Anales de Biologia 27: 63-68, 2005

Respuesta germinativa de Brassica repanda (Willd.) DC.
subsp. maritima (Willk.) Heywood., Lavandula pedunculata
(Mill.) Cav. y Silene cambessedesii Boiss. & Reut.

Noemi Fuentes Molina' & Elena Estrelles?
1 Departamento de Biologia Vegetal (Botanica), Facultad de Biologia, Universidad de Murcia, 30100 Murcia.
2 Jardin Botanico de la Universidad de Valencia, Banco de Germoplasma, C/Quart 80, 46008 Valencia.

Correspondencia

N. Fuentes

E-mail: noemipal@um.es

Tel. & Fax: 968-364995
Recibido: 12 Junio 2005
Aceptado: 15 Septiembre 2005

Resumen

Se estudia el comportamiento germinativo de tres especies de interés
para abordar distintos programas de restauracién en sistemas de
matorral interior y vegetacion litoral. La respuesta germinativa de las
especies difirid bajo las dos condiciones de temperatura ensayadas
(20°C y 25/10°C, 16 horas luz). Brassica repanda (Willd.) DC. subsp.
maritima (Willk.) Heywood incrementd su porcentaje de germinacion
frente a las temperaturas alternantes mientras que Lavandula pedun-
culata (Mill.) Cav. ofrecié resultados similares ante las dos condicio-
nes de temperatura. Silene cambessedesii Boiss. & Reut. fue la Unica
especie que requirié de tratamientos pregerminativos, constatdndose
la presencia de dormiciones.
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Abstract

Germination response of Brassica repanda (Willd.) DC. subsp. maritima
(Willk.) Heywood, Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. and Silene
cambessedesii Boiss. & Reut.

Germination response of Brassica repanda subsp. maritima, Lavandula
pedunculata and Silene cambessedesii has been investigated under
laboratory conditions. There were differences in their germination
behaviour. Germination percentage of Brassica repanda (Willd.) DC.
subsp. maritima (Willk.) Heywood showed an increase under alternant
temperature regime (25/10°C, 16:8 photoperiod) whereas Lavandula
pedunculata (Mill.) Cav. germinated equally well under both constant
(20°C, 16:8 photoperiod) and alternant temperature conditions.
Dormancy was revealed in Silene cambessedesii Boiss. & Reut. since
this species needed breaking-dormancy treatments for acceptable
germination achievement.
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Introduccioén ma se consolidan como una de las herramientas fun-
damentales en el ambito de los proyectos de recupe-
Con la conservacion y suministro de recursos gené- racion y manejo de especies amenazadas y restaura-

ticos (semillas y esporas) los bancos de germoplas- cion de habitats degradados (Gomez-Campo et al.
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1985; Cabello et al. 1998; Herranz et al. 2002; Pé-
rez-Garcia et al. 1995; Laguna et al. 1998). Desde su
creacion en el afo 1991, el Banco de Germoplasma
del Jardin Botanico de Valencia viene participando
activamente en la conservacion ex situ de especies
vegetales silvestres endémicas, raras y/o amenazadas
de la flora del mediterraneo occidental, especialmente
las del territorio valenciano (Estrelles et al. 2003).

Junto con el programa de conservacion, el estu-
dio de la respuesta germinativa de las especies posi-
bilita a) obtener protocolos de germinacion que per-
mitan la producciéon de planta de un modo rapido y
eficaz y b) detectar, si existen, factores de tipo adap-
tativo inherentes a esta fase del ciclo biologico, que
favorezcan la supervivencia de las plantulas tras la
germinacion. Con tal fin se analiza la viabilidad de
las semillas, se establece la temperatura 6ptima para
la germinacion y se determina la presencia/ausencia
de dormiciones. Son estas lineas las que constituyen
el marco del presente trabajo. Nuestro objetivo con-
sistié en la determinacion de las condiciones dptimas
de germinacion de Lavandula pedunculata (Mill.)
Cav., Silene cambessedesii Boiss. & Reut. y Brassi-
ca repanda (Willd.) DC. subsp. maritima (Willk.)
Heywood, especies que figuran en el catalogo de
Flora endémica, rara o amenazada de la Comunidad
Valenciana (Laguna et al. 1998).

Material y métodos

Se seleccionaron los taxones de trabajo entre una lis-
ta de especies de interés para abordar distintos pro-
gramas de restauracion en sistemas de matorral inte-
rior y vegetacion litoral. Lavandula pedunculata
(Mill.) Cav. es un endemismo ibérico que aparece
puntualmente en la Comunidad Valenciana, donde
alcanza su limite oriental en zonas frescas y no muy
secas del interior. Se trata de un arbusto aromatico
que forma parte de matorrales laxos y soleados so-
bre sustratos arenosos siliceos por areas mas o me-
nos elevadas de montafia. Silene cambessedesii Boiss.
& Reut., endemismo iberolevantino, es una planta

anual que coloniza los arenales maritimos poco alte-
rados y no nitrificados. Tiene su area de distribucion
principal en Ibiza y Formentera. Se localiza también
en las costas castellonenses meridionales, restringi-
da en la actualidad a dos localidades (Nules-Monco-
far y Almenara). La rareza de la especie y las amena-
zas que suponen una fuerte presion antropica y urba-
nistica impulsaron su inclusion en el Atlas y Libro
Rojo de la Flora Vascular espafiola, catalogada como
especie vulnerable (Bafiares et al. 2003). Brassica
repanda (Willd.) DC. subsp. maritima (Willk.) He-
ywood, endemismo exclusivo de la Comunidad Va-
lenciana, es una planta perenne con hojas en roseta
basal que habita en grietas y repisas de roquedos
calizos litorales del Norte de Alicante y Sur de Va-
lencia, interviniendo a veces en matorrales sobre sue-
los mas descarnados o sobre sustratos muy abruptos
(Laguna et al. 1998). La localidad de origen y la fe-
cha de recoleccion de las especies se especifican en
la Tabla 1.

Recoleccion y procesado de las muestras

Con la intencion de maximizar la representatividad
y la calidad del material se extremo la precaucion en
el momento de la recoleccion. Se recolectaron semi-
llas maduras del mayor niimero posible de individuos
de las poblaciones seleccionadas. Se consider6 indi-
cativo del grado de madurez de las mismas su color
y consistencia. Se dejaron secar a temperatura y hu-
medad ambiente, extendidas sobre bandejas de plas-
tico en el laboratorio. Tras un mes bajo estas condi-
ciones se procedio a la limpieza manual, extraccion
de las semillas y posterior almacenado en bolsas de
papel hasta el momento de la siembra.

Viabilidad de las semillas

Se estimd la viabilidad de las semillas como analisis
previo a los ensayos de germinacion. Se aplico el test
de tetrazolio, técnica bioquimica que consiste en la
tincion diferencial de tejidos (Ellis ef al. 1985). El

Especies Origen/UTM Fecha
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. Valencia, Sinarcas, El Ciruejo. 30S XK 04 52 4.10.2000
Brassica repanda (Willd.) DC. Valencia, Vilallonga de la Safor-Alt de la

subsp. maritima (Willk.) Heywood Safor. 30S YJ 37 05 12.07.2001
Silene cambessedesii Boiss. & Reut. Castellon, Moncoéfar. 30S YK 44 06 11.5.2001

Tabla 1. Localidad de origen y fecha de recoleccién de las especies.
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patron de coloracion resultante delimita tejidos via-
bles (rojos), no viables (blancos) e intermedios (ro-
sas). Para facilitar la exposicion del embrion a la
solucion de tincion, se efectuo sobre las semillas (25
por especie) un corte longitudinal a la altura del eje
embrionario.

Germinacion

Para analizar el comportamiento germinativo de las
especies en condiciones inducidas de laboratorio se
eligieron dos regimenes de temperatura: constante
(20°C) y alternante (25/10°C). Dos réplicas con 25
semillas por especie y tratamiento se sembraron en
placas petri con agar al 0.7 % (7 g L") y se incuba-
ron en camaras de germinacion bajo las condiciones
térmicas descritas y un fotoperiodo de 16 horas luz.
Desde el momento de la recoleccion hasta el inicio
de los ensayos transcurrieron 14, 8 y 6 meses para
las semillas de Lavandula pedunculata (Mill.) Cav.,
Silene cambessedesii Boiss. & Reut. y Brassica re-
panda (Willd.) DC. subsp. maritima (Willk.) Heywo-
od respectivamente.

El seguimiento de la germinacion (emergencia de
la radicula y desarrollo activo de la misma) se llevo
a cabo diariamente. La respuesta germinativa se eva-
Iué como el nimero de semillas germinadas (capaci-
dad germinativa), expresada como porcentaje, al cabo
de 30 dias.

Tratamientos pregerminativos

Se considerd necesario el empleo de tratamientos
adicionales cuando las especies mostraron porcenta-
jes de germinacion bajos (< 50 %), siempre y cuan-
do los resultados del test de tetrazolio no indicaran
baja viabilidad de las mismas. Se estim6 convenien-
te la aplicacion de Giberelinas (250 mg L) y la rea-
lizacioén de dos experimentos de estratificacion (fria
y calida).

En la estratificacion calida, las semillas se some-
tieron a un proceso de postmaduracion a 45 °C en un
ambiente con una humedad relativa del 60% contro-
lada mediante una solucion saturada de LiCL (30 g/
100 mL). Se mantuvieron en estas condiciones du-

rante 2, 3, 4 y 6 semanas. En la estratificacion fria,
semillas sembradas en placas petri con agar perma-
necieron a 5°C durante 4 y 8 semanas.

En los tres experimentos se emplearon dos répli-
cas con 25 semillas por especie y tratamiento. Fina-
lizados los tratamientos, se incubaron en camaras de
germinacion a 20°C con un fotoperiodo de 16 horas
luz.

Analisis estadistico de los datos

El numero de réplicas por tratamiento quedo limita-
do por el niimero de semillas disponible, conscientes
de las repercusiones en el posterior analisis estadisti-
co de los datos.

Los resultados obtenidos bajo las dos condicio-
nes térmicas se analizaron mediante el test de Mann-
Whitney. La prueba de los Rangos con signos de
Willcoxon evalud posibles diferencias entre el trata-
miento con Giberelinas y los experimentos de estra-
tificacion. El test de Kruskal-Wallis se emple6 al
comparar los distintos periodos de estratificacion
calida en Silene cambessedesii Boiss. & Reut. Todo
el analisis se realizo con el paquete estadistico SPSS
11.5.

Resultados

Atendiendo a los valores de viabilidad estimados para
Brassica repanda (Willd.) DC. subsp. maritima
(Willk.) Heywood y Silene cambessedesii Boiss. &
Reut. (Tabla 2), los porcentajes de germinacion se
consideraron aceptables en la primera especie y nin-
gun tratamiento adicional fue llevado a cabo (Tabla
3). Sin embargo, la respuesta germinativa de Silene
cambessedesii Boiss. & Reut. mostro la existencia de
alglin mecanismo endogeno (dormicidn) capaz de
obstaculizar la germinacion (Tabla 3). Los porcenta-
jes de germinacion observados tras la aplicacion de
GAs y la exposicion a los diferentes periodos de es-
tratificacion (calida y fria) se reflejan en las Tablas 4
y 5. En Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. consta-
tamos una contradiccion, puesto que la estima de la
viabilidad de las semillas resulto ser inferior a los
porcentajes finales de germinacion (Tabla 2 y 3). No

Especies Viabilidad
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. 34 %
Brassica repanda (Willd.) DC. subsp. maritima (Willk.) Heywood 66 %
Silene cambessedesii Boiss. & Reut. 56 %

Tabla 2. Estima de la viabilidad derivada de la aplicacion del test de Tetrazolio. Los valores se reflgjan como porcentajes.
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Temperatura Test de Mann-Whitney
Especies 20°C 25/10 °C Z P
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. 06  8.48 % 60 % -1,000 0,667
Brassica repanda (Willd.) DC. subsp. maritima (Willk.) Heywood 8 % 50 £ 8.48 % -1,633 0,333
Silene cambessedesii Boiss. & Reut. 20£11.31 % 10 £ 8.48 % -0,775 0,667

Tabla 3. Porcentajes de germinacion final (+ desv. tipica) de las especies bajo las dos condiciones térmicas. También se muestra la signi-
ficatividad del contraste de Mann-Whitney para ambos tratamientos.

Especie

Giberelinas

con sin

Silene cambessedesii Boiss. & Reut.

12 % 10 £2.82 %

Tabla 4. Porcentajes de germinacion final (+ desv. tipica) de Slene cambessedesii Boiss. & Reut. tras la aplicacion de Giberelinas. Con-

diciones incubacion: 20°C, 16:8 horas luz.

Estratificacion fria

Estratificacion calida

Especie 4 sem. 8 sem. 2 sem. 3 sem. 4 sem. 6 sem.
Silene cambessedesii
Boiss. & Reut 0% 0% 12+1131% 30+14.14% 34£282% 62+848 %

Tabla 5. Porcentajes de germinacion final ( desv. tipica) de Slene cambessedesii Boiss. & Reut. tras |os periodos de estratificacion.

Condiciones incubacién: 20°C, 16:8 horas luz.

se observaron diferencias estadisticamente significa-
tivas (prueba de Mann-Whitney) entre las tasas de
germinacion de las tres especies bajo los dos regime-
nes de temperatura empleados (Tabla 3). Tampoco
entre los valores de germinacion resultantes del ex-
perimento estratificacion calida y los porcentajes de
germinacion control (C?=6.942; gl=4; p=0.139) de
Silene cambessedesii Boiss. & Reut., tras la aplica-
cion de GAs (Z =-1.000; p = 0.317), ni entre estra-
tificacion calida y germinacion GAs 30 dias (Z = -
1.289; p = 0.197). La germinacién fue nula tras el
experimento estratificacion fria.

Discusién y conclusiones

Dos de las tres especies estudiadas no requirieron
tratamientos pregerminativos. La respuesta de Lavan-
dula pedunculata (Mill.) Cav. fue similar bajo las dos
temperaturas ensayadas. La discordancia entre los
porcentajes de viabilidad y germinacion nos inclina
a pensar en la idoneidad del test de tetrazolio para
esta especie. Brassica repanda (Willd.) DC. subsp.
maritima (Willk.) Heywood mostré un incremento en
sus porcentajes de germinacion ante las condiciones

de temperatura alternantes. Cabe remarcar que los
contrastes estadisticos no muestran estas tendencias
como significativas, probablemente debido a las pro-
pias constricciones del disefio experimental. Silene
cambessedesii Boiss. & Reut. muestra claros meca-
nismos de dormiciéon que previenen la germinacion.
El analisis de las caracteristicas morfologicas de las
semillas (cubiertas permeables al agua; embriones
morfologicamente maduros), la evaluacion de su res-
puesta ante los tratamientos pregerminativos y una
revision bibliografica al respecto (Baskin & Baskin
1998; Thompson 1968, 1970 a, 1970 b, 1975; Mon-
tesinos 2002; Guara et al. 1998) sugieren que el tipo
de dormicién exhibido atiende a causas fisioldgicas.

Para que el ciclo vital de una planta finalice con
éxito, la germinacion ha de transcurrir en una época
que maximice las oportunidades tanto para el esta-
blecimiento de las plantulas como el desarrollo pos-
terior de la planta. Silene cambessedesii Boiss. &
Reut. florece en primavera y dispersa las semillas a
finales de esta estacion o principios de verano. Si las
semillas germinaran en este momento, las plantulas
no resistirian las condiciones de estrés hidrico y ele-
vadas temperaturas caracteristicas de la época esti-



Anales de Biologia 27, 2005

Respuestas germinativas 67

val mediterranea. Las temperaturas estivales, simu-
ladas mediante el experimento de estratificacion ca-
lida, intervienen activamente en el proceso de post-
maduracion de las semillas (pérdida de dormicion
primaria). Su condicién fisioldgica (dormicion) evi-
ta que la germinacion tenga lugar en una época des-
favorable para la especie. La germinacion se retrasa
hasta el otofio.

Superado el estado de latencia, es fundamental que
las condiciones del medio se ajusten a las que las
especies requieren para germinar. En caso contrario,
las semillas entrarian de nuevo en estado de dormi-
cion (Baskin & Baskin 1971, 1972, 1978, 1988, 1989,
1998; Baskin et al. 2003a, 2003b, 2004a, 2004b). Este
comportamiento se indujo en semillas de Silene cam-
bessedesii Boiss. & Reut. sometidas al periodo de
estratificacion fria.
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