El ensayo durd 30 dias, aunque en este experimento a velocidad de germinacién fue elevada

en todos los afios, y el dia 10 dejaron de germinar. Todas las semillas comienzan a germinar a

partir del dia 1.
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Figura 18. Evolucion por dias de la germinacion de Lotus creticus con tratamiento T5

Cdlculo de TMG

Se ha calculado la velocidad media de germinacion TMG, tal y como se observa en el gréfico

anterior, las semillas que han tenido un tiempo medio de germinacidn menor son las

pertenecientes a los aflos 2016 y 2015 (Tabla 15).
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Tabla 14. Tiempo medio de germinacion de Lotus creticus

1991
1994
1997
2000
2003
2006
2009
2012
2015
2016

Promedio de germinacion por placas y afio

TMG

0,125
0,244
0,276
0,114
0,110
0,097
0,108
0,111
0,042
0,033

Anna Deusa Miret

En el gréafico siguiente (Figura 19) se muestra un promedio de germinacidon por placa de todos

los afios de estudio y desviacion estandar.

Tras realizar una comparacién simple con ANOVA, se obtuvo un valor-P menor de 0,05; por lo

gue existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los afios de

germinacion.

En el grafico se representan también las barras de error estimadas a partir de la desviacién

estdndar, y las letras que indican diferencias significativas a un nivel de confianza del 95%
obtenidas mediante la prueba de Multiples Rangos de Statgraphics Centurion XVII.
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Figura 19. Promedio y desviacidn estandar de germinacion por placas y afios. L. creticus

Relacion entre la germinacion y los afios de recoleccion

Se ha calculado si existe relacidn entre la germinacion de las semillas y los afios de
recoleccidn mediante una regresién simple con el programa Statgraphics, que ha arrojado los
siguientes resultados (Tabla 16).

Tabla 15. Anélisis de varianza entre la germinacidén y los afios de Lotus creticus

Andlisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 3,84E+07 1 3,84E+07 9,52 0,015
Residuo 3,23E+07 8 4,03E+06

Total (Corr.) 7,06E+07 9

Puesto que el valor-P en la tabla es menor que 0,05, existe una relacidon estadisticamente
significativa entre Total germinacién y afios recoleccién con un nivel de confianza del 95,0%.

Se calculan también los siguientes datos:

Coeficiente de Correlaciéon = 0,776886 R-cuadrado = 60,3553 %

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado (Figura 20) explica 54,3351% de la
variabilidad en Total germinacidn. El coeficiente de correlacidon es igual a 0,737123,
indicando una relacion moderadamente fuerte entre las variables.
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Mediante este cdlculo se confirma que existe una relacién entre los afios de recoleccion de
las semillas y la germinacidn, de forma que cuando mas antiguo es el afio de recoleccién,
menor es la germinacion.

Grafico del Modelo Ajustado
Total germinacion =sqrt(-229637 + 0,0587561*AfMo de recoleccion”™2)

116 = T T T T T —
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Figura 20. Regresion simple entre Total de germinaciéon de cada afio y los afios de recoleccidn de las semillas de Lotus creticus

5.2.3 Medicago marina

Aplicando el protocolo de germinacién T10 las semillas de Medicago marina mostraron
germinacioén en todos los afios en los que se realizo el ensayo.

Como puede observarse en la Figura 21, las semillas recogidas a partir del afio 2009 ha
mostrado una elevada germinacion superior al 80%, mientras que las recogidas en los afios
1991, 1994 y 1998 mostraron una germinacién <50%, siendo de la 1991 superior a las dos
posteriores.

Tabla 17. Condiciones definitivas de germinacion de Medicago marina

.z

Fotoperiodo mL H20 Humedad escarificacion Desinfeccion Imbibicion
24h 20 70% H,SO, concentrado 30 min NacClO 1,9% 30 min 24h

En el gréfico siguiente se muestra una evolucidén de la germinacién de las semillas por dias
(Figura 21).

El ensayo durd 30 dias, aunque en este experimento la velocidad de germinacion fue elevada
en todos los afios, y el dia 15 dejaron de germinar. Todas las semillas comienzan a germinar a
partir del dia 1 excepto las semillas de 1994 que lo hacen a partir del dia 7.
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Figura 21. Evolucidn por dias de la germinacion de Medicago marina con tratamiento T10

Cdlculo de TMG

Se ha calculado la velocidad media de germinacion TMG, tal y como se observa en el grafico

anterior, las semillas que han tenido un tiempo medio de germinacidn menor son las

pertenecientes a los afios 2016 y 2015, mientras que las semillas de 1994 han tenido una

velocidad media de germinacién mas elevada (Tabla 18).

Tabla 18. Tiempo medio de germinacidn de Medicago marina

1991
1994
1998
2000
2003
2007
2009
2012
2015
2016

TMG

0,433
1,040
0,520
0,170
0,166
0,157
0,128
0,100
0,095
0,082
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Promedio de germinacion por placas y afios

En el grafico siguiente (figura 22) se muestra un promedio de germinacién por placa de todos
los afios de estudio y desviacion estandar

Tras realizar una comparacién simple con ANOVA, se obtuvo un valor-P menor de 0,05; por lo
que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los afios de
germinacién

En el grafico se representan también las barras de error estimadas a partir de la desviacién
estandar, y las letras que indican diferencias significativas a un nivel de confianza del 95%
obtenidas mediante la prueba de Multiples Rangos de Statgraphics Centurion XVII.

Promedio y desviacion estandar de germinacion por placas y aiio.
Medicago marina
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Afios de recoleccion de las semillas

Promedio de germinacion %.

Figura 22. Promedio y desviacién estandar de germinacion por placas y afios. L. creticus

Relacion entre la germinacion y los afios de recoleccion

Se ha calculado si existe relacion entre la germinacién de las semillas y los afos de
recoleccidn mediante una regresién simple con el programa Statgraphics, que ha arrojado los
siguientes resultados (Tabla 19).
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Tabla 6. Analisis de varianza entre la germinacion y los ailos de Medicago marina

Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdén-F Valor-P
Modelo 4,02E+07 1 4,02E+07 56,46 0,0001
Residuo 5,69E+06 8 711157

Total (Corr.) 4,58E+07 9

Puesto que el valor-P en la tabla es menor que 0,05, existe una relacién estadisticamente
significativa entre Total germinacién y afios recoleccién con un nivel de confianza del 95,0%.

Se calculan también los siguientes datos:
Coeficiente de Correlacién = -0,935893 R-cuadrada = 87,5896 %

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado (Figura 23) explica 87,5896% de la
variabilidad en Numero de semillas germinadas. El coeficiente de correlacién es igual a
-0,935893, indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables.

Mediante este cdlculo se confirma que existe una relacidn entre los afios de recoleccion de
las semillas y la germinacidn, de forma que cuando mas antiguo es el afio de recoleccidn,
menor es la germinacion.

Gréfico del Modelo Ajustado
Numero de semillas germinadas = sqrt(489225 - 9,73999E8/Afio de recoleccién de las semill)

80
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Figura 23. Regresion simple entre Total de germinacion de cada afio y los afios de recoleccién de las semillas de
Medicago marina
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5.2.4 Pancratium maritimum

Aplicando el protocolo de germinacién T11 (Tabla 20) las semillas de Pancratium maritimum
mostraron germinacion en los afios 2007, 2009, 2012, 2015 y 2016, mientras que en el resto
de afios la germinacién fue nula.

Como puede observarse en la Figura 25, las semillas recogidas en el afio 2012 son las que
mayor porcentaje de germinacién han mostrado, superior incluso a las semillas de 2016.

Tabla 20. Condiciones definitivas de germinacidn de Pancratium maritimum

Fotoperiodo Temperatura Humedad MI H20 Desinfeccion Imbibicion
12/12 20°C 70% 20 NaClO 1,9% + mojante 0,1% 30 min 48h

En el grafico siguiente se muestra una evolucidon de la germinacion de las semillas por dias.

Debido a que las semillas tenian una velocidad de germinacién lenta, el experimento ha
durado 50 dias, a partir del dia 40 la germinacion se detuvo, las semillas comenzaron a
germinar a partir del dia 4 (Figura 24).
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Figura 24. Evolucion por dias de la germinacién de Pancratium maritimum con tratamiento T11

Cdlculo de TMG

Se ha calculado la velocidad media de germinaciéon TMG, tal y como se observa en el grafico
anterior, las semillas que han tenido un tiempo medio de germinacién menor son las
pertenecientes al afio 2012 y 2015, mientras que las semillas de 2007 y 2009 han tenido una
velocidad media de germinacién mas elevada (Tabla 21).
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Tabla 21. Tiempo medio de germinacion de Pancratium maritimum

Anos

1994
2000
2003
2007
2009
2012
2015
2016

Promedio de germinacion por placas y afios

TMG

1,33
1,05
0,37
0,24
0,47

Anna Deusa Miret

En el gréfico siguiente (Figura 25) se muestra un promedio de germinacion por placa de todos

los afios de estudio y desviacion estandar

Tras realizar una comparacién simple con ANOVA, se obtuvo un valor-P menor de 0,05; por lo

qgue existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los afios de

germinacién

En el grafico se representan también las barras de error estimadas a partir de la desviacion

estandar, y las letras que indican diferencias significativas a un nivel de confianza del 95%
obtenidas mediante la prueba de Multiples Rangos de Statgraphics Centurion XVII.
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Figura 25. Promedio y desviacidn estandar de germinacién por placas y afios. P. maritimum
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Relacion entre la germinacion y los afios de recoleccion

Se ha calculado si existe relacion entre la germinacion de las semillas y los afios de
recoleccidn mediante una regresion simple con el programa Statgraphics, que ha arrojado los
siguientes resultados (Tabla 22).

Tabla 22. Andlisis de varianza entre la germinacion y los afios de Pancratium maritimum

Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 107,706 1 107,706 35,35 0,001
Residuo 18,2806 6 3,04677

Total (Corr.) 125,987 7

Puesto que el valor-P en la tabla es menor que 0,05, existe una relacidn estadisticamente
significativa entre Total germinacién y afios recoleccién con un nivel de confianza del 95,0%.

Se calculan también los siguientes datos:
Coeficiente de Correlacion = 0,924608 R-cuadrado = 85,49 %

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado (Figura 26) explica 85,49% de la
variabilidad en T Germ %. El coeficiente de correlacién es igual a 0,924608, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables.

Mediante este cdlculo se confirma que existe una relacién entre los afios de recoleccion de
las semillas y la germinacién, de forma que cuando mds antiguo es el afio de recoleccion,
menor es la germinacion.

Grafico del Modelo Ajustado
T Germ % = (-511,177 + 0,000128097*Afios recoleccion™2)~2
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Figura 26. Regresion simple entre Total de germinaciéon de cada afio y los afios de recoleccion de las semillas de Pancratium
maritimum
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5.2.5 Resultados de la prueba del tetrazolio

La prueba del tetrazolio resulta una herramienta muy Util para determinar la viabilidad de las
semillas, aunque en este trabajo no se hizo tal y como determina la normativa ISTA se buscé
bibliografia al respecto y ademas se ratificé su utilidad en una consulta realizada a los viveros
de El Saler, seria interesante realizar la prueba a priori, antes de realizar los ensayos de
germinacién para determinar qué afios de semillas son viables y cudles no, aunque como
inconvenientes presenta que es un material téxico, por lo que su uso en un parque natural
deberia ser limitado. Por otro lado, la correcta evaluacion de la viabilidad puede resultar
subjetiva al estar basada en la tincién de los tejidos vivos, dependiendo en gran medida de la
persona que lo analiza, su experiencia y su percepcion del color (Caballero et al., 2009).

En el conteo de las semillas de Pancratium maritimum tras la aplicacién del tetrazolio, se
pudieron observar los siguientes resultados:

Respecto al lote 1: Se puede observar que las semillas del afio 2003 no se han tefiido, las
semillas de 2009 se han tefiido toda excepto 2 y las semillas de 2012 se han tefiido todas
excepto 1, esto confirmaria los resultados obtenidos en las pruebas de germinacién de esta
especie de los afios en los que la germinacion ha sido nula, que el embridn en las semillas de
2003 no se tifie, por tanto no tiene respiraciény no esta vivo (Figura 27).

Figura 27. Resultados de la prueba de tetrazolio en lote 1

Respecto al lote 2: En cuanto a las semillas de 2012 y 2009 se tifieron todas menos 2, y de las
del afio 2003 sélo te tifieron 2 semillas (Figura 28).

Figura 28. Resultados de la prueba de tetrazolio en lote 2
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6. Conclusiones

Este trabajo realizado tiene una gran utilidad para la gestiéon del Banco de semillas del Parc
Natural de I’Albufera, asi como para otros bancos de semillas a corto plazo. El mantenimiento
de unas colecciones de semillas viables es fundamental para optimizar el espacio de
almacenamiento de los bancos de germoplasma.

Los resultados obtenidos indican un comportamiento muy diferente de las cuatro especies
estudiadas. Lotus creticus es la especie que mejor mantiene la capacidad de germinacion ya
que las semillas mas antiguas del banco, recolectadas en 1991 germinan en un 80%. La
variacion entre los porcentajes de germinacién de las semillas recolectadas en diferentes
anos no se debe a la antigliedad de las semillas, sino a otros tipos de factores, como por
ejemplo podrian ser las temperaturas medias mensuales, la cantidad de precipitacion y los
niveles de déficit hidrico en el periodo de floracidn, que nos proponemos estudiar en una
ampliacidn de este trabajo.

En segundo lugar se sita Medicago marina, cuyas semillas recogidas en 1991 adn germinan
en un 30%. Sin embargo, en esta especie la capacidad germinativa disminuye drasticamente
en las colecciones previas al afio 2000. Las semillas recogidas en 2003 y afios anteriores de
Malcomia littorea y Pancratium maritimum han perdido por completo la capacidad de
germinacion. En la primera de esta dos especies la disminucion es notable a partir del lote de
2007, cuando germinan solamente la mitad de las semillas, mientras que en Pancratium la
capaciad de germinacién se mantiene muy poco tiempo (ya las semillas de 2009 germinan
solamente en un 30%).

Como alternativa a los ensayos de germinacion se puede utilizar el ensayo de tetrazolio, que
no requiere un periodo tan largo de observacion, pero presenta el inconveniente de la
toxicidad y es mas laborioso, al necesitarse la eliminacidn parcial de la cubierta seminal. Por
este motivo se recomienda el estudio de la capacidad germinativa a través de ensayos de
germinacion.

Ademds de indicar el tiempo idéneo de almacenamiento de las semillas de las cuatro
especies, el estudio realizado permite la elaboracion de unos protocolos éptimos de
germinacioén para cada una de ellas.

Para Lotus creticus se recomienda un pretratamiento realizando primero una escarificacién
con acido sulfurico concentrado durante 1 hora, una desinfeccion con lejia durante 15
minutos a una concentracidon de 2,8% y la imbibicion durante 24 horas, se recomienda
también la germinacion en condiciones de 24 horas de oscuridad a 20 2C con una humedad
del 70%, en placa petri con 20 mL de agua destilada y papel de filtro.

Para Medicago marina se recomienda una escarificacion con acido sulfirico concentrado
durante 30 minutos, una desinfeccién con lejia durante 30 minutos con una concentracién de
1,9% y una imbibicidn de 24 horas, se recomienda también la germinacién en condiciones de
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24 horas de oscuridad a 20 2C con una humedad del 70%, en placa petri con 20 mL de agua
destilada y papel de filtro.

Para Malcolmia littorea se recomienda una desinfeccidn con lejia durante 15 minutos con
una concentracién de 1% y una imbibicion de 24 horas, se recomienda también la
germinacién en condiciones de 24 horas de oscuridad a 20 2C con una humedad del 70%, en
placa petri con 20 mL de agua destilada y papel de filtro.

Para Pancratium maritimum se recomienda preparar una disolucion para desinfectar las
semillas con lejia al 1,9% mas un agente mojante al 0,1% y sumergirlas durante 30 minutos,
después se recomienda embeber las semillas durante 24 horas, se recomienda también la
germinacién con un fotoperiodo de 12 h a 20 2C con una humedad del 70%, en placa petri
con 20 mL de agua destilada y papel de filtro.
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