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Resumen

Limonium irtaense P.P. Ferrer et al. es una especie endémica exclusiva de la Comunidad
Valenciana, descrita recientemente en 2015, con sélo dos poblaciones en la Sierra de Irta.
Representa una de las especies vegetales mds amenazadas de este territorio, ya que sus dos
poblaciones incluyen menos de 20 individuos. Por este motivo, se han adoptado medidas
urgentes de conservacion in situ y ex situ. Se han obtenido tres huertos semilleros con varios
centenares de individuos y se ha iniciado la creacidon de neopoblaciones en zonas costeras
cercanas. Para apoyar este valioso método de conservacion in situ, es necesario un buen
conocimiento de la capacidad de tolerancia al estrés ambiental de las especies introducidas. L.
irtaense es una planta haldfila, como la mayoria de las del género Limonium. Sin embargo, no
existe informacion sobre la tolerancia a niveles de salinidad de esta especie. El objetivo de este
trabajo ha sido comprobar la tolerancia a la salinidad en ejemplares proporcionados por el
Centro de investigacion y Experimental CIEF. Las plantas se han sometida a tratamientos con
riego salino en condiciones controladas de invernadero. Se ha efectuado un seguimiento
fenolégico de todas las plantas y al final de los tratamientos se han medido parametros de
crecimiento y reproductivos. Finalmente, se ha comprobado la capacidad germinativa de las
semillas producidas por estas plantas. Los datos obtenidos se trasladaran al CIEF para ser
utilizadas en la seleccidn de las zonas de reintroduccidn de esta especie en peligro critico.

Palabras clave: conservacién; endemismo; haléfito; salinidad; crecimiento vegetativo;
germinacién



Abstract

Limonium irtaense P.P. Ferrer et al. is an endemic species exclusive to the Valencian
Community, recently described in 2015, with only two populations in the Sierra de Irta. It
represents one of the most endangered plant species of this territory, since its two populations
include less than 20 individuals. For this reason, urgent in situ and ex situ conservation measures
have been taken. Three seed orchards with several hundred individuals have been obtained and
the creation of neopopulations in nearby coastal areas has been initiated. To support this
valuable in situ conservation method, a good knowledge of the environmental stress tolerance
capacity of introduced species is necessary. L. irtaense is a halophilic plant, like most species of
this genus. However, there is no information on the tolerance to salinity levels of this species.
The objective of this work was to test the tolerance to salinity in specimens provided by the CIEF
Research and Experimental Centre. Plants were subjected to saline irrigation treatments under
controlled greenhouse conditions. All plants were phenologically monitored and growth and
reproductive parameters were measured at the end of the treatments. Finally, the germination
capacity of the seeds produced by these plants was checked. The data obtained will be
transferred to CIEF to be used in the selection of areas for the reintroduction of this critically
endangered species.
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1. INTRODUCCION

1.1. Conservacion de la biodiversidad vegetal en la Comunidad Valenciana

La biodiversidad de Espafia es extraordinariamente rica y destaca por su gran variedad
de especies y ecosistemas. A pesar de no ser uno de los paises megadiversos del mundo, Espafia
alberga el mayor nimero de especies animales y vegetales de Europa, con cerca del 54% de las
especies europeas y el 5% de las especies mundiales. La flora espafiola incluye mas de 10.000
especies, de las cuales aproximadamente 6.500 son plantas vasculares (BUIRA et al., 2017). Esta
gran riqueza floristica se debe a varios factores, en primer lugar, a la posicién geografica de la
Peninsula Ibérica, entre Africa y Eurasia, asi como a su relativo aislamiento. Ademds, la
considerable biodiversidad vegetal y el alto porcentaje de endemismos de la Peninsula Ibérica son
atribuibles a sus heterogéneas condiciones ambientales y complejos procesos histéricos (BUIRA
etal., 2017).

En cuanto a la Comunidad Valenciana, la regidon cuenta con mas de 3.000 especies de
plantas superiores, incluyendo 127 endemismos valencianos y otros 218 endemismos ibéricos
con una amplia distribucién interregional (AGUILELLA et al., 2010). La Comunidad Valenciana es
una de las regiones con mayor riqueza floristica, al tener una localizacidn geografica que le
confiere unas caracteristicas climaticas particulares que, afadidas a su variada litologia,
disposicidn y estructura del relieve, red hidrogréfica y zonas humedas, determinan un rico
mosaico de hdbitats que, en muchos casos, sustenta una flora especializada y Unica. La
importancia de su diversidad no sélo radica en el elevado nimero de taxones, sino también en
el de endemismos, localizados en su mayoria en roquedos, acantilados, matorrales xéricos y
terrenos baldios, areas que pueden ser facilmente objeto de alteraciones por parte del hombre
(PADILLA BLANCO, 2002). La proteccion y conservacién de esta rica biodiversidad vegetal es
fundamental para el equilibrio de los ecosistemas y el bienestar humano. La Comunidad
Valenciana ha experimentado una intensa ocupacion del territorio en paralelo al desarrollo
econdmico, sobre todo desde los afios setenta. Esto se debe principalmente al turismo costero,
qgue ha provocado una disminucion del nimero de especies de flora y un mayor riesgo de
extinciéon de algunas especies raras o endémicas. En las Ultimas décadas los esfuerzos para la
conservacion de la flora endémica, rara y amenazada de esta region se han intensificado y a la
vez la metodologia empleada se ha diversificado (FERRER-GALLEGO et al., 2019). En primer lugar,
se recurre a censos de estas especies, contabilizando de forma periddica el nimero de
ejemplares y sobre todo los efectivos reproductores, para poder conocer de manera precisa y
objetiva el estado de amenaza y aplicar los criterios UICN para la evaluacion del estado real de
las poblaciones. Una herramienta de gran valor para la conservacién ex situ que se aplicaen la
Comunidad es la coleccién y conservacién de semillas (FERRANDO-PARDO et al., 2016). La
conservacién de semillas a corto y largo plazo se realiza segin el método habitualmente
empleado en bancos de germoplasma (BACCHETTA et al., 2008). Otra estrategia de conservacion
ex situ es la produccién de planta y el mantenimiento de material vegetal en condiciones en
vivero, que permite aumentar el nimero de poblaciones y efectivos in situ, ya que tales plantas
seran posteriormente translocadas al medio natural mediante plantaciones dentro del area
geografica incluida en el plan de recuperacion.

Las plantas que se liberan en su habitat natural en el proceso de translocacién suelen
producirse por germinacion de semillas, y este proceso sélo se consigue utilizando material que
se ha multiplicado en colecciones de plantas que se mantienen fuera del lugar. Estas colecciones
tienen dos finalidades: en primer lugar, permiten disponer de una gran cantidad de semillas; en
segundo lugar, evitan la alteracién indebida de las poblaciones naturales (Figura 1).



Figura 1. Huerto semillero de Limonium irtaense en el vivero del Centro para la investigaciones y Experimentacion
Forestal (CIEF). Fuente NAVARRO PERIS et al., 2020.

Para la planificacion de las translocaciones es necesario disponer de la mayor
informacién técnica y cientifica disponible, con el objeto de minimizar los riesgos y procurar las
mayores garantias de éxito. En este sentido un buen conocimiento de la biologia de las especies
amenazadas, incluyendo su tolerancia a los factores de estrés ambiental es absolutamente
necesario (GONZALEZ-ORENGA et al., 2022).

1.2. Factores de estrés abidtico en los ecosistemas mediterraneos

Las plantas son susceptibles a una amplia gama de factores ambientales estresantes
bidticos y abidticos. Cualquier elemento no vivo que reduzca la capacidad de una planta para
crecer mediante fotosintesis y convertir la energia que cosecha en acumulacién de biomasa se
denomina estresor abidtico (GRIME, 1977).

Los estresores abidticos pueden clasificarse como quimicos o fisicos en funcién del
agente responsable de los mismos. La radiacién, las temperaturas extremas, la sal (en su
componente osmotico) y el estrés hidrico, ya sea por exceso o por defecto, son los factores
fisicos (fisicoquimicos) mas importantes. Por el contrario, la salinidad (en su componente
idnico), la falta de elementos minerales y la contaminacién atmosférica por metales pesados son
los factores quimicos mds destacados. La sequia y la salinidad son los factores de estrés
ambiental mas importantes en la reduccién del rendimiento de las especies vegetales en todo
el mundo (MAHAJAN y TUTEJA, 2005).

La acumulacidn de sales solubles en agua en el suelo hasta un grado que compromete
la viabilidad econdémica, la salud medioambiental y la produccién agricola se conoce como
salinizaciéon del suelo (RENGASAMY, 2006). La "salinidad primaria" se refiere a la salinidad que
surge de forma natural. La salinidad primaria afecta a vastas extensiones de tierra en todo el
mundo que nunca se han utilizado para la agricultura debido a la sensibilidad de los cultivos al
estrés salino. La salinizacion del suelo causada por la actividad humana, en particular por los



sistemas de riego extendidos con un drenaje inadecuado y el uso excesivo y no regulado de
fertilizantes, se conoce como "salinidad secundaria " y representa un serio problema para la
agricultura en mas de 100 paises de todo el mundo, aunque las regiones aridas y semiaridas son
las mas afectadas (RENGASAMY, 2006).

Las predicciones climdticas, asi como los datos meteorolégicos ya recogidos en las
primeras dos décadas de este siglo indican un aumento del estrés abidticos en directa relacidon
con el calentamiento global, particularmente en la region mediterranea, donde las sequias son
cada vez mas severas y frecuentes y las temperaturas siguen en continuo aumento (IPCC, 2021).
Asi, el cambio climatico representa uno de los mayores retos ambientales del siglo XXI,
acentuado por la deforestacidn y la degradacién del habitat.

Por este motivo, en los ultimos afios ha aumentado el interés por el estudio de las
respuestas y mecanismos de defensa de las plantas a los diferentes factores ambientales, ya que
éstos estan afectando a la conservacién de muchas especies, asi como a su produccién vy
desarrollo.

1.3.  Las plantas haldfitas

Las plantas que pueden soportar cierto grado de salinidad del suelo se conocen como
haldfitas. Las haldfitas presentan un amplio rango de tolerancias: algunas especies pueden
soportar salinidades superiores a las del agua de mar, mientras que otras estdn adaptadas a
crecer en los margenes de marismas o lagunas, o a alcanzar su maximo desarrollo bajo niveles
moderados de salinidad. No obstante, en general se considera que las haldfitas son plantas de
ambientes naturalmente salinos capaces de terminar su ciclo vital en suelos con salinidades
comparables al menos a 200 mM de NaCl (FLOWERS y COLMER, 2008).

Las plantas haldfilas son las que constituyen principalmente la vegetacidon de marismas,
salinas, lagunas, zonas dunares y acantilados. Los ecosistemas salinos se enfrentan a graves
peligros en la Peninsula Ibérica y en muchas otras partes del mundo. En el pasado, los saladares
se eliminaban si habia asentamientos humanos cercanos, ya que se consideraban insalubres. La
superficie habitada por este tipo de ecosistema también ha disminuido como consecuencia de
la presidn ejercida por la expansidn turistica y agricola. A todo ello hay que afiadir los efectos
del cambio climatico, especialmente en la zona mediterranea, que provoca un aumento de la
temperatura y sequias cada vez mds intensas y duraderas. En el litoral levantino espafiol, y en
particular en la Comunidad Valenciana, la situacidon de estos ecosistemas es especialmente
critica. La franja costera de la Comunidad Valenciana soporte la practica totalidad de la actividad
agricola, gran parte de la actividad industrial y grandes nucleos de poblacidn, junto con una
enorme presion turistica, lo que ha sometido a estos ecosistemas a grandes impactos durante
las ultimas décadas del siglo pasado, ademas de las amenazas derivadas de la accién humana,
los saladares costeros mediterraneos son ecosistemas especialmente sensibles a los efectos del
cambio climatico, con un aumento de las temperaturas medias, un incremento de la frecuencia,
intensidad y duracién de los periodos de sequia, "olas de calor" y otros fendmenos extremos,
asi como cambios en los patrones climaticos estacionales (IPCC, 2021). Todo ello provocara
probablemente un aumento de la salinidad del suelo, que puede afectar a la biodiversidad de la
vegetacion haldfila, llegando a provocar la desaparicidn de algunas especies en zonas concretas,
aunque, como se ha comprobado en otros estudios, algunas haldfitas disponen de mecanismos
gue les permiten adaptarse rapidamente a un aumento del nivel de estrés salino, mediante la
activacion de respuestas de defensa especificas (FLOWERS y COLMER, 2008).



1.4. Genero Limonium Mill.

El género Limonium Mill. que pertenece a la familia Plumbaginaceae, comprende unas
400 especies de plantas herbdceas perennes o subarbustivas, la gran mayoria del Mediterraneo
(ERBEN, 1978). Incluyendo las numerosas microespecies descritas recientemente, endémicas de
pequeiios territorios, el nimero total de tdxones de este género puede ser de alrededor de unas
600 especies. Estas se caracterizan por tener las hojas simples, enteras o lobuladas, dispuestas
en roseta basal o helicoidal, flores pequefias, de color rosa, violeta, blanco o amarillo, agrupadas
en espiguillas rodeadas de bracteas, y de frutos en capsulas con una sola semilla (ERBEN, 1992).
Hay que destacar en este género la presencia de adaptaciones a ambientes salinos, como
glandulas secretoras de sal, la acumulacidon de osmolitos y otros mecanismos bioquimicos, la
reduccion de la superficie foliar o la formacidn de cuticulas gruesas, que le permiten sobrevivir
en zonas costeras, marismas, lagunas saladas o suelos yesiferos o alcalinos del interior.

En la regién mediterrdnea, Limonium es extremadamente rico a nivel taxonémico, con
un 70% del numero total de especies endémicas (KOUTROUMPA et al., 2018); es el género mas
rico en especies endémicas de las floras vasculares de Italia, Espafia y Grecia (BUIRA et al., 2017).
El género incluye muchos taxones amenazados, 159 especies estan catalogadas en todo el
mundo en listas rojas, libros rojos o listas de especies protegidas a nivel nacional y regional
(UICN, 2020). Sin embargo, la mayor concentracion de especies endémicas y amenazadas se
encuentra principalmente en las regiones costeras mediterraneas (LAGUNA et al., 2020).
Muchas de estas especies crecen en comunidades vegetales que en la Comunidad Europea estan
incluidas dentro de la Directiva 92/43 CEE como hdbitats prioritarios de Chritmo-Limonietalia
“1240 Acantilados marinos vegetados de las costas mediterraneas con Limonium endémicos” y
de Limonietalia 1510 Estepas salinas mediterraneas”. Los primeros habitats son ambientes
salinos especificos, en los que sdlo pueden prosperar haléfitas muy especializadas, mientras que
los segundos se encuentran a lo largo del litoral mediterraneo y en los bordes de los saladares
interiores (COUNCIL DIRECTIVE 92/43/EEC).

Limonium es el género mas rico en especies endémicas de toda la flora vascular de la
Peninsula Ibérica Peninsula Ibérica y Baleares con 107 especies incluidas en la Flora Iberica
(ERBEN, 1993), cantidad a la que hay que sumar al menos 19 especies recientemente descritas
e incluidas en el proyecto "Flora Ibérica" (http://www.floraiberica.es/). En las costas orientales
espafolas, dada la abundancia de especies endémicas micro distribuidas de este género, se ha
llegado a decir que cada cabo o sector costero tiene su propia especie de Limonium (COSTA et
al., 1984). De las 29 especies en la Comunidad Valenciana, 15 (51,72%) son endemismos
valencianos exclusivos y 7 (24,14%) son endemismos ibero-levantinos, lo que suma un total de
22 endemismos, representado el 75,86% del total de las especies de Limonium en este
territorio.

Las especies de Limonium se encuentran en playas arenosas, acantilados y saladares en
zonas costeras, pero también en zonas continentales en lagunas, prados salinos, estepas y zonas
muy aridas. La mayoria de las especies de este género se consideraban haldfitas facultativas, ya
gue muchas tienen un crecimiento dptimo en ausencia de salinidad, pero aparecen en la
naturaleza sélo en suelos salinos, sobre todo debido a la escasa competencia con otras especies
vegetales en habitats no salinos (ERBEN, 1993). Aun asi, muchas especies de Limonium toleran
altas concentraciones salinas y se comportan como verdaderas haléfitas, con un crecimiento




4ptimo bajo salinidad moderada, y casi todas son exclusivas de habitats salinos (GONZALEZ-
ORENGA etal., 2021)

1.5. Limonium irtaense P.P. Ferrer et al.

Limonium irtaense, también llamada siempreviva de Irta, es un endemismo,
Unicamente localizado en la Serra d'Irta en Espafia (Figura 2). Esta especie fue descubierta en
2011 y descrita oficialmente en 2015. En aquel momento, solo se conocian 19 plantas de esta
especie, que representan toda su poblacion mundial (NAVARRO PERIS et al., 2020). A pesar de
los intentos de cultivar mas plantas en dareas cercanas, garantizar la supervivencia de esta
especie continla siendo un desafio (NAVARRO PERIS et al., 2020).
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Figura 2. Mapa de distribucion de Limonium irtaensis; planta natural de las montafias de Irta. Creacion propia

Es una planta perenne que puede alcanzar una altura de entre 40 y 70 cm, con uno a
tres tallos y un caudice robusto y lefioso. Sus tallos miden de 25 a 45 cm de largo, son lisos,
erectos, rectos y glabros (Figura 3). Las hojas basales son de color verde durante la floracion,
aunque algunas pueden marchitarse. La planta tiene una inflorescencia abierta de 15 a 30 cm de
longitud, con espiguillas dispuestas de manera suelta. Las espigas son sueltas, rectas o
ligeramente curvadas hacia abajo, y las espiguillas tienen de una a tres flores (FERRER-GALLEGO
etal., 2015).



Figura 3. Hdbito de Limonium irtaense (http://dx.doi.org/10.11646/phytotaxa.234.3.7)

Las flores, de 3 a 5 mm de diametro, tienen un caliz que sobrepasa la bractea interna por
1a 1.6 mm (Figura 4). El tubo del caliz estd cubierto de pelos en todos los lados excepto en uno,
y los dientes son ampliamente triangulares-ovados y obtusos. Los pétalos son de color violeta,
emarginados y cuneiformes, y el estigma es papilado. El polen tiene un reticulo fino y una malla
estrecha, y el fruto mide 1.5 x 0.5 mm (FERRER-GALLEGO et al., 2015).


http://dx.doi.org/10.11646/phytotaxa.234.3.7

Figura 4. Limonium irtaensis: (a) espigas; (b) hojas; (c-d) brdctea externa, superficies adaxial y abaxial; (e) brdactea
media; (f) brdctea interna; (g-h) cdliz; (i) fruto. (http://dx.doi.org/10.11646/phytotaxa.234.3.7)

Como se ha mencionado anteriormente, una poblacidon de Limonium irtaense fue
descubierta en 2011, concretamente en Cerromar, Pefiiscola. Crece en un afloramiento de
conglomerado calcareo, perteneciente a los abanicos aluviales del cuaternario de gravas y
arcillas, rico en fésiles y gravas finas. Durante los estudios de campo realizados entre 2013 y
2014, se detectaron 19 ejemplares de Limonium irtaense. En 2013, se descubrié un nuevo
habitat con 3 plantas en Cala Ordi (Pefiiscola), que crecian en un suelo geolégico parecido, pero
con menos gravas (Figura 5).

Figura 5. Ejemplares de una de las dos poblaciones de Limonium irtaense de la Sierra de Irta. Fuente NAVARRO PERIS
etal., 2020
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Dada la escasez de ejemplares y poblaciones, ambas situadas cerca de construcciones o
carreteras, la especie se cataloga como "En Peligro Critico" (CR) de acuerdo con la Categoria 'y
Criterios de la Lista Roja de la UICN (2001, 2011). Segun la lista de especies amenazadas de la
Comunidad Valenciana proporcionada por AGUILELLA et al. (2010), deberia incluirse entre las
especies vasculares valencianas con un riesgo extremadamente alto de extincion. También
deberia ser considerada como un endemismo absoluto valenciano. Para asegurar su
supervivencia, el Centro de Investigacién Forestal Aplicada (CIEF) comenzé en 2012 un programa
de recuperacidn de esta especie mediante la propagacién por semillas para obtener nuevas
semillas/plantas para su conservacion en el Banco de Germoplasma del CIEF y para la produccién
de plantas necesarias para la creacion de neopoblaciones de esta especie (Figura 6).

Figura 6. Plantacion de individuos de Limonium irtaense en 2019 para la creacion de una neopoblacion en un
acantilado en la zona de la Sierra de Irta. Fuente NAVARRO PERIS et al., 2020

La especie tiene unos requerimientos ecolégicos muy concretos, ya que vive
exclusivamente en repisas de roquedos calcareos, en areas calidas y muy soleadas, sobre
materiales jurdsicos, de pH muy basico, siendo caracteristico de la asociacién Crithmo maritimi-
Limonietum girardiani, acompafiando al hinojo marino (Crithmum maritimun), el limonio de
espiga densa (Limonium girardianum), la ensopeguera de roca (Limonium virgatum), la
lechuguilla dulce (Reichardia picroides var. maritima) y la verdolaga marina (Halimione
portulacoides)

Limonium irtaense se reproduce en general de forma asexual por semillas apomicticas,
genéticamente idénticas a las plantas madre. Plantas con este tipo de reproduccion pierden las
ventajas de la reproduccién sexual, pero tienen la prerrogativa de fijar genotipos altamente
adaptados). También hay indicios de alogamia (reproduccidon sexual entre individuos
genéticamente diferentes) pero es una forma de reproduccidn residual en esta especie triploide
(FERRER-GALLEGO et al., 2015).



En relacion a los factores de riesgo para esta especie, el principal y mas evidente peligro
inherente se deriva del escaso nimero se invidos de la especie, que de hecho se ha reducido a
un solo individuo en la cercana poblacién de la Cala de Ordi y a sélo nueve en la poblacion
septentrional. Aunque esta amenaza suele considerarse grave, es importante tener en cuenta
que la especie, como la mayoria de las plantas endémicas de su género, es triploide y apomictica,
lo que le permite sobrevivir con un solo ejemplar porque recurre a la produccion vegetativa de
semillas sin necesidad de fecundacién cruzada (NAVARRO PERIS et al., 2020).

Otros factores de amenaza lo representan la inestabilidad climatica con fuertes
tormentas en el mar que se estan produciendo con mayor frecuencia, el incremento de turismo
gue conlleva mayor pisoteo y la sobre-nitrificacion del suelo, asi como la colonizacién de flora
exoética (NAVARRO PERIS et al., 2020).

1.6. Germinacion de las semillas, momento clave en el ciclo bioldgico de las
plantas

Este trabajo se centra en el analisis de la germinacion de semillas. La semilla es la forma
de reproduccion sexual que adoptan las espermatofitas (gimnospermas y angiospermas),
considerandose el mecanismo evolutivo mds importante que han desarrollado los vegetales para
adaptarse a diferentes ambientes.

La mayoria de las plantas experimentan en algin momento de su ciclo vital periodos
durante los cuales su crecimiento queda temporalmente suspendido o por lo menos retardado.
Este fenédmeno se conoce con el nombre de dormicién o latencia y se manifiesta generalmente
en yemas, semillas y tubérculos (RAVEN et al., 1992). En algunas especies esta interrupcién se
debe a la presencia de condiciones ambientales desfavorables de humedad, oxigeno y
temperatura. En tales casos hablamos de una dormiciéon impuesta o quiescencia. En otros casos,
no son las condiciones desfavorables la causa directa de la dormicién. Hay semillas que son
incapaces de germinar, aunque se encuentren en condiciones éptimas para la germinacion; en
estos casos, la dormicién parece estar causada por condiciones adversas dentro del propio
d6rgano que entra en esta fase de dormicidn, habldndose entonces de dormicién innata o
espontanea (BARCELO et al., 2001).

Para que el proceso de germinacion, es decir, la recuperacion de la actividad bioldgica
por parte de la semilla tenga lugar, es necesario que se den una serie de condiciones ambientales
favorables como son: un sustrato himedo, suficiente disponibilidad de oxigeno que permita la
respiracién y una temperatura adecuada para los distintos procesos metabdlicos y el desarrollo
de la plantula.

Se distinguen 3 fases sucesivas en el proceso de la germinacion:

=>» Fase de hidratacién: Proceso en el que la semilla absorbe agua de manera
intensa a través de sus diversos tejidos. Generalmente este proceso va de la
mano con un incremento proporcional en la actividad respiratoria de la
semilla.

=>» Fase de germinacion: Se corresponde con el verdadero proceso de la
germinacion, la semilla experimenta cambios metabdlicos esenciales para el
crecimiento de la plantula. A medida que avanza este proceso, la absorcion de
agua por la semilla disminuye notablemente.
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=>» Fase de crecimiento: Se corresponde a la Ultima fase del proceso de la
germinacién y se corresponde a la iniciacidn de los cambios morfoldgicos
visibles en la semilla.
Fisiolégicamente esta fase se caracteriza por un constante incremento de la
absorcién de agua y de la actividad respiratoria.

Hasta la segunda fase de la germinacidn los procesos son en gran parte reversibles, a partir
de la fase de crecimiento se entra en una situacion fisioldgica irreversible, de tal manera que
una semilla que haya superado la fase de germinacién tiene solo dos posibilidades: pasar a la
fase de crecimiento y dar lugar a una plantula o morir (PEREZ-GARCIA y MARTINEZ-LABORDE,
1994).

2. OBJETIVOS

El cambio climatico tiene un impacto significativo en la biodiversidad y puede afectar en
gran medida especies raras, como es Limonium irtaense. Fenédmenos como el aumento de
temperaturas, la alteracién de los habitats naturales y la intensificacién de eventos climaticos
extremos pueden llevar a cambios en la distribucién de las especies y a la pérdida de habitats,
lo que incrementa el riesgo de que especies ya vulnerables se acerquen mas al borde de Ila
extincion. La conservacion de especies como L. irtaense requiere una accién urgente para mitigar
los efectos del cambio climdtico y proteger la diversidad bioldgica unica de la region.

El objetivo general de este proyecto es analizar las respuestas de L. irtaense, frente el
incremento de la salinidad, factor edafico muy variable y directamente relacionado con los
efectos del calentamiento global.

Se proponen dos objetivos especificos: (1) comprobar el efecto del incremento de la
salinidad sobre el desarrollo y la floracidn de esta especie mediante ensayos de crecimiento de
las plantas en presencia de varias concentraciones de NaCl ; (2) testar la capacidad de
germinacién de las semillas producidas por las plantas cultivadas en las diferentes condiciones
de salinidad, ademds, comprobaremos si las semillas mantienen su capacidad germinativa
después de haber estado bajo la influencia de estas soluciones salinas.

Los resultados obtenidos serdn transferidos a los organismos responsables de la
gestion de esta especie muy amenazada y en peligro critico de extincién.
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RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE
LA AGENDA 2030

Tabla 1. Grado de relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Procede

ODS 1. Findela pobreza. X

ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS4. Educacion de calidad. X

ODS 5. lgualdad de género. X

ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X

ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X

ODS 10. Reduccidn de las desigualdades. X

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X

ODS 12. Produccién y consumo responsables. X

ODS 13. Accién por el clima. X

ODS 14. Vida submarina. X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas. X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.
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Reflexion sobre la relacion del TFG con los ODS mas relacionados.

ODS 13 - Accidn por el clima: El Trabajo Final de Grado (TFG) desempefia un papel crucial en la
lucha contra el cambio climdtico al centrarse en la conservacion de Limonium irtaense, una
especie endémica que se ve amenazada por el cambio climatico. Al investigar y entender mejor
su tolerancia a la salinidad, se contribuye a garantizar su supervivencia en un clima cambiante.
Este trabajo no solo ayuda a proteger a Limonium irtaense, sino que también contribuye a la
proteccién de la biodiversidad en general frente al cambio climdtico. Cada especie que se salva
de la extincidn es un paso hacia la preservacion de nuestro ecosistema global, lo que es esencial
para la vida en la Tierra.

ODS 15 - Vida de ecosistemas terrestres: Este objetivo se centra en la gestion sostenible de los
bosques, la lucha contra la desertificacidn, la detencidn e inversion de la degradacién de las
tierras y la pérdida de biodiversidad. El TFG esta directamente alineado con este objetivo. Al
trabajar para conservar una especie vegetal amenazada, Limonium irtaense, se contribuye a
mantener la biodiversidad y a proteger los ecosistemas terrestres. La conservacién de esta
especie no solo es importante para la biodiversidad local, sino que también puede tener
implicaciones mas amplias para la salud de los ecosistemas terrestres en general.

3. MATERIALY METODOS
3.1. Material vegetal

El material utilizado para el inicio de este analisis han sido plantas adultas, cultivadas y
proporcionadas por Centro para la Investigacién y Experimentacion Forestal, Valencia (CIEF),
Espafia. Las semillas producidas por estas plantas se han empleado para los ensayos de
germinacion.

3.2.  CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS

Las plantas se cultivaron en macetas con unas dimensiones de 19 x 19 cm en el
invernadero de la ETSIAMN. Los tratamientos de salinidad se iniciaron cuando empezé la
formacion de los primeros escapos floriferos. Se utilizaron cinco repeticiones por cada
tratamiento (control - agua del grifo, 50 mM, 100 mM, 200 mM y 300 mM NacCl). Inicialmente,
las plantas se regaron con 1,5 L de agua o solucién de NaCl dos veces por semana, pero debido
al aumento de la temperatura en la segunda parte del ensayo se regaron tres veces por semana
con 2 L de agua o solucién de NaCl (dos veces por semana con las soluciones de tratamiento y
la tercera vez sélo con agua del grifo). Los tratamientos se finalizaron después de 18 semanas,
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cuando las plantas ya habian producido frutos. Las plantas se muestrearon y se separaron las
partes aéreas de las raices, éstas se limpiaron con un cepillo y ambas partes (raices y brotes) se
midieron por separado.

3.3. Germinacion de las semillas

Para comprobar la capacidad de germinacién de las semillas, se separaron las semillas
producidas por las plantas cultivadas en el invernadero. El fruto es una pequefa cdpsula que
contiene una sola semilla, parcialmente encerrada por el cdliz, lo que dificulta la extraccién de
las semillas que se ha efectuado bajo lupa, con la ayuda de unas pinzas y una lanceta (Figura 7).

Figura 7. Limpieza de las semillas

Una vez limpias, las semillas se situaron en placas Petri en placas de 60 milimetros de
diametro, sobre dos discos de papel de filtro, con 1,25 mL de agua destilada o con la misma
cantidad de soluciones de 50, 100, 200 y 300 mM NacCl. En cada tratamiento se utilizaron 4 placas
con 25 semillas cada una de ellas, sumando 100 semillas por tratamiento (Figura 8).

Figura 8. Muestra de 25 semillas de Limonium irtaense (control) en placas Petri

Las placas se conservaban en una cdmara de germinacion de la marca Equitec,
configurada con una temperatura de dia de 302C durante 16 horas, y una temperatura de 202C
durante 8 horas de noche (Figura 9). La duracién de cada tratamiento fue de 30 dias, haciendo
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revisiones diarias, para contar el nimero de semillas germinadas, suponiendo una semilla
germinada, con la aparicidn de la radicula con longitud de un milimetro. Para evitar el secado de
las plantas, todas ellas fueron selladas con parafilm.

o TT—

3

Figura 9. Cadmara de germinacion y placas Petri durante en ensayo de germinacion

Las semillas que no habian germinado del ensayo de germinacion inicial se trasladaron
a nuevas placas Petri en placas de 60 milimetros de diametro, se colocaron dos discos de papel
en la parte inferior, con 1,25 mL de agua destilada.

3.4. Medicién de las plantulas

Para obtener una informacidn mds completa sobre el éxito reproductivo de las plantas
sometidas a diferentes condiciones, ademas de testar la capacidad de la germinacién de las
semillas, la longitud de la radicula y del hipocdtilo se midieron a dos semanas después del inicio
del ensayo de germinacién (Figura 10). Estas mediciones se realizaron a través del software
Digimizer v.4.6.1 (MedCalc Software, Ostende, Bélgica, 2005-2016).
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Total lergite 25178 rn

Figura 10. Medicion de la radicula y su captura de imagen a través del programa Digimizer v.4.6.1

3.5. Tratamiento estadistico de los datos

Los datos se analizaron mediante el programa MICROSOFT OFFICE EXCEL 2007 y IBM
SPSS STATISTICS v.16. Para testar el efecto de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas en
invernadero se utilizd un ANOVA de dos factores.

Para analizar el éxito de la germinacién de las semillas producidas por las plantas
cultivadas en diferentes condiciones de salinidad se realizaron los siguientes calculos siguiendo
el trabajo de MIRCEA et al. (2023):

- la capacidad germinativa, expresdndose en porcentaje de germinacién

- la velocidad de germinacién, obteniéndose mediante el tiempo medio de germinacién (MGT).
- los indices FGD y LGD (primer y ultimo dia de germinacion, respectivamente), TSG (dispersiéon
temporal de la germinacion, es el resultado de la diferencia entre LGD y FGD)

- Gl (indice de germinacién), es una estimacion del tiempo (en dias) que tarda en producirse un
determinado porcentaje de germinacion. Se calcula como 3 G/T, donde G es el nimero de
semillas germinadas en un dia determinado, y T es el numero de dias transcurridos desde el
inicio del experimento hasta ese dia.

-MGT (tiempo medio de germinacion), es 3(n x d) / N, donde n = nimero de semillas germinadas
cada dia, d = numero de dias transcurridos desde el inicio del ensayo, y N = nimero total de
semillas germinadas al finalizar el experimento.

-SVI (indice de vigor de la plantula) segin la formula

Longitud de la plantula (mm) = Porcentaje de germinaciéon

SVI =
100

La longitud de las plantulas se obtuvo mediante la suma de las longitudes de la radicula y del
hipocétilo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Efecto de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas

Al finalizar los ensayos de crecimiento se analizaron varios parametros vegetativos y
reproductivos de las plantas cultivadas en diferentes condiciones de salinidad (Figura 11). En
general, los tratamientos salinos provocan una inhibicidon del crecimiento, que se cuantifica
mejor por la reduccion relativa del peso de la parte aérea o radicular de la planta, en
comparacion con el control no estresado.

Figura 11. Imagen de las plantas al final de los 18 semanas de riego en invernadero con agua de grifo (izquierda) y
soluciones 50, 100, 200 y 300 mM NaCl (derecha)

Sin embargo, el andlisis de los pardmetros de crecimiento indica solamente un ligero
efecto de los tratamientos salinos sobre las plantas (Tabla 2). Aunque se observa una reduccidn
en el numero de hojas y del peso fresco de las raices y hojas, esta variacidn es significativa solo
en el primero debido a la variabilidad de los datos. En comparacidon con otros resultados
publicados sobre el efecto del estrés salino en Limonium, los valores obtenidos son similares con
los publicados por AL HASSAN et al. (2017) en cuatro especies del Parque natural de la Albufera,
gue mostraron también una alta tolerancia a la salinidad.

Tabla 2. Medias de distintos valores medidos en Plantas de Limonium irtaense. Los valores representas medias
sequidas de ES (n = 5). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos segtn el test de
Tukey (p <0,01)

Longitud Longitud Peso fresco
. . . . ) Peso fresco
Tratamiento| hoja mas tallo floral N.2 hojas foliar (g) .
radicular (g)
larga (cm) (cm)
Control 16,20+1,25a | 103,00+4,14a | 99,80+13,92a |57,54+7,02a 15,08+3,45a
61,00+6,80b |37,90+6,05a
50 mM 14,20+1,30a | 115,00+6,57a 12,49+1,33a
100 mM | 16,80+0,66a | 115,29+8,89a | 58,40+5,55b |43,7316,20a 10,02+1,97a
200mM | 15,60+0,40a | 108,60+8,78a | 60,20+7,38b |40,18+10,62a 8,65+0,95a
300 mM | 15,30+1,34a | 99,30+3,46a 69,88+3,27b | 52,89£19,5a 10,58+1,20a

Todas las glicofitas (plantas no tolerantes a la salinidad), asi como muchas especies
haldfitas, crecen de forma éptima en ausencia de sal; sélo las haléfitas dicotileddneas extremas
muestran en general cierta estimulacién del crecimiento a concentraciones moderadas de NaCl
(50-250 mm), pero se sigue observando una reduccién de la tasa de crecimiento a
concentraciones mas elevadas (FLOWERS Y COLMER, 2008). En cualquier caso, a diferencia de
las glicdfitas, las haldfitas son capaces de completar su ciclo vital en condiciones de alta
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salinidad. En cuanto a los pardmetros reproductivos analizados todas las plantas de todos los
tratamientos han llegado producir, flores, frutos y semillas (Figura 12).

Figura 12. Imagen de las flores al final de las 18 semanas de riego en invernadero con agua de grifo (izquierda) y
solucién de 300 mM NaCl (derecha)

4.2. Efecto de la salinidad sobre la germinacion de las semillas

Aungue se han analizado otros pardmetros reproductivos el enfoque de este trabajo ha
sido el de testar la capacitad germinativa de las semillas. La fase mas susceptible del ciclo
biolégico de las plantas a la salinidad es la germinacidn de sus semillas y el establecimiento de
sus plantulas. Incluso para la mayoria de las haldfitas, la germinacion de las semillas es maxima
en condiciones no salinas, siendo fuertemente inhibida a concentraciones de sal muy inferiores
a las que crecen normalmente las plantas adultas (GUL et al., 2013).

Durante el ensayo de germinacién se ha comprobado la capacidad de germinaciény la
velocidad de la germinacién en semillas producidas por plantas sometidas a condiciones salinas
durante los ensayos previos, mencionados en el apartado 4.1. Los valores medios de los
porcentajes de germinacion y el iempo medio de germinacién (MGT, “mean germination time”)
se indican en la Tabla 3.

17



Tabla 3. Efecto de la salinidad sobre la capacidad germinativa y velocidad de la germinacion (MGT) de las semillas
producidas por las plantas cultivadas en diferentes condiciones de salinidad. Los valores representan medias + ES por
placa Petri (n = 4). Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (intervalo de confianza
95%)

Parametros % Germinacion MGT
Tratamiento 0 Origen 0 21+3a 2,94+0,26 a
0 delas | 50 30 + 3,46ab 3,08+ 0,34 a
o |Pplantas | 109 23 +3ab 2,66+0,18 a
0 200 36+2,94b 2,79+ 0,04 a
0 300 24 + 3,55 ab 2,57+0,2a
Tratamiento| 50 Origen 0 20+ 3,55ab 3,67+0,47 a
50 delas | 50 12+1,63a 487+1,29a
5o | plantas | 100 303,36 b 4,23+0,54a
50 200 303,46 b 4,52+0,94a
50 300 12+4,08a 54+15a
Tratamiento| 100 | Origen 0 12+2,3ab 8,66+1,81a
100 | delas | 50 10+1,15a 15,45+2,8a
100 | plantas | 100 16 +2,82 ab 10,69 + 2,28 a
100 200 13+2,38 ab 9,83+2,11a
100 300 22+3,46 b 14,5+ 3,6 a
Tratamiento| 200 | Origen 0 5+3a 16,75+2,75a
200 | delas | 50 2+1,15a 14,5+ 7,5 a
200 |Plantas | 100 0+0 0£0
200 200 0+0 0+0
200 300 0+0 0+0
Tratamiento| 300 | Origen 0 4+2,82ab 12,83+0,16 b
300 | delas | 50 10+3,46 b 16,38+1,95b
300 |Plantas | 100 0+0 0£0
300 200 0+0 0+0
300 300 2+1,15ab 6,5+0,5a

Se observa que la capacidad de germinacién varia en funcidn del nivel de tratamiento de
salinidad y del origen de las plantas. En relaciéon con las condiciones de la germinacion
(tratamiento) en ausencia de salinidad en el control (semillas germinadas en agua destilada), la
capacidad de germinacidn alcanza un pico en el origen 200, lo que significa semillas producidas
por las plantas madre regadas con una solucién salina de 200 mM NacCl. Sin embargo, este valor
es bajo, de solo 36 %, menor que el publicado para otras especies de este género presentes en
el territorio valenciano. En un estudio comparativo sobre cuatro especies de Limonium se ha
obtenido un porcentaje similar de 40 % en L. virgatum, una especie de amplia distribucién, 60 %
en L. santapolense, un endemismo del sur de la Comunidad Valenciana y mas de 80 % en L.
girardianum (endemismo del sur de Francia y este de la Peninsula Ibérica) y L. narbonense,
especie muy frecuente en los saladares Mediterraneos (AL HASSAN et al., 2017). Porcentajes
muy elevados de germinacidn se han publicado en dos especies de distribucion muy restringida,
L. albuferae (95 %) y 98 % en L dufourii (GONZALEZ-ORENGA et al., 2019). Estas dos especies son
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endemismos valencianos exclusivos y al igual que L. irtaense son triploides con propagacioén a
través de semillas apodicticas.

En presencia de NaCl en el medio de germinacién se nota una reduccién de la capacidad
de germinacién de las semillas de L. irtaense. En todas las semillas testadas los porcentajes de
germinacién son mas bajos ya en presencia de 50 mM NaCl, salvo las producidas por plantas
regadas con una solucion de 100 mM NaCl cuya capacidad de germinacién aumenta de 23 % en
agua destilada a 30 % en presencia de50 mM NaCl. La reduccién del porcentaje de germinacion
incrementa con la concentracion de sal, siendo muy baja o nula en la mayoria de las placas que
contenian soluciones de sal de mayor concentracion de 200 y 300 mM NaCl. Un patrén similar
de la germinacién con valores mas altos en control en ausencia de sal se ha publicado en un
estudio reciente sobre la germinacién de seis especies de Limonium de saladares de Albacete, L.
admirable, L. caesium, L. cossonianum, L. delicatulum, L. supinum y L. tobarrense (MORENO et
al., 2022), o en el endemismo valenciano L. mansanetianum (FOS et al., 2020). Un incremento
significativo de la germinacion en presencia de 50 mM NaCl se ha obtenido en L. santapolense,
L. narbonense y L. virgatum, en la ultima incluso en presencia de 100 mM NaCl (AL HASSAN et
al., 2017). El limite de la germinacion en especies de este género es en general alrededor de la
concentraciéon de 200 mM NaCl (GONZALEZ-ORENGA et al., 2021) aunque existen especies muy
tolerantes a la salinidad que pueden mantener su capacidad de germinacidn hasta 500 mM NaCl,
como L. stocksii una especie de la zona de desierto subtropical de Karachi en Pakistan, cuyas
semillas germinaron en un 60 % en presencia de 300 mM NaCl (ZIA y KHAN, 2004).

Las salinidades elevadas representan una limitacidn para la germinacién de las semillas
de todas las plantas, incluidas las haldfitas. Aunque las haléfitas adultas pueden soportar
concentraciones de sal muy elevadas en sus habitats naturales, sus semillas suelen germinar
cuando se reduce la salinidad del suelo (GUL et al., 2013). Las haléfitas varian ampliamente en
sus limites de concentraciones de sal adecuadas para la germinacion, y muchas muestran
porcentajes optimos de germinacion en agua dulce o a salinidades inferiores a 100 mM NaCl
(GUL et al., 2013. Sin embargo, las semillas de algunas especies muy tolerantes a la salinidad,
especialmente las haldfitas suculentas, pueden germinar a concentraciones la del agua de mar
o superior, hasta 1,7 M NaCl (GUL et al., 2013).

Como se ha mencionado en la Introduccion existe una variacidn estacional de salinidad
del suelo en muchos ambientes naturales, que es mayor durante el verano debido a la acentuada
evaporacion. La germinacién de las semillas en regiones aridas y semidridas suele producirse
después de que las lluvias reducen la salinidad superficial del suelo. Las haléfitas de las zonas
templadas mantienen un banco de semillas persistente en el suelo y germinan en primavera
cuando se alivia la salinidad (GUL et al., 2013).

Otro parametro importante relacionado con la germinacién es la velocidad de este
proceso, que se puede calcular de distintas maneras, la mas habitual siendo el tiempo medio de
germinacién (MGT), calculado como se ha indicado en material y métodos. La velocidad de
germinacién también parece verse afectada por el tratamiento de salinidad en las semillas de L.
irtaense. En términos generales, a medida que aumenta el tratamiento de salinidad, la velocidad
de germinacidon también aumenta, aunque debido a la variabilidad de los datos estas diferencias
no son significativas. La Tabla 4 presenta el efecto de la salinidad en varios pardmetros de
germinacién: el primer dia de germinacion (FGD), el ultimo dia de germinacién (LGD), la
dispersion temporal de la germinacion (TSG), y el indice de germinacién (Gl). Los datos se
organizan en funcion del nivel de tratamiento de salinidad (0, 50, 100, 200, 300) y el origen de
las plantas (0, 50, 100, 200, 300).

Se observa que tanto el FGD como el LGD tienden a aumentar con el incremento del
tratamiento de salinidad. Sin embargo, el TSG parece mantenerse relativamente constante a
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través de los diferentes niveles de tratamiento de salinidad. Finalmente, el Gl parece disminuir
con el aumento del tratamiento de salinidad.

Tabla 4. Efecto de la salinidad sobre otros pardmetros de germinacion: primer dia de germinacion (FGD), ultimo dia
de la germinacion (LGD), dispersion temporal de la germinacion (TSG) y el indice de germinacion (Gl) de las semillas
producidas por las plantas cultivadas en diferentes condiciones de salinidad. Los valores representan medias + ES por
Placa Petri (n = 4). Letras distintas indican diferencias significativas segtn la prueba de Turkey (intervalo de confianza

95%)

Parametros FGD LGD TSG Gl

Tratamiento 0 0 1,75+£0,25a 6+1,73a 4,25+1,88a 2,18+0,34a
O | origen | 50 1,540,284 3,75+0,25a 2,25+0,47 a 3,01+0,5a
0 delas | 100 | 1,5+0,28a 325+0,25a 1,75+0,25a 2,56+0,61a
o | Plantas [ 500 [ 15+028a 425+0,75a 2,75+0,47 a 3,59+0,31a
0 300 | 1,25+0,25a 35+05a 2,25+0,25a 2,61+0,36a
Tratamiento 50 0 31+0a 6+1,77a 3+1,77a 1,42+0,59a
50 | Origen | 50 3+0a S5t1a 2t1a 0,83+0,18a
50 p?aen'taass 100 | 25+05a 875+2,68a | 625t314a 2,270,462
50 200 3+0a 8,5+2,06a 5,5+ 2,06 a 2,05+0,42a
50 300 | 4,33+1,85a 6,66 + 1,85 a 2,33+1,33a 1,05+ 0,45 a
Tratamiento 100 0 5+1,35a 14,25+3,92 a 9,25+4,8a 0,6+0,37a
100 | Origen | 50 75+29a 85+29a 1+0a 0,440,224 a
100 p?:n'tzss 100 | 3+1,08a 17,25+563a | 14,25+6,04a 08+0,21a
100 200 5+1a 13,5+3,75a 85+4,4a 0,44+0,11a
100 300 | 8,25+5,02a 22,5+ 1,65a 14,25+3,79 a 0,79+0,26 a
Tratamiento 200 Origen 0 12,5+15a 21,5+6,5a 9+8a 0,15+0,08 a
200 | delas | 50 145+75a 155+75a 1+0a 0,09+0,04a

200 | PlaMtas Mg 0£0 0£0 0£0

200 200 0+0 0+0 0+0

200 300 0+0 0+0 + 0+0
Tratamiento | 300 Origen 0 125+0,5b 14+0b 1,5+0,5a 0,15+0,08 a
300 | delas | 50 | 14,66+1,76b 19+3,46b 433+333a 0,2+ 0,06 a

300 | PMS Mg 0£0 0£0 0£0 0£0

300 200 0+0 0+0 0+0 0+0
300 300 65+05a 75+05a 1+0a 0,15+0,01a

Estos resultados sugieren que la salinidad puede tener un impacto significativo en varios
aspectos de la germinacidon de las semillas. A medida que aumenta la salinidad, parece que se
retrasa la germinacién (aumento del FGD y LGD), se reduce la velocidad de emergencia y se
disminuye el indice de germinacién. En presencia de las soluciones salinas de 200 y 300 mM
NaCl, las pocas semillas que germinan lo hacen mucho mas tarde (12 y 14 dias), salvo a las
semillas producida por las plantas crecidas en presencia de 300 mM NaCl que empiezan a
germinar a los 6 dias. La germinacidn en el tratamiento control sin sal es rdpida, a los pocos dias
(maximo 6) no se registran nuevas germinaciones, pero incluso concentraciones bajas de sal de
50 mM NaCl ralentizan el proceso de la germinacién, como se refleja en los pardmetros
analizados.

La Tabla 5 muestra el efecto de la salinidad en varios pardmetros relacionados con las
plantulas: longitud del hipocadtilo (L hipoc), longitud de la radicula (L rad), longitud de la plantula
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(Lplant) e indice de vigor de la plantula (SVI). Se observa que la longitud del hipocétilo, la longitud
de la radicula y la longitud de la plantula tienden a variar en funcién del nivel de tratamiento de
salinidad y del origen de las plantas. Por ejemplo, para las plantas sin tratamiento de salinidad
(0), la longitud del hipocdtilo alcanza un pico en el origen 200. Sin embargo, a medida que
aumenta el tratamiento de salinidad, la longitud del hipocétilo tiende a disminuir. En cuanto al
indice de vigor de la plantula (SVI), también se ve afectado por el tratamiento de salinidad. En
general, a medida que aumenta el tratamiento de salinidad, el SVI tiende a disminuir. Sin
embargo, hay algunas excepciones a estas tendencias. Por ejemplo, para las plantas con un
tratamiento de salinidad de 300 y un origen de 50, el SVI es relativamente alto.

Tabla 5. Efecto de la salinidad sobre los pardmetros relacionados con las plantulas, longitud del hipocétilo, de la
radicula y de la plantula y el indice de vigor de la pldntula SVI de las semillas producidas por las plantas cultivadas en
diferentes condiciones de salinidad. Los valores representan medias + ES por placa Petri (n = 4). Letras distintas indican
diferencias significativas segtn la prueba de Tukey (intervalo de confianza 95%)

Pardmetros L hipoc Lrad Lplant Svi
Tratamiento | 0 | Origen | 0 2,15+043a 3,19t0,17a 7,081,242 2,15+0,43 a
0 p‘faen'taass 50 | 2,93£053ab 3+0,16a 672t1,18a | 2,93+0,53ab
0 100 | 2,69+0,55ab 2,66 £ 0,06 a 9,44+2,66a | 2,69%0,55ab
0 200 | 475:046b 3,12+006a | 1002+028a | 475:046b
0 300 | 3,29+0,62ab 328+007a | 1035+155a | 3,29+0,62ab
Tratamiento | 50 | origen | O 2,42+061a 3,48+0,38a 829t14a 2,42+061a
50 | delas | so | 2,08:t054a 3,14t03a 13,46+198a | 2,08+054a
s0 | P 00 [ 64642100 3,16+06a 17,83£722a | 646£2,10b
50 200 | 4,43£045ab 33£0,25a 11,55£05a | 4,43+045ab
50 300 | 2,01:021a 3,13t0,17a 95+1.21a 2,01£0.21a
Tratamiento | 100 | Origen | 0 0,99+0,23a 3,91+0,24b 436+124a 0,990,232
100 p‘f:n':ass 50 0,74 £ 0,09 a 3,65+0,17 ab 3,840,65a 0,74+ 0,09 a
100 100 | 1,03:0,12a 2,760,112 4,06+ 1,042 1,03£0,12a
100 200 | 1,63t036a 3,41+0,13 ab 95+2,77a 1,630,364
100 300 | 1,67+040a 2,94+ 0,23 ab 44+0,57a 1,67+0,40a
Tratamiento | 200 | Origen | o 0,79 £ 0,09 b 2,981 0,16 b 539t2,72a 0,79 + 0,09 b
200 p‘f:n'fass 50 0,07+0a 1,220a 0,58+0a 0,07+0a
200 100 0£0 0£0 0£0 0+0
200 200 0£0 0£0 0£0 0£0
200 300 0£0 0£0 0£0 0+0
Tratamiento | 300 | Origen | 0 0,40 0,14 ab 2,84+0,01a 2,72+1a 0,40+ 0,14 ab
300 p‘faen'fass 50 0,72£0,10b 2,55+0a 2,79+0,35a 0,72£0,10b
300 100 0£0 0+0a 0+0a 0£0
300 200 0£0 0+0a 0+0a 0£0
300 300 | 0,10:0,02a 1,73+037a 0,850,192 0,10£0,02 a

Estos resultados sugieren que la salinidad puede tener un impacto significativo en varios
aspectos del crecimiento de las plantulas. A medida que aumenta la salinidad, parece que se
retrasa el crecimiento de las plantulas (disminucidn de L hipoc, L rad y L plant) y se reduce el
indice de vigor de la plantula. Sin embargo, el valor maximo de vigor (SVI) de las plantulas de
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mas de 6, se encuentra en semillas germinadas en presencia de 50 mM NaCl, lo que indica que
esta baja concentracién puede ser éptima para el desarrollo inicial de las plantulas de L. irtaense.

4.3. Efecto de la salinidad sobre la recuperacién de la germinacion de las
semillas

Las semillas que no han germinado en las soluciones después de un breve lavado se han
pasado a nuevas placas Petri con agua destilada. La Tabla 6 presenta la recuperacién de la
capacidad germinativa en relacién con el tratamiento de la semilla de L. irtaense. Los datos se
organizan en funcion del nivel de tratamiento de salinidad (0, 50, 100, 200, 300) y el origen de
las plantas (0, 50, 100, 200, 300). Los parametros medidos incluyen el porcentaje de germinacion
(% Ger), el tiempo medio de germinacion (MGT), el primer dia de germinacién (FGD), el ultimo
dia de germinacién (LGD) y la dispersion temporal de la germinacién (TSG).

En la mayoria de los casos, los valores de todos los pardmetros son cero, lo que indica
gue no hubo germinacién en el ensayo de recuperacién. Sin embargo, hay algunas excepciones
notables. Por ejemplo, para las plantas con un tratamiento de salinidad de 200 y un origen de O,
el porcentaje de germinacién es del 20,32%, el MGT es de 1,75, el FGD es de 1, el LGD es de 3,25
y el TSG es de 2,25. Ademas, para las plantas con un tratamiento de salinidad de 300 y un origen
de 50, el porcentaje de germinacion es del 30,72%, el MGT es de 2,6, el FGD es de 1, el LGD es
de 9,25 y el TSG es de 8,25. Esto indica que estas semillas no solo fueron capaces de germinar a
pesar del alto nivel de salinidad previo, sino que también mostraron una dispersion temporal de
la germinacidn relativamente alta. Estos resultados sugieren que, aunque la salinidad puede
inhibir la germinacidn en muchos casos, las semillas de L. irtaense pueden mantener su
capacidad germinativa a pesar de un periodo expuestas a las altas concentraciones de sal.
Ademas, el origen de las plantas parece jugar un papel importante en su capacidad para germinar
bajo condiciones de alta salinidad.

Mantener la viabilidad de las semillas y su capacidad germinativa en condiciones salinas
es una caracteristica comun de las semillas de las haléfitas, que suelen sobrevivir a largos
periodos de exposicién a condiciones de elevada salinidad en el suelo. Para que la germinacién
tenga éxito son necesarias precipitaciones previas que provoquen una reduccion de la salinidad
de las capas superficiales del suelo. Se reconoce que la latencia de las semillas es un factor
importante en la ecofisiologia de las especies de zonas salinas, que pueden estar sometidas a
fluctuaciones de salinidad y humedad del suelo a lo largo del afio (KEIFFER y UNGAR, 1997). Por
ejemplo, un estudio sobre la recuperacion de la capacidad germinativa en cuatro haldfitas del
sureste de Espafia mostrd que la germinacién se produce cuando las lluvias esporddicas lixivian
temporalmente parte de las sales de los suelos (PUJOL et al., 2000).
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Tabla 6. Recuperacion de la capacidad germinativa respecto al tratamiento de la semilla de Limonium irtaense.

bardmetros % Ger MGT FGD LGD T5G
Tratamiento 0 0 00 00 00 00 0+0
0 | origen | 50 00 00 00 00 0+0
0 delas 709 0+0 0+0 0+0 0£0 0£0
plantas
0 200 00 00 00 00 0+0
0 300 0+0 0+0 00 040 040
Tratamiento | 50 0 0+0 0+0 00 040 040
50 | origen | 50 0+0 0+0 00 040 040
so | el g0 0+0 0+0 00 040 040
plantas
50 200 562+0a 0+0 00 040 040
50 300 0+0 0+0 0+0 0+0 040
Tratamiento | 100 0 0+0 0+0 0+0 0+0 040
100 | oOrigen | 50 0+0 0+0 0+0 0+0 040
100 | 9¢' 09 6,81+22a 4+0 4%0a 5+0a 1+0a
plantas
100 200 0+0 0+0 0+0 0+0 040
100 300 0+0 0+0 0+0 0+0 040
Tratamiento | 200 0 20,32+3,37a 1,75+¢0,75a | 1+0a | 3,25+125a | 2,25+125a
200 | oOrigen | 50 15,76 +2,86a 462+362a | 1+0a 240a 1+0a
200 | 913 00 7,50+ 4,783 1+0,00a 140a 240a 1+0a
plantas
200 200 22,26+4,333a 1,1240,12a | 1+0a | 2,25+025a | 1,25+025a
200 300 16,66 +4,12a 1254025a | 1t0a | 25%05a 1,5+0,5a
Tratamiento | 300 0 29,91+ 46a 1,1240,12a | 1+0a| 2,25+0,25a | 1,25+0,25a
300 | Origen 50 30,72+1,97 a 26+1,40a 1+0a| 9,25+6,92a | 8,25+£6,92 a
delas
300 plantas 100 23,61+2,65a 1,10+ 0,05 a 1+0a 2+0a 1+0a
300 200 23,61+£8,29a 1,5+0,36a 1+0a| 3,75+1,75a | 2,75+ 1,75a
300 300 37,5+4,72 a 1,02+0,02a 1+0a 2+0a 1+0a

4.4.

de germinacioén

El andlisis del efecto conjunto del origen de las semillas y las condiciones

Para entender mejor si el origen de las semillas (en este caso la concentracion de NaCl
en el agua de riego de las plantas madre) influye en las respuestas germinativas frente a la
salinidad se ha recurrido a un analisis de varianza bifactorial, siendo el factor A el origen de las
semillas (las condiciones de crecimiento de las plantas madre) y el factor B el tratamiento (las

condiciones de germinacion).

La Tabla 7 presenta los resultados de un andlisis de varianza (ANOVA) de dos factores
gue examina el efecto conjunto del origen de las semillas (las condiciones de crecimiento de las
plantas madre) y las condiciones de germinacion (tratamiento) en varios parametros de
germinacioén y crecimiento de las plantulas.
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Tabla 7. ANOVA de dos factores considerando el origen de las semillas (Factor A) y el tratamiento (Factor B)
y su interaccién (los valores indicados representan la p)

Parametro Factor A (Origen) | Factor B (Tratamiento) | A x B (Interaccion)

% Germinacion 0,510 0,000*** 0,000%**
MGT 0,262 0,000*** 0,046*
FGD 0,368 0,000*** 0,312
LGD 0,730 0,000*** 0,019
TSG 0,176 0,002** 0,207
Gl 0,102 0,000*** 0,228

SVI 0,002%* 0,000*** 0,008**
L hipocétilo 0,210 0,000*** 0,180
L radicula 0,201 0,000*** 0,207
L plantula 0,260 0,000*** 0,114

* xk k%% dep<0.05,p<0.01,yp<0.001

Los parametros incluyen el porcentaje de germinacién (% Ger), el tiempo medio de
germinacién (MGT), el primer dia de germinacién (FGD), el ultimo dia de germinacién (LGD), la
dispersidon temporal de la germinacién (TSG), el indice de germinacion (Gl), el indice de vigor de
la plantula (SVI), la longitud del hipocdtilo (L hipoc), la longitud de la radicula (L rad) y la longitud
de la plantula (L plant).

Los resultados del ANOVA indican que las condiciones de germinacién tienen un impacto
significativo en la mayoria de los parametros, pero el origen solo en caso del SVI (el indice de
vigor de la plantula). La interaccion entre el origen de las semillas y las condiciones de
germinacién también es significativa en caso del porcentaje de germinacion, la velocidad de la
germinacién (MGT) y el vigor de las plantulas (SGI).

A continuacion, se presentan en forma grafica Unicamente los pardmetros cuya
interaccion es positiva.
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Figura 13. Variacion del porcentaje de germinacion en todas las combinaciones de origen de las semillas (primer
valor) y condicion de germinacion (segundo valor) en el eje OX

La Figura 13 representa la variacidon del porcentaje de germinacion en todas las
combinaciones de origen de las semillas (primer valor) y condicién de germinacion (segundo
valor) en el eje OX.

Los valores mas altos de germinacién se observan en las combinaciones "50-0", "100-
50"y "200-0". Esto sugiere que estos tratamientos especificos son especialmente efectivos para
promover la germinacion de las semillas. También es posible que estas semillas tengan
caracteristicas genéticas que las hagan mas receptivas a estos tratamientos.

Por otro lado, hay algunas combinaciones que muestran porcentajes de germinacion
muy bajos. Estos valores bajos podrian indicar que ciertos origenes de semillas o tratamientos
no son propicios para la germinacion. Podria ser que estos tratamientos creen condiciones que
no son ideales para la germinacién, o que estas semillas tienen caracteristicas genéticas que las
hacen menos receptivas a estos tratamientos.

Es interesante notar que no hay un patrén lineal claro o consistente en la relacion entre
el origen, tratamiento y la tasa de germinacién. Cada combinacién presenta resultados distintos,
lo que sugiere que la relacidn entre estos factores es compleja y posiblemente no lineal. En
general se observa que las semillas derivadas de plantas que han crecido en presencia de sal
presentan porcentajes mayores de germinacion. Estos resultados son relevantes para futuras
investigaciones o aplicaciones practicas en la seleccion del material utilizado para el
reforzamiento poblacional o la creacién de nuevas poblaciones. En este sentido, se pueden
utilizar estos datos para seleccionar las mejores combinaciones de origen y tratamiento para
maximizar la germinacion de las semillas. Ademas, estos resultados indican que las condiciones
Optimas de crecimiento der las plantas productoras de semillas en el vivero son en presencia de
concentraciones salinas hasta 200 mM NaCl. Por esto podemos recomendar el riego de las
plantas con agua ligeramente salina.
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Figura 14. Variacion del tiempo de la velocidad de germinacion (MGT) en todas las combinaciones de origen de las
semillas (primer valor) y condicién de germinacion (segundo valor) en el eje OX

La Figura 14 resume la variacion del tiempo de la velocidad de germinacién (MGT) en
todas las combinaciones de origen de las semillas (primer valor) y condicién de germinacion
(segundo valor) en el eje OX.

Al observar el gréfico, se pueden identificar varias tendencias y patrones. Por ejemplo,
la combinacién "0-200" “50-100” y “50-300” muestran un valor de MGT significativamente alto,
cercano a 20. Esto sugiere que las semillas de este origen especifico y sin tratamiento adicional
tienen una baja velocidad de germinacién ya que su tiempo de germinacion es mas largo.

A medida que aumenta el segundo nimero en la combinacién representada en el eje
OX, que representa la concentracion de NacCl en las placas Petri, hay un aumento notable en el
MGT. Esto indica que a medida que aumenta la concentracién de sal en el medio de germinacion,
la velocidad de germinacion tiende a disminuir.

Sin embargo, cuando se analiza la variacién en funcién del origen de las semillas (el
primer nimero dentro de cada conjunto especifico) como se ve al pasar de "50-0" a "50-50" o
"100-0" a "100-50", hay una variacion en los valores del MGT que indica condiciones pueden
estar mejorando la velocidad a la cual germinan estas semillas.

En la Figura 15 se indica la variacion del indice de vigor de la plantula en todas las
combinaciones de origen de las semillas (primer valor) y condicion de germinacidn (segundo
valor) en el eje OX. En primer lugar, se nota que el valor mas alto del indice de Vigor de la Planta
(SVI) se da en la combinacidon 100-50. Este pico en el SVI sugiere que las plantas bajo estas
condiciones especificas muestran un vigor excepcionalmente alto. Esto podria indicar que la
combinacion 100-50 es particularmente favorable para el crecimiento y desarrollo de las plantas.

En segundo lugar, los valores mas bajos corresponden a los origenes 200 y 300 con los

tratamientos de 200 y 300 mM NaCl en estas combinaciones representen condiciones de estrés
para las plantas, lo que resulta en un menor vigor.
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Figura 15. Variacion del indice de vigor de la pldntula en todas las combinaciones de origen de las semillas (primer
valor) y condicion de germinacion (segundo valor) en el eje OX

El indice SVI, denominado en inglés “seedling viogour index (indice de vigor de las
plantulas) es un indice muy Uutil, ya que se calcula no sélo en funcién de la longitud de las
plantulas, sino también del porcentaje de germinacidn. Por tanto, un indice elevado indica tanto
una buena germinacién como la formacidn de pldntulas mas grandes. Sin embargo, dado que
para su calculo son necesarias las mediciones de la radicula y el hipocédtilo, el indice de
germinacion se utiliza menos que el porcentaje de germinacién. Los resultados presentados en
la Figura 12 muestran que las concentraciones de 0 y 50 mM de NaCl son dptimas. Mayores
concentraciones de sal en el medio de germinacién tienen un efecto negativo, ya que el SVI
disminuye gradualmente a medida que aumenta la concentracién de NaCl. En relacién con el
origen de las semillas, se detectan valores superiores del SVI en semillas procedentes de plantas
madre regadas con NaCl 100 mM y 200 mM.
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5. CONCLUSIONES

1. Los parametros vegetativos se ven poco afectados por los tratamientos
de salinidad, la Unica reduccidon significativa se ha observado en el
numero de hojas.

2. Las plantas producen flores, frutos y semillas viables en todos los
tratamientos, incluidos los de 300 mM de NaCl.

3. El porcentaje de semillas germinadas no alcanza el 40% en ninguno de
los cinco tratamientos ensayados, lo que supone un bajo porcentaje de
germinacién en comparacion con otras especies de este género.

4. La germinacidn 6ptima en términos de porcentaje de germinacion,
velocidad de germinacidn y SVI se observa en el tratamiento control en
ausencia de sal, o en presencia de una baja concentraciéon de 50 mM de
NaCl.

5. En el ensayo de recuperacion de la germinacidn se ha obtenido una
buena germinacidn de las semillas que has sido trasladadas de las placas
con soluciones de 200 y 300 mM NacCl, la velocidad de germinacion
reduciéndose de forma considerable.

6. Las condiciones de las plantas madre mas favorables para la capacidad
de germinacion de las semillas producidas son las de riego con
soluciones salinas hasta 200 mM NaCl.

7. Los datos obtenidos son utiles para la produccién de planta en vivero
comprobando que es riego optimo es con agua ligeramente salina.
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