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EFECTO DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION DE Limonium mansanetianum INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 GERMINACION DE LA SEMILLA

La semilla es la unidad de reproduccion y dispersion de las plantas
superiores y tienen la funcién de multiplicar, perpetuar y dispersar la especie a la
gue pertenecen. Para que la semilla cumpla con su objetivo es necesario que el
embrion se transforme en una plantula, la cual sera capaz de valerse por si
misma y, finalmente convertirse en una planta adulta. Todo ello comprende una
serie de procesos metabdlicos y morfogenéticos conocidos como
germinacién. En éste proceso una semilla en dormicion o latencia recupera su

actividad y origina una nueva planta (Azcon-Bieto y Talon (2008)).

La mayoria de las plantas experimentan en algdn momento de su ciclo
vital periodos durante los cuales su crecimiento queda temporalmente
suspendido o por lo menos retardado. Este fenémeno 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 interrupcion se debe a la presencia de
condiciones ambientales desfavorables de humedad, oxigeno y temperatura. En
tales casos hablamos de una dormicién impuesta o quiescencia. En otros
casos, no son las condiciones desfavorables la causa directa de la dormicion.
Hay semillas que son incapaces de germinar aunque se las coloque en
condiciones Optimas para la germinacion, en estos casos, la dormicién parece
estar causada por condiciones adversas dentro del propio 6rgano que entra en
esta fase de dormicién, hablandose entonces de dormicion innata o
espontanea (Barcelo et al., (2001) y Diaz de la Guarda (2004)).

Para que el proceso de germinacion, es decir, la recuperacién de la
actividad biolégica por parte de la semilla, tenga lugar, es necesario que se den
una serie de condiciones ambientales favorables como son: un sustrato humedo,
suficiente disponibilidad de oxigeno que permita la respiracion y una temperatura

adecuada para los distintos procesos metabdlicos y el desarrollo de la plantula.
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Se distinguen en el proceso de la germinacion tres fases sucesivas:

- Fase de hidratacion o toma de agua (imbibicién). Se corresponde con
una intensa absorcién de agua por los distintos tejidos que forman la semilla. Por
lo general, va acompafiada de un aumento proporcional en la actividad

respiratoria.

- Fase de germinacion. Se corresponde con el verdadero proceso de
germinacion. Durante esta fase tienen lugar en la semilla profundas
transformaciones metabdlicas que preparan el camino para la fase siguiente de
crecimiento y son, por tanto, imprescindibles para el normal desarrollo de la
plantula. En esta fase se reduce considerablemente la absorcion de agua por la

semilla.

- Fase de crecimiento. Representa la Ultima etapa del proceso de
germinacién y se corresponde con la iniciacion en la semilla de cambios
morfologicos Vvisibles, en concreto con la elongaciéon de la radicula.
Fisiologicamente esta fase se caracteriza por un constante incremento de la

absorcion de agua y de la actividad respiratoria.

Hasta la segunda fase de la germinacion los procesos son en gran parte
reversibles, a partir de la fase de crecimiento se entra en una situacion fisiolégica
irreversible, de tal manera que una semilla que haya superado la fase de
germinacion tiene solo dos posibilidades: pasar a la fase de crecimiento y dar
lugar a una plantula o morir (Pérez-Garcia y Martinez-Laborde (1994) y Hopkins
(2004)).
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1.2 BIODIVERSIDAD VEGETAL DE ESPANA Y DE LA
COMUNIDAD VALENCIANA

La biodiversidad también llamada diversidad biol6gica es segun el
Convenio Internacional sobre la Diversidad Biologica, el término por el que se
hace referencia a la amplia variedad de seres vivos sobre la tierra y los patrones
naturales que la conforman, resultado de miles de millones de afios de evolucion
segun procesos naturales y también de la influencia de las actividades del ser
humano. La biodiversidad comprende tanto la variedad de ecosistemas como las
diferencias genéticas dentro de cada especie que permiten la combinacion de
multiples formas de vida, y cuyas interacciones es fundamentan para el sustento

de la vida sobre el planeta (Convenio sobre Diversidad Biologica, 2006).

Las plantas vasculares existentes en Esparfia alcanzan las 8000 especies,
lo que representa mas del 80 % de las existentes en la UE y el 59% de las
existentes en el continente europeo. De ellas, 1500 son endemismos, es decir
que sblo se encuentran en Espafia. De hecho, casi la mitad de los endemismos

europeos son espafoles (Mufioz, 2008).

Las razones de la elevada biodiversidad en la Peninsula se deben a su
situacion geogréfica, por la cual encontramos climas muy variados. Mientras que
el resto de Europa tiene clima humedo, en Espafia encontramos clima
mediterrdneo e incluso arido, asi como humedo y areas de transicion. La
abundancia de montafias, algunas con nieves perpetuas, aumenta el numero de
hébitats y afiade zonas de clima de alta montafia a las anteriores (Fernandez,
2010).

En los datos publicados por Mateo y Crespo en 1998, cifraban la flora del
territorio Valenciano en 3.048 taxones (Tabla 1), considerando soélo hasta el
rango de subespecie y uUnicamente las plantas autéctonas, asilvestradas y

naturalizadas, que se distribuyen en 151 familias y 888 géneros.
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Tabla 1: Datos de superficie, nUmero de especies de flora vascular y de
especies endémicas exclusivas de diversos territorios administrativos de
la Union Europea.

TERRITORIO AREA, No NCENDEMISMOS | %
Km? ESPECIES
ITALIA 301.245 5.598 712 12,7
ESPANA 509.879 5.048 941 18,7
(exc.Canarias)*
GRACIA 140.317 4.992 742 14,9
PORTUGAL 91.631 2.573 150 5,8
(incl.Azores)
FRANCIA 558.342 4.630 133 2,9
COMUNIDAD 23.259 3.048 59 1,9
VALENCIANA
AUSTRIA 83.853 3.028 35 1,2
GRAN BRETANA 244.754 1.623 16 1,0
ALEMANIA (Oeste)** 356.921 2.682 6 0,2
BELGICA 30.519 1.452 1 0,1
DINAMARCA 43.075 1.252 1 0,1
SUECIA 449.790 1.716 1 0,1
HOLANDA 41.160 1.221 0 0,0

*La estimacion aproximada incluyendo la flora canaria es de 5.600 especies y
1.491 endemismos (26% del total de la flora).
** | 3 estimacién aproximada para toda Alemania es de 552.000 Km? y 3.500

especies vegetales (Crespo, 1998)

En la Comunidad Valenciana, por provincias Valencia presenta 2.560
taxones, Castellon posee 2.314 y Alicante cuenta con 2.196; aunque en la
actualidad estos valores han variado ligeramente, al haberse descubierto nuevas
plantas en estos territorios. En términos absolutos y teniendo en cuenta que la
flora espafola (excluyendo Canarias) se estima en 5.048 taxones (Tabla 1), casi
el 60,4 % de la diversidad floristica de la Espafa peninsular y Baleares se
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EFECTO DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION DE Limonium mansanetianum INTRODUCCION

encuentra representada en la Comunidad Valenciana, lo que supone una

diversidad mayor que muchos paises europeos (Mateo y Crespo, 1998).

La Comunidad Valenciana es uno de los territorios que exhibe mayor
variacion en los factores que conforman la instalacion selectiva de las especies
vegetales en la Peninsula Ibérica, debido a la orografia, su altitud que oscila
entre los 0 y 1.839 m s.n.m, la geografia, geologia y climatologia ( Mateo y
Crespo, 1998).

En la Tabla 2 podemos observar la clasificacion de los endemismos
vegetales presentes en la Comunidad Valenciana, atendiendo a las categorias
de la UICN (en la Figura 1 estan los criterios utilizados en la catalogacion)
noviembre de 1994 (Laguna et al., 1998).

Tabla 2: Clasificacion de los endemismos vegetales presentes en la

Comunidad Valenciana

EW | CR | EN VU LR | LRIc | Total | %*
nt

Endemismos de la C.V - 2 5 20 12 20 59 16,9
Endemismos delaC.Vy - 6 1 17 14 33 71 | 20,3
zonas limitrofes
Endemismos ibéricos de 1 4 4 37 46 128 220 | 62,8
amplia distribucién
Porcentajes (%)* 0,29 |1 3,43 |2,86| 21,14 | 20,57 | 51,71

(*) Porcentajes calculados respecto al total de plantas endémicas.
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1.3 MEDIDAS DE CONSERVACION DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA

Las especies amenazadas exigen medidas de conservacion para
mantener o mejorar sus niveles poblacionales y asegurar su supervivencia a
largo plazo cuando ésta sea posible (Fiedler y Jain, 1992; Bafares, 2002). La
conservacion de la flora amenazada se desarrolla a través de cuatro grandes
tipos de medidas:

Cientificas: son las que mejoran el conocimiento relativo a la propia especie y
su estado poblacional, a los factores que la regulan e inciden sobre ellay a las
actividades necesarias para su conservacion. Como ejemplos tendriamos el
censo de un taxon, un estudio de germinacion, asi como, la investigacion sobre

la efectividad de las plantaciones.

Técnicas: son aquellas que conllevan el manejo directo de las plantas y de su
entorno, ya sea dentro del habitat (medidas in situ) o fuera de éste (ex situ),
como los bancos de germoplasma, los centros de produccién y cultivo de plantas
y las colecciones vivas de ejemplares de especies amenazadas.

Juridicas: son medidas que permiten desde distintos niveles beneficiar la
permanencia o0 mejora de las poblaciones de especies amenazadas. Existe un
amplio grupo de normas que favorecen dicha preservacion a través de la
prevencion de dafios a los habitats, las cuales podemos encontrar en apartados
concretos de las legislaciones forestal, del paisaje, hidroldégica o de costas; sin
embargo la conservacion de las especies amenazadas se ordena especialmente
a través de la proteccion legal, tanto de las plantas como de sus hébitats. Ambas
formas de proteccidon poseen su base en la reciente Ley 42/2007, de 13 de
diciembre, del Patrimonio Natural y de la Biodiversidad. La proteccion legal de la
flora valenciana queda recogida en el decreto 70/2009, de 22 de mayo, del
Consell, por el que se crea y regula el Catalogo Valenciano de Especies de Flora
Amenazadas y se regulan medidas adicionales de conservacion y en la que

encontramos los siguientes puntos y categorias:
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1. En desarrollo del articulo 55.3 de la Ley 42/2007, de 13 de diciembre,
del Patrimonio Natural y de la Biodiversidad, se establece el Catalogo
Valenciano de Especies de Flora Amenazadas, integrado por los
taxones del anexo | de este decreto.

2. Las especies del Catalogo Espafiol de Especies Amenazadas gozaran
en la Comunitat Valenciana de un nivel de proteccién igual o superior
al que poseen en dicho Catalogo.

3. El Catdlogo Valenciano de Especies de Flora Amenazadas se
compone de las siguientes categorias:

a) En peligro de extincion: incluye los tAxones cuya supervivencia
es poco probable si los factores responsables de su situacion
prevalecen.

b) Vulnerable: incluye los taxones susceptibles de pasar a la
categoria anterior en un futuro inmediato si los factores adversos
responsables de su situacion prevalecen.

4. La Conselleria competente en materia de medio ambiente centrara sus
esfuerzos de conservacion en los taxones catalogados que cumplan la
condicién de ser endemismos exclusivos valencianos, o de poseer en
la Comunitat Valenciana gran parte de los efectivos espafioles o

peninsulares.

También encontramos instrumentos internacionales como el convenio de
Berna y la Directiva Habitats que se han ido haciendo efectivas por su
incorporacion progresiva al Catalogo nacional de especies Amenazadas (CNEA),
creado mediante el Real Decreto en 1990. Las especies valencianas protegidas
por el anexo IV de la Directiva Habitats, en su mayoria listadas ademas en el
anexo Il, plantas para las que es obligatorio disponer de sitios en la Red Natura
2000, son:° Apium repens, Diplotaxis ibicensis, Euphoribia nevadensis s.s.,
Helianthemum caput-felis, Kosteletzkya pentacarpa, Marsilea batardae, M.
guadrifolia, M. strigosa, Riella helycophylla, Sideritis glauca, Silene hifacensis,
Spiranthes aestivalis y Teucrium lepicephalum. Por su parte las plantas incluidas
en el CNEA son Cistus heterophyllus, Lepidium cardamines, Limonium

perplexum y Medicago citrina.
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Sociales: Los programas de recuperacién de especies amenazadas y las
estrategias de conservacion de flora tienen pocas garantias de éxito si no se
complementan con medida sociales de tipo formativo, educativo e informativo.
Estas medidas estan especialmente destinadas a generar una conciencia
popular de apoyo a las actividades descritas anteriormente (Aguilella et al.,
2009).
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1.4 CATEGORIAS DE LA LISRA ROJA DE LA UICN

Las listas rojas producidas por la Union Mundial para la Naturaleza (UICN)

se han utilizado durante los ultimos 30 afos, a continuacibn enumeramos las

diferentes categorias:

1.

Extinto (EX): Un taxon estd Extinto cuando no queda duda alguna que el
altimo individuo ha muerto. Se presume que un taxon esta Extinto cuando
prospecciones exhaustivas de sus habitats, conocidos y/o esperados, en
los momentos apropiados (diarios, estacionales, anuales), y a lo largo de
su area de distribucion histérica, no han podido detectar un solo individuo.
Las busquedas deberan ser realizadas en periodos de tiempo apropiados
al ciclo de vida y formas de vida del taxon.

Criticamente amenazado (CR): Un taxon esta En peligro critico cuando
la mejor evidencia disponible indica que cumple cualquiera de los criterios
A - E para En peligro critico (Figura 1). Por consiguiente, se considera
que se esta enfrentando a un riesgo extremadamente alto de extincién en
estado silvestre.

En peligro (EN): Un taxdn esta En peligro cuando la mejor evidencia
disponible indica que cumple cualquiera de los criterios A - E para En
peligro (Figura 1). Por lo cual, se considera que se esta enfrentando a un
riesgo muy alto de extincion en estado silvestre.

Vulnerable (VU): Un taxdén esta en la categoria de Vulnerable cuando
cumple cualquiera de los criterios A - E para Vulnerable (Figura 1).

Casi amenazado (NT): Un taxdén estd en la categoria de Casi
amenazado, cuando ha sido evaluado segun los criterios y no satisface,
actualmente, los criterios para En peligro critico, En peligro o Vulnerable,
pero esta cercano a satisfacer los criterios, o posiblemente los satisfaga
en un futuro cercano.

Preocupaciéon menor (LC): Un taxon estd en la categoria de
Preocupacion menor cuando habiendo sido evaluado, no cumple ninguno
de los criterios que definen las categorias En peligro critico, En peligro,
Vulnerable o Casi amenazado. Se incluyen en esta categoria taxones

abundantes y de amplia distribucion.
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7. Datos insuficientes (DD): Un taxdn pertenece a la categoria Datos
insuficientes cuando no hay informacion adecuada para hacer una
evaluacion, directa o indirecta, de su riesgo de extincion, con base en la
distribucion y/o el estado de la poblacion. Un taxdn en esta categoria
puede estar bien estudiado y su biologia ser bien conocida, pero carecer
de datos apropiados sobre su abundancia y/o distribucion. Datos
insuficientes no es por tanto una categoria de amenaza. Al incluir un
taxon en esta categoria se indica que se requiere mas informacion y se
reconoce la posibilidad de que investigaciones futuras demuestren que
una clasificacion de amenaza pudiera ser apropiada. Es importante hacer
un uso efectivo de cualquier informacion disponible. En muchos casos
habra que tener mucho cuidado en elegir entre datos insuficientes y una
condicion de amenaza. Si se sospecha que la distribucion de un taxén
esta relativamente circunscrita si ha transcurrido un periodo considerable
de tiempo desde el Ultimo registro del taxén, entonces la condicién de
amenazado puede estar bien justificada.

8. No evaluado (NE): Un taxon se considera No evaluado cuando todavia

no ha sido clasificado en relacién a estos criterios
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INTRODUCCION

La UICN utiliza diversos criterios y subcriterios para catalogar una especie:

CriTerios (A-E)

En Peuicro CRiTico

En PELIGRO

A. Reduccion del contingente total de in

dividuos maduros

1. Reduccion reversible y detenida

>90% en 10 aos
0 3 generaciones

> 70% en 10 anos
0 3 generaciones

> 50% en 10 anos
0 3 generacionces

2. Reduccion en curso

> 80% en los ultimos
10 afios 0 3 generaciones

> 50% en los dltimos
10 aflos o 3 generaciones

> 30% en los altimos
10 aflos o 3 generaciones

3. Reduccién proyectada

> 80% en los préximos
10 afios 0 3 generaciones

> 50% en los proximos
10 afios o 3 generaciones

> 30% en los préximos
10 afios o 3 generaciones

4. Reduccion en curso ¥ proycc[ada

> 80% en 10 afos
0 3 generaciones, incluyendo
tiempo pasado v fururo

> 50% en 10 anos
0 3 generaciones, incluyendo
tiempo pasado y fururo

> 30% en 10 afios
o 3 generaciones, incluyendo
tiempo pasado v futuro

Estos cuatro subcriterios han de basarse en alguno de los siguientes elementos: (a) observacion directa; (b) indice de abundandia apropiado para el taxon;
(c) reduccion del drea de ocupacitn, extensian de presencia v/o calidad del hibitat ; (d) niveles de explotacion reales o potenciales; (¢) efecto de taxones
introducidos, hibridacién, patdgenos, contaminantes, competidores o parasitos.

B. Distribucion geografica reducida (*)

1. Extension de presencia

<100 km?

< 5.000 km?

< 20.000 km?

2. Area de ocupacion

<10 km?

< 500 km?

< 2.000 km?

() Fragmentacion severa o:

Y al menos dos de los siguientes subcriterios:

1 sola localidad

‘ No mas de 5 localidades

‘ No mas de 10 localidades

(b) Disminucion continua basada en: (i) extension de presencia; (if) drea de ocupacion; (iii) area, extension y/o calidad del habitat; (iv) nimero de locali-
dades o poblaciones; (v) nimero de individuos maduros.

maduros.

(c) Flucruacién extrema basada en: (i) extension de presencia; (ii) drea de ocupacion; (iif) mimero de localidades o poblaciones; (iv) mimero de individuos

C. Niamero de individuos maduros y disminucion continua

<250

| <250

<10.000

Y alguno de los siguientes subcriterios:

1. Disminucion continua ‘

25% en 3 afios o 1 generacion

‘ 20% en 5 afios o 2 generaciones

10% en 10 afios

03 generaclones

2. Disminucién continua observada, proyectada o inferida y una de las siguientes caracteristicas:

(a) Estructura de la poblacion en una de las dos opciones siguientes

(i) Ninguna poblacion contiene ma

s de:

50 individuos

‘ 250 individuos

‘ 1.000 individuos

(if) Estd en algunas poblacién al menos el:

90% de los individuos

‘ 95% de los individuos

100% de los individuos

(b) Fluctuaciones extremas en el nime

ro de individuos maduros

D. Numero de individuos maduros

<50

\ <250

1. <1.000

2. Ateade ocupacion <20 km*
o menos de 5 localidades,

E. Analisis cuantitativo que sefale la probabilidad de extincion

con amenazas constatables

50% en 10 afios 0 3 generaciones

20% en 20 aios o 5 generaciones

10% en 100 anos

(*) Extension de presencia es el area contenida en el poligono dibujado con los puntos periféricos que unen los lugares donde se presenta un taxon. Area
de ocupacion es el area donde realmente se encuentra el taxdn, ya que la extension de presencia puede incluir zonas donde no se encuentre o donde

el habitat no sea el adecuado.

Figura 1: Criterios de la UICN para catalogar las especies
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1.5 EL GENERO Limonium

El género Limonium Mill. pertenece a la familia Plumbaginaceae y la
mayor parte de las especies son plantas perennes con rosetas cortamente
ramificadas (hemicriptéfitos rosulados) que emiten tallos floriferos de desarrollo
estacional, escapos florales. Mas raramente son plantas perennes con tallos
robustos portadores de hojas helicoidalmente esparcidas, que a veces se elevan
unos decimetros (caméfitos) como el Limonium estevei incluso alcanzan casi
tres metros (fanerofitos), como el endemismo canario L. dendroides. Finalmente,
se pueden encontrar plantas anuales de ciclo estacional (terdéfitos) como L.
echiooides. Entre los representantes valencianos solamente aparecen los

hemicriptofitos y terdfitos.

Segun Kubitzky (1993), este género incluye unas 400 especies con una
presencia de al menos 107 en la Peninsula Ibérica e Islas Baleares. Con un total
de 87 taxones de caracter endémico (Crespo y Lled6, 1998).

Se puede considerar como el género con un mayor nimero de tdxones
amenazados en Espafa. En la lista roja de la flora vascular espafiola de 2008,
considerando las especies canarias, se incluyen un total de 73 taxones
amenazados, de ellos 32 en peligro critico (CR), 17 en peligro (EN) y 24 como
vulnerables (VU) (Moreno, 2008). Por lo que respeta a la Comunidad Valenciana
existen un total de 26 especies y 7 hibridos. De todos estos taxones, el 42% se
encuentran protegidos por el Decreto 70/2009 por el cual se crea y se regula el
Cataleg Valencia d’Espécies de Flora Amenacades: 23% de especies y
subespecies estan catalogadas como en peligro de extincion (anexo 1), 4% como
especies protegidas pero no catalogadas (anexo IlI) y el 15% en especies

vigiladas (anexo IlI).

La mayoria de las especies del género Limonium se han venido
considerando tradicionalmente como halofitos estrictos, que colonizan ambientes
altamente salinos y frecuentemente hiumedos. No obstante, dado que crecen con
igual vitalidad en suelos ricos no estrictamente salinos, puede decirse que han
desarrollado la habilidad de combinar la resistencia a ambientes muy secos con

la halotolerancia (Llorens et al., 1992).
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La mayor parte de los tédxones se distribuyen en las regiones
mediterraneas y macaronesica. Este género quiz4 sea uno de los mas ricos
microendemismos (endemismos de area muy reducida y normalmente escasa
diferenciacion morfolégica) ya que cada saladar o acantilado presenta sus

propios limoniums exclusivos (Crespo y Lledo, 1998).

Las especies de Limonium son frecuentes y hasta dominantes en
acantilados costeros (Limonium dufourii y L. scopulorum), a su vez, los podemos
encontrar en saladares litorales y continentales (L. caesium y L. cavanillesii).
También habitan terrenos yesosos y margosos de areas semiaridas o muy
secas, con alto contenido de sales en la superficie debido a fuertes procesos de

evaporacion (L. sucronicum y L. thiniense).

1.6 Limonium mansanetianum

1.6.1 Descripcion

El Limonium mansanetianum M. B. Crespo & M. D. Lled6, Gen. Limonium
Com. Valenciana: 97 (1998) [sp. Nov.] es una planta perenne, de tallos escasos
0 numerosos, Mas o menos densamente papilosa en todas sus partes. Posee
una roseta basal ramificada de 1-5 cm de longitud, densa o escasamente
ramificadas y con abundantes hojas en su parte superior. En cuanto a las hojas
de la roseta basal son verdes en la floracibn o en parte marchitas. Y las hojas
caulinares inferiores son escuamiformes, parduscas, de 2-5 mm de longitud y
con forma triangular-acuminadas. Los escapos florales son papilosos en toda su
longitud, mas o menos robustos, con una longitud de 20-50(70) cm, erectos,
ramificados en su mitad o tres cuartos superiores. Las ramas estan dispuestas
disticamente, de hasta 20 cm. Tiene una inflorescencia paniculada de forma
rombica. Y las espigas tienen un tamafio de 15-60 mm de longitud generalmente
secundas. A su vez las espiguillas son de 4'5-5'5 mm, con 2-3 flores y laxamente
dispuestas. Los pétalos tienen un color violaceo palido. Y la floraciéon se da entre

los meses de julio y septiembre (Crespo y Lledo, 1998).
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Figura 2: Esquema de las partes del Limonium mansanetianum

Figura 3: Planta adulta de Limonium mansanetianum
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1.6.2 Habitat y Localizacién

El Limonium mansanetianum habita sobre arcillas rojas yesiferas del
Keuper y otros sustratos yesosos, sobre suelos con apreciable humedad edéfica.
Tiene preferencia por zonas muy soleadas y generalmente terrenos o laderas
poco inclinadas. Su Optimo se encuentra en formaciones vegetales de
albardinares gipsicolas de Lygeo-Stipetea tenacissimae, acompafado por
Lygeum spartum, Dactylis hispanica, Ononis tridentata, Atractylis gummifera,
Anthyllis cytisoides o Hyparrhenia sinaica, entre otras. Esta especie la
encontramos instalada bajo el ombroclima seco y dentro del piso

termomediterraneo (Laguna et al., 1998).

Figura 4: Plantacion de Limonium mansanetianum en la Font Amarga

Dicha especie se localiza Unicamente en una pequefia extension del
sudeste de la provincia de Valencia, concretamente en los términos municipales
de Xativa, Manuel y Villanueva de Castellon (Ver situacién en la Figura 5)

PROYECTO FINAL DE CARRERA LORENA ALFONSO MARTI
16



EFECTO DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION DE Limonium mansanetianum INTRODUCCION

P cites recientes 2001 - )

Citas 1980 - 2000
Fuente Mapa: Conselleria de Medi Ambient, Aigua, Urbanisme | Habitatge
Pericdo de chservacion: 1998 - 2010

Figura 5: Localizacion de la poblaciéon de Limonium mansanetianum

Se conocen siete ndcleos poblacionales, los datos de los cuales los
podemos observar en la Tabla 3, que por su cercania y conexién geogréfica
probablemente correspondan a una Unica poblacion biol6gica donde apenas
alcanzan un kildbmetro cuadrado de extensién con un total de 37720 individuos
(Navarro et al., 2007). En la Figura 6 podemos observar el area de ocupacion
del Limonium mansanetianum en el paraje de La Font Amarga (Villanueva de

Castellon).
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Tabla 3: Censo y datos de las diferentes poblaciones realizado en 2007

Localidad Municipio | UTM 1x1 Censo Area de ocupacion
Km 2007 (m?)
Font Amarga Villanueva YJ1525 17.325 15.546
de YJ1524
Castellon
Les Salines Manuel YJ1625 7.244 1.260
Barranc Llarg A YJ1524 67 142
Barranc Llarg B Xativa YJ1524 606 9.383
Barranc Llarg C YJ1624 2.085 1.290
Casade Tena A Xativa YJ1624 372 309
Casade TenaB YJ1624 135 98
El Pol Xativa YJ1424 9.886 6.708
YJ1423
Total 37.720 34.736
PROYECTO FINAL DE CARRERA LORENA ALFONSO MARTI
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Areas de acupacionde Limonium mamsanetuanum en los alrededores S e UTH VA4, VA

s "Fuents Ama‘rga' (Villa nueva de Castslion) e 12900
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Figura 6: Area de ocupacion del Limonium mansanetianum en la Font Amarga
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1.6.3 Amenazas y catalogacion

La principal amenaza a la que esta sometida dicha especie la constituye
el trafico rodado (quads, motos, coches, bicicletas) debido a la cercania de las
poblaciones de Limonium mansanetianum a zonas de recreo muy tradicionales
para las poblaciones cercanas (Figura 7) y que ha provocado a lo largo de los
afios una gran compactacion del suelo, que junto con el cambio en los usos del
suelo de transformaciones agrarias, creacion de merenderos, canteras y
vertederos de residuos sélidos han producido una fragmentacion de la
vegetacion gipsicola. Y consecuentemente la disminucién de las poblaciones y el

namero de ejemplares.

Figura 7: Marcas del trafico rodado, principal amenaza para el Limonium

mansanetianum.

Dentro de la iniciativa comunitaria Interreg 11IB MEDOCC1, se realiz6 el
proyecto llamado SEMCLIMED entre los afios 2006-2008, un proyecto que se
circunscribe dentro del trabajo en red disefiado y precedido por el anterior
proyecto ENMEDOC, dedicado a la conservacion ex situ de recursos genéticos

de flora silvestre a través de cooperacién entre bancos de semillas del
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Mediterrdneo occidental. El desarrollo de este proyecto permiti6 establecer
metodologias comunes de trabajo y fijar nuevos objetivos colectivos para la
conservacion vegetal frente al inminente cambio climéatico. Junto con la
colaboracion del CIEF (Centro para la Investigacion y Experimentacion Forestal
y el Banc de Llavors Forestals de la Generalitat Valenciana) escogieron el
Limonium mansanetianum como una de las especies objeto de estudio de
elevado interés cientifico y con la que es necesario desarrollar actividades de
gestion y conservacion dentro de sus habitats naturales, en este caso en
concreto los yesos tridsicos (facies germanica del Keuper) que afloran en la
unidad geoldgica que afecta a la localidad de Villanueva de Castellon (Valencia).

Objetivos y etapas de la accion:
1. Delimitacion y evaluacion del estado actual de las poblaciones de

Limonium mansanetianum.

Recoleccion de semilla de los diferentes nucleos de la poblacion.

w

Caracterizacion de semillas, estudio de la capacidad de
germinacion, del estado sanitario, etc.

Produccion de planta en vivero.

Informacioén a los Ayuntamientos e instituciones competentes.

Introduccion de planta sobre el territorio.

N o g &

Seguimiento de la accién, conocimiento de la mortalidad de plantas

de supervivencia, etc.

o

Andlisis de los resultados.
Etapa de difusion y divulgacién. Carteles y paneles indicando el

trabajo realizado y los fondos de financiacion.

Hasta la fecha se han realizado hasta la etapa numero 6, el resto de
etapas estan programadas. Durante la plantacion se introdujeron un total de
1500 plantas para el reforzamiento poblacional de Limonium mansanetianum en
Villanueva de Castellon. La accion se ejecuté a cargo de la brigada de
Microrreservas de Flora Valenciana junto con la del Banc de Llavors de la
Generalitat Valenciana, y como responsables de la accién los coordinadores

técnicos del CIEF.
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El Ayuntamiento de Villanueva de Castellon estd llevando a cabo los
tramites pertinentes para declarar la zona como microreserva y otorgarle la
proteccion adecuada para preservar la conservacion del Limonium

mansanetianum.

El Limonium mansanetianum M.B. Crespo & M.D. Lled6 lo encontramos
en el ANEXO | ESPECIES DEL CATALOGO VALENCIANO DE ESPECIES DE
FLORA AMENAZADAS como Vulnerable.

Y segun lo establecido por la Union Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza (UICN) en 2008, el dicha especie se encuentra en la categoria de
En Peligro Critico (CR), como queda definido en los criterios Blab (iii,iv,v) +
2ab(iii,iv,v) (Moreno, 2008).

1.7 OBJETIVOS

El conocimiento de la influencia de los factores ambientales en la
germinacion es de enorme interés para la conservacion de especies
amenazadas, ya que permite disefiar protocolos de germinacion adecuados para

la produccién y propagacion de plantas.

El objetivo de este proyecto es disponer de la mayor cantidad de
informacion sobre la biologia germinativa del endemismo valenciano Limonium
mansanetianum; y para ello realizaremos un ensayo con diversos factores,
temperatura y salinidad, con el fin de encontrar las condiciones Optimas de
germinacion, y asi obtener datos que sirvan para mejorar su gestion y
conservacion. En definitiva, poder producir la mayor cantidad de planta,
optimizando al maximo los recursos, que nos serviran para futuros trabajos de

repoblacion.

Realizaremos varios ensayos, en los cuales se estudiara el

comportamiento germinativo del Limonium mansanetianum a diferentes
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regimenes térmicos (10, 15, 20, 20/25°C) buscando el 6ptimo y también la
influencia de diversas concentraciones salinas (0.5-3%) en el total de semillas
germinadas. Ademas comprobaremos si las semillas mantienen su capacidad
germinativa después de haber estado bajo la influencia de éstas soluciones
salinas y tras su exposicion prolongada a soluciones hipersalinas de 4% y 8% de
NaCl y a una temperatura constante de 4°C durante dos meses en oscuridad

total.
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2 MATERIAL Y METODOS

2.1 ENSAYOS DE GERMINACION

2.1.1 Material vegetal

Para el presente estudio de germinacion se han utilizado semillas de
Limonium mansanetianum, proporcionadas por el Centro para la Investigacion
y la Experimentacién Forestal (CIEF), Conselleria de Medi Ambient, Aigua,
Urbanisme i Habitatge de la Generalitat Valenciana.

Se han utilizado semillas recolectadas en diferentes anos: 2004, 2007,
2008 y 2009 del paraje natural Les Salines (Manuel) y de La Font Amarga
(Villanueva de Castell6n).

Estas semillas fueron conservadas en el Banc de Llavors Forestals del
CIEF, el cual posee una coleccion de accesiones de germoplasma de plantas
amenazadas, desde que estas fueron recolectadas hasta su utilizacion. La
técnica de conservacion, consiste en el mantenimiento de semillas con bajos
niveles de humedad en recipientes herméticos, a temperaturas comprendidas
entre 4y 5°C.

Para la realizacion de dicho estudio se tuvo que hacer una limpieza
previa del material proporcionado por el CIEF, y asi obtener semillas viables
para los ensayos. La limpieza consistia en poner en la palma de la mano unas
cuantas espiguillas (alrededor de 30-40) y con los dedos de la otra mano
realizar movimientos circulares suaves, para evitar posibles dafios sobre las
semillas, asi obtener directamente semillas limpias y espiguillas de las cuales
se habia desprendido la parte mas externa. Estas Gltimas las observabamos
con una lupa y con la ayuda de unas pinzas y una lanceta quitdbamos las

envolturas obteniendo finalmente la semilla.
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En todas las espiguillas no aparecen semillas y realizamos una
estimacion del cuajado para ver el porcentaje de semillas existente en cada
lote. Para obtener el numero de semillas necesario (3700) se han utilizado 4
lotes diferentes, pero no se ha tenido en cuenta las semilla a que lote
pertenecian. Los datos obtenidos los podemos observar en el capitulo de
resultados.

Figura 8: Semillay espiguilla

2.1.2 Ensayos de germinacién en condiciones controladas

Para evaluar la respuesta germinativa de las semillas de Limonium
mansanetianum se han ensayado seis concentraciones diferentes de NaCl: 0.5,

1,15, 2,25y 3% (p/v). Y un ensayo control con agua destilada.

En cada uno de los tratamientos se han utilizado cuatro repeticiones con
veinticinco semillas en cada placa Petri, que posteriormente se dispusieron en
cuatro camaras de germinacion bajo condiciones de temperaturas controladas
de 10°C, 15°C, 20°Cy 20/25°C.

Figura 4: Preparacién de las Figura 5: Placa Petri con 25
placas semillas
PROYECTO FINAL DE CARRERA LORENA ALFONSO MARTI
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Figura 9: Camara de germinacion

Por tanto, en cada camara de germinacion teniamos los siete ensayos,
el control y las diferentes concentraciones salinas. Y para cada tratamiento 4

réplicas con 25 semillas por placa.

Control

0.5 % NacCl
Réplica1
1 % Nadl
Réplica 2 = 25 semillas
Camara germinadora a X°C ': 1.5 % Nad ¢

Réplica 3
2% NaCl
Réplica 4
2.5 % Nad
\
3% NaCl

Figura 10: Esquema para cada camara de germinacion
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Y el numero total de semillas utilizado es de 2800 semillas, repartidas en
4 (temperaturas) x 7 (ensayos) x 4 (réplicas) x 25 (semillas por placa).

Las siembras se realizaron en condiciones estériles en una camara de
flujo laminar. Se distribuyeron las semillas homogéneamente sobre el disco de
papel de filtro en la placa Petri, después se le afiadié 6 ml de agua destilada
para el control o la misma cantidad para los ensayos con distintas
concentraciones de NaCl (0.5-3%), consiguiendo asi que la semilla estuviera
en contacto con el agua pero no sumergida. Posteriormente se sellaron las
placas con parafilm, para evitar la desecacion del filtro y se dispusieron en cada
una de las cuatro cAmaras de germinacion los siete ensayos con sus cuatro

réplicas.

Con el fin de evitar el posible estrés hidrico por desecacion, las placas
se humedecian con agua destilada, para no modificar las concentraciones
salinas iniciales, hasta el punto de saturacién cuando se apreciaba que el papel

de filtro se secaba.

2.1.3 Control de la germinacion

El control de la germinacion se realizé durante 35 dias. El conteo de las
semillas germinadas se efectu6 diariamente, tomando como criterio de
germinacion la aparicion de la radicula de tamafio 2 mm de longitud (I.S.T.A.,
1985; Pérez-Garcia y Duran, 1989; Suszka et al., 1994), en ese momento se

retiraban de la placa para su posterior cultivo.

Figura 11: Semillas germinadas
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2.2 ENSAYO DE LAS SEMILLAS NO GERMINADAS EN
CONDICIONES SALINAS.

Las semillas que no habian germinado del ensayo de germinacion inicial
para concentraciones salinas iguales o superiores a 1.5%, se trasladaron a

nuevas placas Petri con el filtro humedecido de agua destilada.

La nueva siembra consistia en trasladar las semillas no germinadas a
partir de la concentracion salina de 1.5% a nuevas placas, manteniendo las
condiciones de temperatura de los ensayos iniciales y referenciandolas con la

concentracion salina y niumero de réplica del primer ensayo.

2.2.1 Control de larecuperaciéon

El seguimiento de la germinacion fue diario, contando como dia uno el
dia en el cual se trasladaron las semillas a las nuevas condiciones; Como
criterio de germinacion se consideré que una semilla habia germinado cuando
su radicula era superior a los 2 mm de longitud y en ese momento se retiraban

de la placa para su posterior cultivo.

2.3 ENSAYO DE RESISTENCIA DE LAS SEMILLAS A
CONDICIONES DE HIPERSALINIDAD

Se realizd un ultimo ensayo de germinaciéon con semillas que habian
estado previamente a temperatura de 4°C bajo condiciones hipersalinas y
durante dos meses, completamente cubiertas con papel de aluminio para evitar

gue pudieran germinar.
Se realizaron dos ensayos diferentes con soluciones al 4% y al 8% de

NacCl, cada uno con 9 réplicas y 25 semillas, que se dispusieron en una nevera
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a 4°C durante dos meses en oscuridad total. Pasado este tiempo, se
trasladaron las semillas a nuevas placas Petri con agua destilada que

posteriormente se introdujeron en camaras germinadoras a 10°C y a 15°C.

En cada camara germinadora habia 4 réplicas del tratamiento a 4% de

solucion salina y otras 4 para la solucion de 8 % con 25 semillas en cada una.

2.3.1 Control de larecuperaciéon

El seguimiento de la germinacion fue diario, contando como dia uno el
dia en el cual se trasladaron las semillas a las nuevas condiciones. Como
criterio de germinacion se consideré que una semilla habia germinado cuando
su radicula era superior a los 2 mm de longitud y en ese momento se retiraban

de la placa para su posterior cultivo.

2.3.2 Determinacién de la velocidad de germinacion

El Tso es el pardmetro mas utilizado para determinar la velocidad de
germinaciéon. Se calcula en numero entero de dias y corresponde al tiempo
necesario para obtener el 50% de la capacidad germinativa del lote (Come,
1970). Tal valor se puede calcular por interpolacion linear segun la férmula de
Coolbear et al., (1980), ligeramente modificada segun la definicion ofrecida por
Thanos y Doussi (1995):

Donde:

N= porcentaje final de semillas germinadas
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N;= porcentaje de semillas germinadas por debajo de N/2
N,= porcentaje de semillas germinadas por encima de N/2
T1= numero de dias que corresponden a N

T,= numero de dias que corresponden a N,

2.4 TRATAMIENTO ESTADISTICO Y GRAFICO DE LOS DATOS

Los datos de germinacion obtenidos de las diferentes experiencias se trataron
mediante Microsoft Office Excel (2007) y estadisticamente mediante el
programa Statgraphics (version 4.1).

Como parametros se calcularon:

e La media aritmética de las cuatro réplicas para cada concentracion y
para cada una de las temperaturas.

e El Ty para los diferentes ensayos.

e El error estdndar de la media y del Tso.

e ANOVA factorial.

Todos los datos obtenidos se representaron en tablas y graficos para

facilitar su lectura.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

Para obtener la mayor cantidad de informacién acerca de la germinacion
del Limonium mansanetianum se realizaron diversos ensayos con el fin de

determinar:

e El porcentaje de semillas germinadas medio acumulado para cada
concentracion y temperatura. Cruzando ambas variables entre si.

e El efecto de la temperatura y la salinidad en la velocidad de germinacién
del Limonium mansanetianum mediante el parametro del Tso. Estos
resultados se complementan con los datos mostrados en las tablas donde
se incluye el dia de inicio de la germinacion (dia en que se observan las
primeras semillas germinadas) y el dia final (dia en que germind la ultima
semilla).

e El porcentaje de semillas germinadas medio después de haber estado
sometidas a diversas concentraciones salinas (1.5, 2, 2.5 y 3%) y en

condiciones de hipersalinidad (4% y 8%).

A lo largo de este capitulo, los resultados se han expresado como media
del porcentaje de germinacién de las cuatro repeticiones de 25 semillas por placa.
Se expresan en funcidon de las distintas concentraciones y temperaturas. Asi

como el promedio de las cuatro réplicas del Tso para cada tratamiento.

Los resultados se presentan graficamente, mostrando los porcentajes
finales para cada tratamiento y temperaturas. También se representa la evolucion

en el tiempo de los distintos ensayos.

3.1 ESTIMACION DEL CUAJADO

Para la realizacion de los ensayos de germinacion a partir del material
recolectado que incluye espiguillas se procedia a la limpieza para la obtencion de
las semillas. El numero de semillas obtenido a partir del nimero de espiguillas se
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puede emplear como una estimacion del porcentaje de cuajado y formacién de
semillas. En la Tabla 4 se recogen el nUmero de semillas obtenidas por lotes de

25 espiguillas
Tabla 4: Semillas viables para cada lote
NUumero de semillas viables por lote de 25 espiguillas
2004 2007 2008 2009
7 8 1 8
8 8 2 7
9 11 0 12
14 11 3 8
6 9 1 12
10 2 5
11 0 13
8 0 9
11 11 1 10
9 10 2 11
10 10 1
8 9 0 9
10 2 12
9 3 8
8 11 2 14
13 10 1 6
12 12 2 12
10 9 2 7
8 9 1 10
9 9 3 9
% 36% 37% 6% 38%
MediazE.E 9,1+2,6 9,7t1,5 1,5+1,2 9,6+2,9
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Como podemos observar el porcentaje de espiguillas que contiene semillas

y para las del afio 2008 se ha obtenido un valor mas inferior, 6%.

es muy similar para los afios 2004, 2007 y 2009 situdndose en el entorno del 37%

3.2 EFECTO DE LA TEMPERATURA Y LA SALINIDAD SOBRE LA
CAPACIDAD GERMINATIVA DE Limonium mansanetianum:

En la Tabla 5 aparecen los valores medios de germinacion final y su error

por concentraciones salinas y el resultado del test de rango mudiltiple para las

semillas de Limonium mansanetianum, tomando como factor la temperatura a la

cual fueron incubadas las semillas. Las diferencias significativas (P<0,05) se

expresan mediante letras diferentes dentro de cada columna.

Tabla 5: Porcentajes medios de la germinacion final agrupados por

concentraciones salinas.

- 99,0+1,0 a

CONCENTRACION DE NaCl (%)
T (°C) 0 0,5 1 15 2 2,5 3
10 | 97,0:20a | 93,1¢t1,5ab | 79,1#49ab | 17,2¢4,7a | 35tl1la 4,0+2,8 a 0,0+0,0
15 | 100,0£0,0 a | 100,0£0,0c | 90,8+2,0b | 41,8466b | 26,2#95b | 12,0£35ab | 12,151 ab
20 | 96,1+2,5a | 88,7t1,7a | 79,4x46ab | 37,7¢50b | 19,7¢35b | 96+1,6a | 13,1+4,6ab
95,7+25bC | 65,2t12,6a | 21,8t1,4a | 18,4t26ab | 20,1¢4,7b | 19,1%4,6 b

En la figura (Figura 12) se puede observar como varia el porcentaje de

germinacion final de la semilla de Limonium mansanetianum en funcién de la

temperatura y la concentracién salina a la que estuvieron sometidas.
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Efecto de la temperatura en funcion de la salinidad

100 +
@ 80
e)
e
E 60 .
& T10°C
1%}
[} o
% 40 T15°C
2 T20°C
N

20 = — =—T25/20 °C

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Concentraciones de NaCl (%)

Figura 12: Efecto de la temperatura segun la salinidad en el porcentaje de

germinacion final de la semilla de Limonium mansanetianum.

Como podemos observar en la Figura 12 y Tabla 5, para el control no hay
diferencias significativas en el porcentaje de germinacion final en funcién de la
temperatura de incubacion, el valor medio se encuentra por encima del 96%.
Coincidiendo con las especies de Limonium Mill. ( L. bellidifolium, L. dufouri, L.
lobatum, L. perplexum, L. denssisimum, L. rigualii, L. scopulorum, L. thiniense, L.
interjectum, L. cofrentanum, L. sucronicum y L. parvibracteatum) analizadas por el
equipo del CIEF en el cual se realizaron ensayos a diferentes temperaturas (25,
20 y 15/10 °C) obteniendo para todos los casos porcentajes finales de

germinacioén superiores al 90% (Ferrando et al., 2010).

Cuando se compara para cada tratamiento salino el efecto de la
temperatura, se observa (Tabla 5, Figura 12) una tendencia a mayores
porcentajes de germinacion a la temperatura de 15°C para las concentraciones

salinas comprendidas entre 0,5-2%.

Respecto a la temperatura de 15°C en la concentracion de NacCl del 0,5%
hay una germinacién significativamente menor a la temperatura de 10 y 20°C
(Tabla 5).

PROYECTO FINAL DE CARRERA LORENA ALFONSO MARTI
37



EFECTO DE LA SALINIDAD Y TEMPERATURA EN LA GERMINACION DE Limonium mansanetianum RESULTADOS Y DISCUSION

Para la concentracion salina de 1% la germinacion es significativamente
menor a 25/20°C teniendo un valor del 65% de las semillas germinadas (Tabla 5),
que comparandolo con la temperatura de 15°C existe una diferencia de 25%,

siendo para el resto de temperaturas la germinacion superior al 79%.

Para la concentracion de NaCl del 1,5%, la germinacibn es menor
significativamente a las temperaturas extremas de 10 y 25/20°C con valores
alrededor del 20%. Por el contrario las temperaturas centrales de 15 y 20°C tienen

valores cercanos al 40%, el doble de semillas germinadas.

A la concentracion salina de 2% la menor germinacién producida se
encuentra para la temperatura de 10°C, germinando el 3,5% de las semillas. Sin
embargo para 15°C germinaron el 26%, lo que supone una reduccion respecto a
15°C de més del 20%.

Para las concentraciones salinas de 2,5 y 3% el mayor porcentaje de
germinacion se produce a la temperatura de 25/20°C; y en ambos casos no existe
diferencias significativas a la temperatura de 15°C, y si se observan diferencias

significativas para 10 y 20°C.

Del mismo modo que en el trabajo de Herranz (2004) para las especies
Arthrocnemum macrostachyum, Senecio auricula y Lepidium cardamine se
deduce de este ensayo, que la mayoria de las especies haléfitas germinan mejor
en agua dulce que en agua salada, aun siendo su hdbitat salobre y que al
incrementar la concentracion salina se reduce la germinaciéon de las semillas de

Limonium mansanetianum.

En la Tabla 6 aparecen los valores medios de germinacion final y su error
por temperaturas y el test de rango multiple para las semillas de Limonium
mansanetianum, tomando como factor las diferentes concentraciones a las cuales
fueron incubadas las semillas. Las diferencias significativas (P<0,05) se expresan

mediante letras diferentes dentro de cada columna.
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Tabla 6: Porcentajes medios de la germinacion final agrupados por

temperaturas.

CONCENTRACION TEMPERATURA (°C)
DE NaCl (%) ! 15 20
0 97,0+2,0a | 100,0+0,0a | 96,1+25a 99,0+1,0 a
0,5 93,1+1,5a | 100,0+0,0a | 88,7+1,7ab | 957+25a
1 79,1+49b | 90,8+2,0a | 79,4+46b | 652+12,60b
1,5 17,2+4,7¢c | 41,8466b | 37,7450c 21,8+1,4¢C
2 35£1,1d | 26,2+9,5¢c | 19,7#35d 18,426 C
2,5 4,0+28d | 12,0¢35¢ 9,6+1,6 d 20,1+4,7 ¢
3 0,0£0,0 12,1+51c | 13,1+46d 19,1+4,6 C

En la siguiente figura (Figura 13) estan representados los datos de la
Tabla 6 graficamente, en ella podemos observar como varia el porcentaje medio
acumulado de semillas germinadas en funcion de la concentracién salina y la

temperatura a la cual fueron incubadas.

Efecto de la salinidad en funcion de la temperatura

100 - —a-
8 — \-/.
T 80 ¢ Control
o
E | —a—[0,5%NaCl]
5 60
by —a— [1%NaCl]
= 40 -
- [1,5%NaCl]
m I —
§ 20 7 __:Zd —a— [2%NaCl]
0 —u—[2,5%NaCl]
10 15 20 25 —=—[3%NaCl]

Temperaturas (°C)

Figura 13: Efecto de la salinidad segun la temperatura en el porcentaje de
germinacion final de las semillas de Limonium mansanetianum.
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Cuando comparamos para cada temperatura el efecto de las diferentes
concentraciones salinas, se observa (Tabla 6, Figura 13) que para las cuatro
temperaturas ensayadas no existe diferencias significativas entre el control y la

concentracion salina de 0,5%, siendo los valores superiores al 88%.

Podemos distinguir claramente dos grupos independientemente de la
temperatura, el primero formado por el control y el 0,5% de concentracion salina,
comentado anteriormente. Y un segundo grupo formado por las concentraciones
2%, 2,5% y 3% de NaCl, donde los valores germinativos son inferiores al 26% con
un efecto asociado a la temperatura de incubacion, lo que indicaria una cierta
interaccion entre temperatura y concentracion salina. Asi para la temperatura de
15°C la concentracién de NaCl al 1% no difiere del control a diferencia de lo que
se observa para las otras tres temperaturas. La germinacion a 1,5% de NaCl se
sitla entre ambos grupos para las temperaturas de 10, 15y 20°C, pero no difieren

para la temperatura 25/20°C del valor obtenido para la concentracion de 2 a 3%.

Destacar que a la concentracion de 3% en NaCl la germinacién de
Limonium mansanetianum se inhibe para la temperatura de 10°C, no habiendo

obtenido ninguna semilla germinada.

3.3 EFECTO DE LA TEMPERATURA Y SALINIDAD SOBRE LA
VELOCIDAD DE GERMINACION DE Limonium mansanetianum

En la Tabla 7 aparecen los resultados de la velocidad de germinacion
expresados en dias (calculandose el Tsp) por temperaturas y el test de rango
multiple para las semillas de Limonium mansanetianum, tomando como factores
las diferentes concentraciones salinas a las cuales fueron incubadas las semillas.
Las diferencias significativas (P<0,05) se expresan mediante letras diferentes

dentro de cada columna.
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Tabla 7: Velocidad de germinacién en dias (Tsp) agrupada por

temperaturas.
CONCENTRACION TEMPERATURA (°C)
DE NaCl (%) - 20 15 _
0 2+0,1a 1,7¢0,1a 2,4+0,1 a 6,0+0,5 a
0,5 47+06a | 55+0,4ab 4,4+0,2 ab 9,7+0,5 a
1 13,7+4,6 ab| 13,2+4,1bc | 10,1+1,8abc | 22,1%¥12b
1,5 12,1#42 ab| 13,0+34bc | 17,1#38bc | 22,0+29b
2 12,4+3,9ab| 17,1+3,8bc | 135%2,7bc | 24,17+2,7 b
2,5 12,2+1.8bc| 10,8+2,2¢cd | 13,0835c | 30,12¢l,4c
3 23,9+59c | 23+4,1d 16,146,9 C 0,0+0,0

En la siguiente figura (Figura 14) aparece la velocidad de germinacion

(evaluada por el parametro Tsp) a diferentes concentraciones salinas y en funcion

de la temperatura. Se representan los datos de la Tabla 7 en dias, acompafados

de su correspondiente error estandar.

Dias

25/20

20

15

Temperaturas (°C)

10

Control
M 0,5% NaCl
m 1% NaCl
1,5% NacCl
M 2% NaCl
W 2,5% NaCl
3% NaCl

Figura 14: Velocidad de germinacion (evaluada por el pardmetro Ts, expresado en

dias) a diferentes concentraciones y en funcion de la temperatura.
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En la Figura 14 podemos observar por temperaturas, que en conjunto
existen dentro de cada una de ellas tres grupos. El primero incluiria al control y la
concentracion salina 0,5%, que no difiere significativamente del control, en el cual
la velocidad es menor, oscilando el Tso entre 2 y 10 dias. El siguiente grupo
engloba las concentraciones de NaCl desde 1% al 2,5% donde no existen
diferencias significativas dentro de cada temperatura, sus valores del Ts, se sitdan
entre 10y 17 dias, excepto para la temperatura de 10°C con valores superiores a
22 dias (a temperaturas bajas las reacciones se ralentizan, disminuyendo asi la
velocidad). Y el tercer grupo que consta de la concentracion de 3% de NaCl, que
para las temperaturas de 20°C y 25/20°C, tienen valores altos que si comparamos

con el control existe un diferencia de 20 dias.

En la temperatura de 10°C la velocidad de germinacién es menor que para
el resto, independientemente de la concentracion a la cual han sido germinadas
las semillas, para la concentracion de 2,5% su valor es superior a 30 dias,
duplicando el numero de dias a la misma concentracion para el resto de
temperaturas, estos es debido a la ralentizacion de las reacciones enzimaticas
(Tabla 7).

Y en la temperatura de 15°C, excepto para el primer grupo, la velocidad de
germinacion es similar para todas las concentraciones incluso para la del 3%. No

siendo el numero de dias superior a 17 (Tabla 7).
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En la Figura 15 aparece la velocidad de germinacién (evaluada por el
parametro Tso) a diferentes temperaturas y en funcion de las concentraciones
salinas. Se representan los datos de la Tabla 7 en dias, acompafiados de su

correspondiente error estandar.

T50

35 4

m 25/20°C

Dias

20°C
15°C
m10°C

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Concentraciones de NaCl (%)

Figura 15: Velocidad de germinacion (evaluada por el pardmetro Tso expresado en

dias) a diferentes temperaturas y en funcién de la concentracion salina.

En la Figura 15 se observa que al aumentar la concentracion de NaCl
disminuye la velocidad de germinacion en general, este mismo efecto se observo
en el estudio de la germinacion de tres halo6fitos amenazados en Castilla-La
Mancha en condiciones de estrés salino para las especies Arthrocnemum
macrostachyum, Senecio auricula y Lepidium cardamine (Herranz, 2004).
Asimismo, e independientemente de la concentracion salina también se produce

una disminucién de la velocidad al disminuir la temperatura.

También destacar, que para todos los tratamientos excepto para la
concentracion salina del 3% (a la temperatura de 15°C) los valores del parametro

Tso son similares para las temperaturas de 15, 20 y 25/20°C.

Si comparamos el control con la concentracién en NaCl al 3% la diferencia

en la velocidad germinativa es de 20 dias.
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Por tanto, se deduce de estos ensayos de la velocidad de germinacion que
los mejores valores se obtienen a las temperaturas de 15, 20 y 25/20°C, y con
bajas salinidades (al 0.5% en NaCl los resultados son muy similares al control),
este comportamiento coincide con lo expresado por Mujica et al.,, (2001) para

Chenopodium quinoa.

En la Tabla 8 aparecen la media de los dias en los cuales germinaron la

primera y ultima semilla para cada ensayo y temperatura.

Tabla 8: Dia inicial de la germinacion i final de la germinacion de las

semillas por temperaturas y concentraciones de NacCl

TEMPERATURA (°C)
CONCENTRACION - 20 | 20 15 15 -
DE NaCl (%) Diag Dia; Diay | Dias Diag Dia; Diag Dias
0 2 5 2 4 2 5 5 10
0,5 2 12 3 12 2 9 6 20
1 3 25 3 28 5 24 9 29
1,5 5 25 3 28 6 29 16 27
2 7 23 13 | 28 8 27 25 25
2,5 9 22 10 | 13 11 19 27 30
3 14 24 15 | 26 12 12 6 6

Diay: Dia inicial de la germinacion

Dias: Dia final de la germinacién

Podemos observar en la Tabla 8 que tanto a medida que aumenta la
concentracion salina como disminuye la temperatura, aumentan el niamero de
dias iniciales y finales en general. Esto es debido a que el periodo de latencia
depende en gran medida de la temperatura.

Existen dias iniciales y finales que coinciden, esto se debe a que el nUmero
de semillas germinadas a estas concentraciones y temperaturas son muy bajas,

en el caso del 3% en NaCl a 10°C solamente germind 1.
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3.4 RECUPERACION DE LA CAPACIDAD GERMINATIVA TRAS
LA INCUBACION EN SOLUCIONES SALINAS:

En la Tabla 9, aparecen los porcentajes medios de germinacion
acumulados de las concentraciones salinas de 1,5, 2, 2,5 y 3% a las distintas
temperaturas de incubacion para las semillas Limonium mansanetianum. Y los
porcentajes medios de germinacion acumulados tras ser transferidas a agua
destilada las semillas que no habian germinado después de haber estado 35 dias

incubando a las concentraciones salinas indicadas.

Tabla 9: Porcentajes medios de la germinacion final agrupados por
concentraciones salinas, que posteriormente fueron transferidas a agua

RESULTADOS Y DISCUSION

destilada.
Porcentajes de germinacién antes TEMPERATURA Porcentajes de germinacion tras
del paso a agua destilada (°C) la transferencia a agua destilada
1,5 % NaCl [ 2% NacCl | 2,5% NacCl | 3% NacCl 1,5% NaCl | 2% NacCl [ 2,5% NaCl | 3% NacCl
21,8 18,4 20,1 19,1 ﬁ 100 98,5 97,7 88,3
37,7 19,7 9,6 13,1 20 100 96,1 97,1 94,1
41,8 26,2 12,0 12,1 15 100 100 100 91
17,2 3,5 4,0 0 10 100 98,9 94,7 96,8

Los datos de la Tabla 9 estan representados en las siguientes figuras

(Figuras 16, 17, 18 y 19), donde los nimeros negativos son los dias en los cuales

las semillas han sido incubadas en concentraciones salinas, antes de ser

transferidos a agua destilada que se inicia el dia 0.
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Figura 16: Porcentaje de semillas germinadas en funcién de la salinidad a

10°C. Antes y después de ser transferidas a agua destilada.

Temperatura 15°C
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Figura 17: Porcentaje de semillas germinadas en funcion de la salinidad para a
15°C. Antes y después de ser transferidas a agua destilada.
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Temperatura 20°C
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Figura 18: Porcentaje de semillas germinadas en funciéon de la salinidad para a

20°C. Antes y después de ser transferidas a agua destilada.
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Figura 19: Porcentaje de semillas germinadas en funcién de la salinidad a 25/20°C.

Antes y después de ser transferidas a agua destilada.

Podemos observar en las Figuras 16, 17, 18 y 19 que después de
transferir las semillas a agua destilada mantienen el poder germinativo, ya que
alcanzan porcentajes de germinacion superiores al 88%, estos resultados indican
gue la incubacion de las semillas en un medio salino impide que germinen pero no

altera su capacidad de germinacién, ya que al poner las semillas en condiciones
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idoneas éstas recuperan las actividades necesarias para desarrollarse y germinar.
Se pasan de porcentajes de semillas germinadas del 1% a valores del 97% (a
10°C), en el mejor de los casos. Y por el contrario, de valores del 42% al 100% (a
15°C), aln asi siendo valores muy diferentes. Este mismo comportamiento fue
observado por Woodell (1985) sobre el Limonium bellidifolium, donde al transferir
las semillas de disoluciones salinas a agua destilada la germinacion paso del 3%
al 97%.

Concentraciones salinas elevadas (3%) disminuye ligeramente el poder de
recuperacion de las semillas de Limonium mansanetianum, pero hay que tener en

cuenta que un 3% en NaCl es practicamente la concentracion del agua de mar.

En la Tabla 10, aparece la velocidad de germinacion (parametro Tso) de las
concentraciones de 1.5, 2, 2.5 y 3% a las distintas temperaturas de incubacion
para las semillas Limonium mansanetianum. Y a la parte derecha de tabla,
encontramos las velocidades de germinacion tras ser transferidas a agua
destilada las semillas que no habian germinado después de haber estado 35 dias

incubando a las concentraciones indicadas.

Tabla 10: Velocidad de germinacién en dias (Tsy) agrupada por

concentraciones salinas tras ser transferidas a agua destilada.

Porcentajes de germinacion tras
la transferencia a agua destilada
Temperatura
Control (*C) 15% NaCl | 2% NaCl | 25%NaCl | 3% NaCl

2,0 0,6 0,5 0,5 0,8
1,8 20 0,8 0,5 0,5 0,5
2,4 15 0,5 0,5 0,5 0,6
6,0 10 0,5 0,5 0,5 0,5

Si comparamos los resultados con el control para cada temperatura
especifica, se observa que las semillas germinan en menor tiempo (menos de 1
dia) después de haber estado 35 dias a diferentes concentraciones salinas, ya
que durante este tiempo se han ido hidratando pero no han conseguido alcanzar
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las condiciones adecuadas para germinar. Los valores alcanzados durante la
recuperacion son en general similares a los controles, a diferencia de la
concentracion del 3% en NaCl que son ligeramente inferiores, siendo la

recuperacion superior al 88%.
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3.5 EFECTO DE DISOLUCIONES HIPERSALINAS (4% Y 8%) SOBRE
LA GERMINACION FINAL DE Limonium mansanetianum:

En la Tabla 11 aparecen los resultados de la germinacién de semillas de

Limonium mansanetianum

ser

incubadas durante dos meses a

concentraciones hipersalinas, 4 y 8%, en oscuridad total a una temperatura de

4°C y que posteriormente se transfirieron a agua destilada y puestas a germinar a

10y 15°C.

Tabla 11: Porcentajes medios de la germinacion final de las semillas
germinadas a diferentes concentraciones hipersalinas y a diferentes

temperaturas.

CONCENTRACIONES NacCl (%)

TEMPERATURA (°C) 0
10 96,9 77 61
15 100 85 64
Germinacion en medio hipersalino
100 -
8 80 -
E 60 -
()
:’ Control
8 40
e M [4% NaCL]
o0, B [8%NaCl]
0 .
10°C
Temperatura (°C)

Figura 20: Porcentajes medios de la germinacion final de semillas recuperadas tras
laincubacién a concentraciones hipersalinas y segun las diferentes temperaturas.
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Como se observa en la Figura 20 y en la Tabla 11 la influencia de la
temperatura para el control y las diferentes concentraciones tiene un efecto similar
en todos los casos. Por tanto, la temperatura de incubacién para la recuperacion

no afecta.

En la Figura 21 esta representada la germinacion final después de haber

transferido las semillas a agua destilada y haberlas incubado a diferentes

temperaturas.
Germinacion medio hipersalino

100 -
w
3 80 -
©
£
€ 60 -
()
bo
w
8 40 - mio°C
g 15°C
8 20 .
X

0
Control 4% 8%
Concentracion NaCl

Figura 21: Porcentajes medios de la germinacion final de semillas

recuperadas tras la incubacion a concentraciones hipersalinas.

Por el contrario, en la Figura 21 podemos observar que el aumento de la
salinidad si tiene efectos sobre la germinacion disminuyéndola. Si comparamos el
control con la concentracion del 4% en NacCl la disminucién es de 20% para 10°C
y 15% para 15°C. Y para la concentracion del 8% la reduccion es del 36% para

ambas temperaturas.

Por tanto podemos afirmar que el poder de recuperacion del Limonium
mansanetianum es elevado, superando el 60% de semillas germinadas tras ser
incubadas durante dos meses en una disolucion del 8% en NaCl, casi tres veces

la concentracion salina del agua de mar.
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El efecto negativo del incremento de la concentracion salina sobre la
germinacion tiene un claro significado ecolégico en habitats salobres, dado que la
presencia de condiciones hipersalinas en el sustrato durante los meses estivales,
determinadas por la ausencia de lluvia, el mayor poder evaporativo del aire calido
y las altas temperaturas, puede dar lugar a que estos ambientes sean
inapropiados temporalmente para la germinacion y normal desarrollo de las
plantulas, como han puesto de manifiesto Ungar (1977), Khan y Ungar (1997) y
Khan y Gulzar (2003). Sin embargo, la recuperacion del poder germinativo en el
Limonium mansanetianum estudiado en éste proyecto cuando sus semillas son
transferidas desde condiciones hipersalinas (4 y 8% de NaCl durante dos meses)
a agua destilada, indica que se trata de una inhibicion reversible de naturaleza
osmoética (Ungar, 1982; Woodell 1985; Keiffer y Ungar, 1997) y que las semillas
tendran potencialidad para germinar en su habitat natural cuando disminuya la
salinidad del sustrato, fendbmeno que, en ambientes mediterraneos, viene
determinado habitualmente por las lluvias otofiales y primaverales. Ambas
estaciones son propicias para que tenga lugar una combinacion Optima de

condiciones de temperatura, iluminacién y salinidad que favorezca la germinacion.

En la Tabla 12 aparecen los resultados de la aplicacion del parametro Tso,

para las distintas concentraciones y temperaturas.

Tabla 12: Velocidad de germinacion (Tso) agrupada por concentraciones

salinas, y en funcién de la temperatura (en dias)

CONCENTRACION DE NaCl (%)

TEMPERATURA (°C) 0 4 _
10 6,2 6,9 11,4
15 2,4 3,8 3,7
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T, en medio hipersalino
12,00 -
10,00 -
8,00 -

6,00 -

Dias

m10°C
4,00 -
15°C
2,00 -

0,00
0 4 8

Concentraciones NaCl (%)

Figura 22: Velocidad de la germinacién (Ts,) segun las concentraciones
hipersalinas a diferentes temperaturas.

Comparando el numero de dias de las diferentes concentraciones con el
control en la Figura 22, observamos que la diferencia al 4% en NaCl es de
apenas 1 dia para ambas temperaturas, sin embargo el numero de dias
practicamente se duplica para el ensayo de 8% en NaCl solo para la temperatura
de 10°C.

Niveles de salinidad por encima de los limites de tolerancia de una especie
pueden retrasar la germinacion o producir una completa inhibicion de la misma,
asi como que las semillas de los haléfitos pueden tolerar durante largos periodos
la exposicién a soluciones hipersalinas y luego germinar en un gran porcentaje al
ser transferidas a agua destilada o cuando la salinidad del sustrato se reduce
considerablemente (Ungar (1978), Woodell (1985), Khan y Ungan (1997), Houle
et al.,, (2001) y Khan y Gulzar (2003)). Debido a ello, las semillas de muchas
especies hal6fitas suelen germinar a finales de invierno o principios de primavera,
época en la que, en zonas con lluvias invernales que laven el suelo, los niveles de
salinidad de éste son mas reducidos (Keiffer y Ungar, 1997), determinando que la
fase de establecimiento de plantulas se produzca antes del periodo de mayor
estrés salino (Poljakoff-Mayber et al., 1994; Ungar, 1996), que suele ser el verano

en ambientes mediterraneos.
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En la Figura 23 esta representada la velocidad de germinacion segun las

temperaturas de incubacion.

T, medio hipersalino
12,00 -
10,00 -
8,00 -

6,00 -

Dias

0% NaCl
4,00 - M 4% NaCl

2,00 - B 8% NaCl

0,00 -
10 15

Temperaturas (°C)

Figura 23: Porcentaje Velocidad de germinacién (Tsy) segun las temperaturas y a

diferentes concentraciones hipersalinas.

En la temperatura de 15°C no existen diferencias en cuanto a la velocidad
de germinacion para las concentraciones salinas al 4 y 8%. Sin embargo a 10°C

solo existe diferencia para la concentracién de 8%.
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4 RESUMEN Y CONCLUSIONES

RESUMEN Y CONCLUSIONES

En el Centro para la Investigacién y Experimentacion Forestal, a partir de

semillas proporcionadas por ellos, se ha realizado un estudio sobre el efecto de

la temperatura y salinidad sobre la germinacion del Limonium mansanetianum y

se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. En ausencia de NaCl (Control) el porcentaje de germinacion final no

se ve afectado por la temperatura, siendo para las cuatro
temperaturas superior al 96% vy reflejando asi la ausencia de
dormicion.

La temperatura en la cual el porcentaje final de germinacién es
superior es 15°C, excepto para las concentraciones salinas de 2,5y
3% que germinan mejor a 25/20°C.

El porcentaje de semillas germinadas disminuye significativamente al
aumentar la concentracion salina, obteniendo diferencias del 88%
entre el control y 3% en NaCl para la temperatura del10°C.

La velocidad de germinacion no varia con la concentracion salina,
pero si significativamente con la temperatura, a 10°C se obtienen los
valores mas elevados.

En el ensayo de la recuperaciéon de las semillas después de haber
estado en condiciones salinas, en todos los tratamientos (1,5, 2, 2,5y
3% de NaCl) y temperaturas (10, 15, 20 y 25/20°C) se obtienen
porcentajes de germinacion finales superiores al 88%. Y la velocidad
de germinacion no supera 1 dia, siendo incluso menor que en el
control.

En cuanto a la respuesta de las semillas previamente incubadas en
medios hipersalinos, se obtuvieron porcentajes de germinacion
superiores al 60%. No viéndose éstos porcentajes influenciados por
la temperatura, pero si por la concentracién. Al contrario que en la
velocidad de germinacion, en la cual la temperatura si condiciona el

resultado final siendo los valores superiores a 10°C que a 15°C.
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7. Las condiciones oOptimas para la germinacion de Limonium
mansanetianum oscilarian entre los 15 y 20°C de temperatura e

incubadas en agua dulce, aun siendo ésta una especie haldfita.
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