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RESUMEN:

Se presentan los porcentajes de germinacion de 12 especies representativas de la
vegetacion de ribera y matorral del ecosistema del rio Tinto en diferentes condiciones
de pH (5,4; 3,2; 1,8 y agua del rio Tinto). Se observan distintas respuestas de
germinacion en las especies estudiadas, encontrando los mayores porcentajes de
germinacion en Nerium oleander y Salicornia ramosissima. Dada la respuesta positiva
de estas dos especies, se discute su utilidad para la restauracion de los territorios
afectados en los alrededores del rio Tinto. Para el resto de especies, se observan bajos
porcentajes de germinacién y en la mayoria de las especies analizadas el pH no influye
en la germinacion. Hay muchos factores que limitan la germinacién de las semillas tales
como la latencia que requiere de un pre-tratamiento (de frio o de calor), variacion en las
condiciones naturales que son dificiles de recrear en el laboratorio o la baja calidad de

las semillas.

OBJETIVOS:

El objetivo de este trabajo es conocer cuales son las especies de plantas
autoctonas cuyas semillas pueden crecer en ambientes acidos y en qué condiciones
tienen el mayor porcentaje de germinacién. Para esto, se ha seleccionado un nimero de
especies representativas de rivera, marismas y matorral circundante. Todo ello en el
marco de un amplio estudio del conjunto sobre la flora y vegetacion del rio Tinto. Esta
informacion sera necesaria en un futuro para la conservacion de la flora y restauracion

de los ecosistemas.



INTRODUCCION:

La Cuenca Minera de Huelva es una comarca vinculada a la explotacion de
diversas minas asociadas al Rio Tinto y alrededores, donde se encuentra el yacimiento
de mayor concentracion de sulfuros metalicos del mundo (Tornos, 2006).

Historicamente los terrenos recorridos por el rio, desde su inicio en la sierra del
Padre Caro hasta su desembocadura en Huelva, han sido objeto de una intensa
explotacion minera que ha tenido como consecuencia importantes impactos
ambientales, como la acidificacion del suelo y la dispersion de metales pesados propios
de la Faja Piritica Ibérica tales como Fe, Cu, Zn, Ni, As y Pb (Campos et al., 1990;
Davis et al., 2000). Sin embargo, se puede destacar el nivel de biodiversidad de este
ecosistema. Se conoce la presencia de organismos microbianos que influyen
directamente en las caracteristicas fisico-quimicas de este medio (Amils et al., 2003).
Asimismo, los margenes del rio y el territorio circundante cuentan con una importante

biodiversidad de especies y comunidades vegetales (Rufo et al., 2011).

Existen zonas propuestas como Lugares de Interés Comunitario (LIC) en torno
al rio Tinto: el corredor ecoldgico del rio Tinto y el estuario. Los LIC"s forman parte de
la Red Natura 2000, que se configura como una red ecoldgica europea de Zonas
Especiales de Conservacion (ZEC’s). Su creacion viene establecida en la Directiva
92/43/CEE del Consejo, relativa a la conservacion de habitats naturales y de la fauna y
flora silvestres, conocida como la directiva habitats. El objetivo de esta Directiva es
contribuir y garantizar la biodiversidad mediante la conservacion de los habitats
naturales, y de la fauna y flora silvestres calificadas de interés comunitario en el
territorio  Europeo de los Estados Miembros, mediante el mantenimiento o

restablecimiento de los mismos en un estado de conservacién favorable.

En el marco de la conversacion de la biodiversidad vegetal y de la restauracion
de territorios afectados por diversas actividades antropicas, como es el caso que nos
ocupa, es necesario el empleo de plantas autdctonas. En este sentido, instituciones como
los bancos de semillas y los herbarios juegan un papel esencial en la conservacion de
esta biodiversidad y como fuentes de obtencion de semillas con las que trabajar a

distintos niveles.



Para poder mantener y restaurar la riqueza de las especies, es importante saber si
los cambios en la acidez del suelo y la disponibilidad de nutrientes influyen en la
germinacién y establecimiento de plantulas de dichas especies. Con este experimento se
ha querido conocer como afectan estos factores extremos a la germinacion de las

semillas para su posterior uso en la restauracion de los ecosistemas.

Hasta el momento, los ensayos de germinacion de las semillas con pH acidos
solo se han llevado a cabo con la especie E. andevalensis. Los resultados obtenidos en
estos experimentos realizados por diversos autores (Aparicio, 1995; Vecino-Bueno et
al.,, 2009; Oliva et al., 2009) han sido en general, poco satisfactorios y poco

concluyentes.

Las plantas se pueden reproducir sexual o vegetativamente. La principal
diferencia es que en el caso de la reproduccidn asexual, los descendientes provienen de
un Unico progenitor con la misma carga genética, por lo que se trata de individuos
clénicos. En el caso de la reproduccion sexual, el material genético de los descendientes
proviene de la combinacion de los genomas de los progenitores, por lo que la
descendencia no tiene la misma informacion genética y, por tanto, existe un contenido
genético con mayor diversidad. Este aspecto es muy importante debido a que las
poblaciones cldnicas tienen mucha menor capacidad de adaptacion ante los cambios de
cualquier tipo, no permitiendo la evolucion de la especie (Ley Vega Seosane et al.,
2007). Este es el motivo por el que es importante utilizar semillas en las restauraciones
y por eso se ha realizado el estudio con ellas. Ademas, se considera que los requisitos
de germinacion de las plantas reflejan las condiciones favorables para su

establecimiento (Cruz et al., 2003).

Las etapas de dispersion de las semillas, su germinacion, la dormancia y el
establecimiento de las plantulas son fases demograficas clave para comprender la
regeneracion forestal en condiciones naturales. Sin embargo sabemos poco sobre los
requerimientos de regeneracion de las especies lefiosas mediterraneas en relacion con
las practicas de reforestacion. Ello se debe a que ain desconocemos mucho de la

historia natural basica de nuestros arboles y arbustos (Jornado et al., 2002).



Area de estudio:

El rio Tinto es uno de los principales cauces fluviales que cruza la provincia de
Huelva (Andalucia, Espafia). Su nacimiento se encuentra en la Faja Piritica Ibérica,
constituida por depdsitos masivos volcéanicos ricos en sulfuros metélicos, esencialmente
pirita (FeS,), que se presenta acompafiada de materiales de pizarra (Tornos, 2006;
IGME, 1928-1972). Las diferentes reacciones quimicas y bioldgicas que acontecen
sobre estos sustratos, localizados en la cuenca alta del rio, determinan el carécter
extremadamente &cido de este territorio. El rio Tinto es uno de los ejemplos mas
extensos de ambiente acido extremo (Amils et al., 2003). El hierro férrico y acido
sulfurico son los componentes dominantes que se encuentran en este entorno, y junto
con los microorganismos, éstos mantienen un sistema de tampon con valores de pH de

alrededor de 2,3 a través de los primeros 80 km del rio (Amils et al., 2003).

Huelva

Figura 1: Localizacion del rio Tinto

Biogeograficamente, el rio Tinto se encuentra en el reino Holartico,
concretamente en la Region Mediterranea, subregion Mediterranea-Occidental (Rivas
Martinez et al., 2011). La cuenca alta del rio pertenece sobre todo a las provincias
Mediterranea Ibérica Occidental (Subprovincia Luso-Extremadurense, Sector
Marianico-Monchiquense) mientras que su tramo final (estuario) corresponde a la
provincia Lusitano Andaluza Litoral (Subprovincia Gaditano Algarviense, Sector

Gaditano-Onubense Litoral).



Desde el punto de vista bioclimatico el territorio se enmarca en el réegimen
mediterraneo pluviestacional oceanico, es decir, cada afio existe una estacion seca en la
que, al menos dos meses consecutivos, la precipitacion es inferior al doble de la
temperatura (P<2T). El termotipo termomediterraneo es el dominante, si bien se pueden
encontrar irradiaciones del mesomediterraneo en localidades puntuales debido a la
topografia del terreno. EI ombrotipo varia desde seco, en las estaciones de los cursos
medio y bajo, hasta el subhumedo-humedo, en el curso alto (Fuente et al., 2009). El
méaximo periodo de pluviosidad coincide con los meses de invierno, mientras que en la
estacion estival se producen periodos de sequia, coincidiendo con las temperaturas mas

elevadas (Rivas Martinez et al., 2011).

Geomorfoldgicamente se diferencian tres secciones a lo largo del curso del rio.
La primera seccion corresponde al nacimiento del rio y ocupa el area norte desde Pefia
de Hierro hasta La Palma del Condado. El sustrato de esta seccion presenta grandes
cantidades de hierro y sulfuro en forma de sulfatos e hidroxidos y el agua es muy acida.
En los margenes de esta area del rio predominan las especies Erica andevalensis y

Nerium oleander en aquellos tramos donde se conserva la vegetacion.

En esta zona se ha identificado la asociacion Oenantho crocatae-Nerietum
oleandri. Esta comunidad vegetal se corresponde con bosquetes riberefios que sufren
sequia en los meses de verano donde predomina la adelfa (N. oleander) que aparece
acompariada de otras especies arbustivas (Alnus glutinosa, Flueggea tinctoria, Fraxinus
angustifolia) y representa una de las etapas de sustitucion de la aliseda, vegetacion
potencial de éstas riberas. En los cursos de agua extremadamente &cidos y con elevada
carga de metales se reconoce la subasociacion Oenantho crocatae-Nerietum oleandri
ericetosum andevalensis. Esta se caracteriza por su pobreza en especies y por la
presencia de Erica andevalensis, un endemismo acidofilo metalicola que en ocasiones

aparece acompafiada por Erica lusitanica (Rodriguez et al., 2007).



Figura 2: Imagen representativa de una adelfar de la zona con detalle de la flor de adelfa.

El curso medio se extiende desde La Palma del Condado hasta San Juan del
Puerto. Tanto el agua como los sustratos mantienen un pH &cido y altas concentraciones
de Fe, S, Cu, Zn, As y Pb y bajas concentraciones de macronutrientes. En este tramo
predominan los adelfares con la presencia de Flueggea tinctorea junto con comunidades
graminoides (Phragmites australis, Imperata cylindrica, Panicum repens, Typha

domingensis) de sustitucion.

La tercera seccién es el estuario que ocupa el area desde San Juan del Puerto
hasta Huelva, donde el rio Tinto y Odiel se juntan. En este tramo del rio el pH del agua,
suelos y sedimentos es mayor que en las anteriores, con elevadas concentraciones de S,
Fe, As y Pb y las concentraciones mas altas de Cu y Zn (Amils, 2003; Rodriguez et al.,
2007). Aqui domina la vegetacion de marismas con numerosas especies de las familias
Chenopodiaceae (Arhtrocnemum macrostachyum, Sarcocornia perennis, Salicornia
ramossisima, Halimione portulacoides) y algunas gramineas (Spartina maritima, S.

densiflora) propias de este medio.

En los territorios que circundan el rio la vegetaciéon potencial corresponde a
encinares y alcornocales termofilos, si bien dominan los matorrales de sustitucién con

elevada presencia de especies de las familias Ericaceae, Cistaceae y Leguminosae.
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La flora que compone la vegetacion del rio Tinto presenta adaptaciones para
tolerar la acidez y la alta concentracion de metales pesados en el sustrato. En ella

encontramos:
¢ Plantas exclusoras de metales pesados (Fe, Cu, Zn, Ni, As y Pb)
¢ Plantas bioindicadoras, como por ejemplo Erica andevalensis para el Cu.

¢ Plantas acumuladoras, como (Imperata cylindrica para el Fe. (Baker, 1981).
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MATERIALES Y METODOS:
1. Semillas

Para el estudio se escogieron una serie de especies representativas del
ecosistema del rio (ribera, matorral y marisma) excluyendo aquéllas que se multiplican
vegetativamente de forma eficaz. Estas semillas se recolectaron en campafias de campo

desde 2007 hasta 2012. A continuacion se muestran las especies utilizadas en el estudio.

Apocynaceae
Nerium oleander L.
Betulaceae
Alnus glutinosa (L.) Gaertn
Chenopodiaceae
Arthrocnemum macrostachyum (Moric.) Moris
Salicornia ramosissima J. Wood
Sarcocornia perennis (Mill) A.J. Scott
Cistaceae
Cistus albidus L.
Cistus salviifolius L.
Halimium ocymoides (Lam.) Willk
Ericaceae
Erica andevalensis Cabezudo & J. Rivera
Gramineae
Molinia caerulea subsp. arundinacea (Schrank) H. Paul
Labiatae
Lavandula viridis L Her
Leguminosae

Trifolium mutabile Port
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2. Experimentos

Las semillas se limpiaron antes de ponerlas a germinar con el fin de facilitar su
germinacion y evitar la aparicion de hongos. Para esto, se quitaron los restos de flores
que puedan quedar con la ayuda de pinzas y una espatula.

El material empleado para la germinacion fue esterilizado en autoclave previo
uso. Se emplearon placas petri de 9cm de didmetro con papel de germinacién. Sobre el
papel de germinar se colocaron las semillas, procurando que ninguna estuviese junto a
otra, hecho que podria afectar su germinacion (Figura 2). Cada una de las placas se
numero siguiendo un determinado cddigo para facilitar su posterior identificacion. Para
el experimento se emplearon 760 semillas correspondientes a 12 especies de 8 familias
dispuestas en 44 placas (Tabla 1).

Figura 3: Placas de germinacion dispuestas con las semillas de Nerium oleander.

Las placas ya preparadas se colocaron en oscuridad y a temperatura ambiental.
Se sometieron a distintos tratamientos, hidratandolas con las disoluciones que se indican

a continuacion:
-Tratamiento A: Hoagland pH= 5,43
-Tratamiento B: Hoagland pH= 3,2

-Tratamiento C: Agua del rio Tinto pH=1,8
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-Tratamiento D: Hoagland pH=1,8

El pH de las disoluciones se midié en movimiento utilizando un pH-metro. La
composicion de la disolucion Hoagland (pH=5,43) es la siguiente: KH,PO,4 (1mli/l),
KNOj3 (5ml/l), Ca(NOs), (5mi/l), MgSO,4 (2ml/l) y micronutrientes (1ml/l). Después, se
acidificd parte de esta disolucion hasta llegar a pH=3,2 y pH=1,8 utilizando H,SO,4

(1M). Estas disoluciones también se esterilizaron.

Todas las especies se sometieron a los tratamientos A y B. Aquéllas que no

germinaron en ninguno de los dos casos no se trataron mas.

En el caso de H. ocymoides y L. viridis, plantas del matorral y no de ribera, sélo

se sometieron a estos dos tratamientos a pesar de haber germinado.

El tratamiento D so6lo se realizd sobre N. oleander por varios motivos: esta
especie corresponde a las riberas del curso alto y medio del rio, es de facil manejo,
respondid positivamente a los tratamientos previos y ademas, presenta cualidades para

su empleo en técnicas de fitorremediacion.

Las semillas de E. andevalensis se sometieron a los tratamientos A, B 'y C con
un pre-tratamiento de frio como indica Aparicio (1995) con el fin de favorecer su
germinacién, dada la importancia de esta especie en todo el Andévalo por la

endemicidad y por ser el brezo principal del paisaje de todo el territorio.

Las semillas se rehidrataron periédicamente con su respectiva disolucion. Se
retiraron aquellas semillas afectadas por hongos durante el proceso. Los datos de
germinacion se recogieron diferenciando distintos estadios de germinacion:

No germinado: 0

Se rompe la testa: 1

Radicula sin cotiledones: 2

Salen los cotiledones: 3

Apartado por hongo: 4
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Para el calculo de porcentajes de germinacion el estadio 1, se rompe la testa, es

considerada como semilla germinada.

Tabla 1: Datos correspondientes al numero de placas, semillas y tratamientos para cada una de las especies
analizadas. Las especies se agrupan en funcién de su ecologia. A: Hoagland pH=5,43; B: Hoagland pH=3,2; C: Agua
rio Tinto; D: Hoagland pH=1,8.

Ecologia Especie Tratamiento n? de | n2de placas
semillas/placa

Ribera A. glutinosa A 20 1
A. glutinosa B 20 1
E. andevalensis A 20 3
E. andevalensis B 20 3
E. andevalensis C 20 3
M. caerulea A 20 1
M. caerulea B 20 1
N. oleander A 10 3
N. oleander B 10 3
N. oleander C 10 3
N.oleander D 10 3
T. mutabile A 20 1
T. mutabile B 20 1

Matorral C. albidus A 20 1
C. albidus B 20 1
C. salviifolius A 20 1
C. salviifolius B 20 1
H. ocymoides A 20 1
H. ocymoides B 20 1
L. viridis A 20 1
L. viridis B 20 1

Marisma A. macrostachyum | A 20 1
A. macrostachyum | B 20 1
A. macrostachyum | C 20 1
S. perennis A 20 1
S. perennis B 20 1
S. perennis C 20 1
S. ramosissima A 10 2
S. ramosissima B 10 2
S. ramosissima C 10 2

3. Analisis estadisticos

Para el andlisis de los datos se utilizo el programa Statistica 6.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, USA). Se analizé la normalidad de los datos utilizando el test Shapiro-Wilk W,
asumiendo que cuando el estadistico es significante la hipétesis de que los datos tienen

una distribucién normal se rechaza.
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En el caso de los datos no paramétricos, la comparacién de los valores medios de
dos grupos se realiz6 mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney. Por otro
lado, para comparar los valores medios de mas de dos grupos se utilizé el test no

paramétrico Kruskal-Wallis.

Para los datos con una distribucion normal, se utilizd el test paramétrico
ANOVA vy el test post-hoc Bonferroni.
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RESULTADOS:

En el experimento se han obtenido los porcentajes medios de germinacion para
cada una de las especies analizadas en cada uno de los tratamientos sometidos como se
puede observar en la tabla 2. En general, se observan distintas respuestas de

germinacion en las especies estudiadas.

Tabla 2: Porcentaje medio de germinacion de las especies analizadas.

Ecologia Especies A B C D
Ribera A. glutinosa 0% 0% - -
E. andevalensis 0% 0% 0% -
M. caerulea 0% 0% - -
N. oleander 100% 75% 73% 87%
T. mutabile 0% 0% - -
Matorral C. albidus 0% 5% - -
C. salviifolius 0% 0% - -
H. ocymoides 5% 5% - -
L. viridis 45% 60% - -
Marisma A. macrostachyum | 0% 5% 0% -
S. perennis 5% 20% 5% -
S. ramosissima 85% 85% 95% -

Del conjunto de especies analizadas cuya ecologia principal es la ribera s6lo N.
oleander presenta una respuesta positiva frente a todos los tratamientos realizados. El
porcentaje de germinacion de sus semillas es muy alto en los tres tratamientos: en el
tratamiento A (Hoagland pH= 5,43) han germinado todas las semillas y en los
tratamientos B y C germinan el 75% y el 73%, respectivamente (Hoagland pH=3,2 y
agua del rio Tinto). En el tratamiento D, las semillas hidratadas con la disolucién de
Hoagland con pH=1,8, el porcentaje de germinacion es mayor que en las dos
condiciones &cidas anteriores, habiendo
germinado en este tratamiento un 87% de las
semillas. No obstante, aunque los porcentajes
de germinacion sean del 73% y 87% en las
placas C y D, estas plantulas no se
desarrollaron correctamente: se rompe la

testa y sale la radicula, pero esta no consigue

desarrollarse (Figura 3).

Figura 4: Semilla de Nerium oleander. Ha roto la testa y se puede observar la radicula.
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Se han observado diferencias estadisticamente significativas entre los
porcentajes medios de germinacion de las semillas de N. oleander en los distintos
tratamientos (p<0,001). El porcentaje medio de germinacion en el tratamiento A es
significativamente superior a todos los demas tratamientos. Por otro lado, los
porcentajes medios de germinacion en el tratamiento D son estadisticamente superiores

a los obtenidos en los tratamientos B 'y C.

Ninguna de las otras especies de riberefias, (A. glutinosa, M. caerulea y T.
mutabile) germinaron en los tratamientos A y B, por ello no se sometieron a los otros

tratamientos.

Las semillas de E. andevalensis fueron sometidas a los tratamientos A, By C

pero ninguna de las semillas lleg6 a germinar.

En lo que se refiere a las especies de matorral, L. viridis presenta los porcentajes
mas altos de germinacion ante los dos primeros tratamientos realizados; germinaron el
45% de las semillas sometidas al tratamiento A y el 60% en el tratamiento B (Hoagland
con pH=5,43 y pH=3,2, respectivamente).

Las otras tres especies que forman parte de los matorrales, C. albidus, C.
salviifolius y H. ocymoides presentan tasas de germinacion muy insignificantes,

habiendo germinado en los mejores casos el 5% de las semillas.

Entre las especies seleccionadas de la familia Chenopodiaceae, S. ramosissima
presenta los porcentajes mas altos de germinacion. Germinaron el 85% de las semillas
en los tratamientos A y B (Hoagland con pH=5,43 y pH=3,2 respectivamente) y el 95%
de las semillas sometidas al tratamiento C (agua del rio Tinto). En este caso, segin los
resultados obtenidos en placa, el pH acido no afecta a la germinacion de las semilla
(p=0,4). Por otro lado, A. macrostachyum muestra porcentajes de germinacion bajos,
habiendo germinado sélo en el tratamiento B un 5% de todas las semillas. Las semillas
de S. perennis germinaron en un 5% en los tratamientos A 'y C y un 20% cuando se

hidrataron con la disolucién del tratamiento B (Figura 4).
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A B

Figura 5: Imagenes representativas de las dos especies de marisma que presentan mayores porcentajes de
germinacion. A: Salicornia ramosissima; B: Sarcocornia perennis.
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DISCUSION:

Los resultados del experimento indican que las especies estudiadas se comportan
de forma diversa en cuanto a su capacidad de germinacion. Los mayores porcentajes de
germinacién se han encontrado en las especies Nerium oleander y Salicornia
ramosissima. Por otra parte, muchas de las especies analizadas no germinaron en las
condiciones empleadas. Los distintos comportamientos pueden ser debido a distintos
factores: desde la viabilidad de las semillas a la presencia o ausencia de mecanismos de

adaptacion a diversas variables ambientales.

Nerium oleander es una especie de distribucion mediterranea, muy abundante en
las riberas susceptibles a sequias estivales del sur de la peninsula Ibérica. En el territorio
de estudio preside la comunidad vegetal Oenantho crocatae-Nerietum oleandri que
presenta una variacion en las aguas acidas y con elevada carga de metales: la

subasociacion ericetosum andevalensis.

Las semillas de esta especie presentan altos porcentajes de germinacion en
condiciones de pH=5,43. Estos porcentajes de germinacion coinciden con los obtenidos
por Costinela y Doina (2009), quienes consiguieron germinar entre el 80-100% de las
semillas en substrato universal. Las diferencias en los porcentajes de germinacién entre
las semillas dispuestas en Hoagland pH=5,43 y las otras disoluciones acidas son
estadisticamente significativas. Es decir, la acidez de las aguas afecta al porcentaje de
germinacién, disminuyendo la capacidad de germinacion de las semillas de esta especie.
No obstante, estos porcentajes de germinacion siguen siendo altos en condiciones
acidas. Por lo tanto, esta especie, debe de tener mecanismos de tolerancia frente a la

acidez.

La placa de germinacion tratada con agua del rio Tinto presenta un porcentaje de
germinacion significativamente inferior al tratamiento D, a pesar de que en ambos la
solucion presenta el mismo valor de pH (pH=1,8). Esto parece indicar que la
concentracion de metales que se encuentran en el agua del rio reduce la capacidad de
germinacion de N. oleander, de todos modos el porcentaje de germinacion se mantiene
por encima del 70%. Estos elevados porcentajes indican que esta especie riberefia,
ademas de tener una alta capacidad para tolerar las aguas extremadamente acidas, tiene

mecanismos que limitan la absorcion de los metales pesados.
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No obstante, en nuestro experimento, ni en el tratamiento C ni en el D, los que
mas se asemejan a las caracteristicas naturales, la plantula ha continuado el crecimiento
mas alla del desarrollo de la radicula. Este escaso desarrollo contrasta con la presencia
de esta especie en los entornos extremadamente acidos y ricos en metales de las riveras
del Rio Tinto. Esto puede deberse a que en su entorno natural, ciertos factores
medioambientales, como las diferencias en el régimen hidrico, pueden causar que las
semillas no se encuentren sometidas constantemente a esta extrema acidez y
disponibilidad de metales, permitiendo asi el desarrollo de las plantulas hasta las plantas

adultas.

La tolerancia que presenta frente a la acidez y concentracion de metales (Fe, Cu,
Zn, Ni, As y Pb), hace de N. oleander una especie adecuada para la fitoestabilizacion de
toda esta zona (Franco et al., 2012). Ademas, la restauracion utilizando N. oleander
podria aplicarse en toda su area de distribucion, con menos problemas que otras técnicas
debido a su tolerancia a la sequia, lo que requiere menos inversion en riego que en otras
précticas y favorecer la colonizacion natural de la zona por otras especies autdctonas
(Josa et al., 2012).

Las semillas de las otras especies riberefias analizadas, A. glutinosa, E.
andevalensis, M. caerulea y T. mutabile, no han germinado en ninguna de las
condiciones. Esto parece indicar que las semillas en estas especies no germinan a pH

acidos.

Erica andevalensis es un endemismo es aciddfilo-metalicola, exclusora de
algunos metales y bioindicadora del Cu. Gracias a estos mecanismos, dicha especie
tiene la capacidad de resistir en suelos con elevadas concentraciones de metales pesados
(Rodriguez et al., 2007; Asensi et al., 1999). Ademas, también presenta flavonoides de
gran interés en la medicina, especialmente para la proteccion gastrica (Reyes et al.,
1996).
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Figura 6: Ejemplar en flor de E. andevalensis

Con el protocolo de germinacion gue se ha llevado a cabo, las semillas de E.
andevalensis no germinan en condiciones &cidas. Estos porcentajes de germinacion
pueden deberse a que la mayoria de las semillas de E. andevalensis hayan sido
producidas en un estado latente. Las semillas no germinan debido probablemente a un
mecanismo fisioldgico inhibidor de la germinacidn; este mecanismo es el mas comun en

plantas perennes de las zonas templadas (Baskin y Baskin, 1988).

Esta baja tasa de germinacién ha sido observada en numerosas ocasiones. Es por
esto, por lo que se han llevado a cabo numerosos experimentos con el fin de determinar
las condiciones dptimas de germinacién para esta especie, como es el caso del estudio
de Vecino-Bueno et al., (2009). Observaron que las tasas finales de germinacion (con
valores de pH entre 2 y 7) oscilaron entre 5-10%, de manera que el porcentaje de
germinacion aumentaba al incrementar el valor del pH. En otro de los ensayos realizado
por Oliva et al., (2009) se sometieron las semillas a mdltiples pre-tratamientos (frio,
calor e hidratacion acida mediante HCI, adicién de nitrégeno al medio mediante nitrato
de potasio y nitrato de amonio, adicion de acido giberélico) observando que sélo el
acido giberélico, a partir de una concentracion de 100ppm, aumentaba los porcentajes
de germinacion. A pesar de haber conseguido aumentar el porcentaje de germinacion
con el uso de GAs, en estos dos experimentos solo se analizaron la semillas hasta la
ruptura de la testa y su consiguiente aparicion de la radicula. Por lo tanto, aunque
consiguieron aumentar en cierto nivel los porcentajes de germinacion, con estas técnicas

no se obtienen plantulas viables, lo cual es indispensable para la restauracion.
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En la germinacion de las semillas de E. andevalensis Aparicio (1995) ha
obtenido los mejores resultados de germinacion mediante el pre-tratamiento de frio en el
banco de semillas. En este experimento también tenia un papel muy importante el
tiempo de germinacion, debido a esto, el estudio de este endemismo excede el tiempo de

investigacion del que disponemos.

A través de numerosos experimentos se ha observado que las semillas de la
especie E. andevalensis no germinan en placa con pH &cidos, no obstante, es una
especie que crece en zonas de suelos &cidos. Este hecho deja las puertas abiertas a
futuras investigaciones acerca de los requerimientos de germinacion de esta especie. Se
ha estudiado que las Ericaceas necesitan ser micorrizadas por un hongo para germinar,
por lo tanto, en investigaciones futuras habria que probar la micorrizacion de estas
semillas con los hongos que se encuentran en los suelos de los alrededores del rio Tinto
(Perotto et al., 2012).

La informacién acerca de los requerimientos de germinacion de las semillas de
Erica andevalensis es muy importante debido a que esta especie tiene gran potencial
para sus uso en técnicas de fitorremediacién en estas zonas mineras (Abreu et al.,
2008). Ademas, esta especie es considerada vulnerable segun la IUCN (International
Union for the Conservation of Nature), por lo cual su estudio y proteccion tienen gran

importancia.

Prada y Arizpe (2008) sugieren que la calidad de los lotes de las semillas y la
capacidad germinativa suelen ser muy bajas en Alnus glutinosa debido a que es dificil
separar las semillas llenas de las vanas Las semillas utilizadas en el estudio son
procedentes de dos ejemplares situados en los margenes de la confluencia del rio Agrio
y Odiel. La escasa calidad del lote de semillas puede haber sido la causa de que ninguna

de estas semillas haya germinado en nuestro estudio.

Molinia caerulea es una especie herbacea propia de los prados encharcados
situada en los margenes del rio en su nacimiento. Para analizar la germinacion de estas
semillas Brys et al., (2005) hicieron un estudio de la capacidad de germinacion tanto en
condiciones naturales como en condiciones de laboratorio. Se emplearon distintos tipos
de sustratos (neutro estéril, quemado y no quemado) y se contabiliz el reclutamiento de

plantulas durante tres afios consecutivos. En ambos casos, tanto en condiciones
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naturales como en condiciones de laboratorio, las tasas de germinacion son
significativamente superiores en sustratos quemados. No obstante, en general, estas tasa
de germinacién fueron bajas (9,2%). Por lo tanto, el fuego parece influir mientras que el

pH acido no parece afectar en la germinacion de las semillas.

Las especies de matorral que se han puesto a germinar presentan diversas
respuestas frente a los diferentes tratamientos, pero en general el pH parece no tener
efecto en las germinaciones. Las plantas del matorral viven en ecosistemas propensos a
incendios. Debido a esto, tienden a producir semillas que se liberan de la latencia sélo
después de haber sido expuestos a factores relacionados con el fuego, tales como altas
temperaturas, humo, compuestos carbonatados, 6xidos de nitrogeno y otros compuestos
nitrogenados (Cruz et al., 2003). La ausencia del efecto de incendios en la germinacién
llevada a cabo en el laboratorio puede ser la razon para explicar las bajas tasas de

germinacion obtenidas en las especies C. albidus, C. salviifolius y H. ocymoides.

En el caso de las semillas de C. albidus se ha observado que requieren un pre-
tratamiento de calor para la germinacién ya que sus semillas presentan latencia debido a

la dureza e impermeabilidad de su cubierta (Thanos y Georghiou, 1988).

Las semillas de C. salviifolius son de pequefio tamafio, con una cubierta dura y
se encuentra dentro de una cépsula globosa pentagonal. En el estudios de Salvador y
Lloret (1995) las semillas fueron sometidas a dos tipos de tratamientos pre-germinativos
de calor (70°C/120°C). La temperatura tuvo un efecto significativo en la germinacion de
las semillas, incrementando los porcentajes de germinacién con el tratamiento de 70°C.
Los resultados de nuestro estudio pueden haber sido causados por la falta de este

tratamiento de calor.

No obstante, se obtuvieron tasas de germinacién de 45% en las semillas de la
especie endémica L. viridis hidratadas con Hoagland pH=5.43 y aument6 este
porcentaje hasta un 60% con la disolucion mas &cida (Hoagland ph=3,2). En esta
especie el pH influye en la germinacion, aumentando los porcentajes de germinacion
cuando se acidifica la disolucion. Esto puede deberse a que la acidez favorece la ruptura
de la testa ayudando asi en la germinacién. Como en otras muchas especies, en esta

tampoco hay estudios acerca de los requerimientos de germinacion.
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Las especies de la familia Chenopodiaceae con las que se ha trabajado son
plantas que crecen en la desembocadura del rio Tinto y sus afluentes. En este ambiente,
cuando la marea sube el agua del mar se mezcla con el agua del rio disminuyendo asi la
acidez de la zona y permitiendo que crezca la vegetacion de marisma. Dos de las
especies estudiadas son perennes (A. macrostachyum y S. perennis) y la otra es anual (S.
ramosissima). Cuando las semillas de A. macrostachyum y S. perennis se ponen a
germinar con el agua del rio Tinto no germinan. Esta baja tasa de germinacion en el
tratamiento C puede deberse a que en su medio natural las semillas no estan
constantemente expuestas a las condiciones &cida extremas gracias al efecto de las

mareas.

Estos resultados obtenidos en las especies perennes contrastas con los
porcentajes de germinacidn obtenidos con las semillas de la especie S. ramosissima
(A:85%, B=85%, C=95%). Esto puede ser debido a que esta es una especie terofita, en
la época desfavorable sélo perduraran las semillas. Debido a su ecologia esta es una

especie muy interesante para la restauracion de las marismas.

Fertiberia, lider europea en fabricacién de fertilizantes para la agricultura,
deposita fosfoyesos en el margen derecho del rio Tinto y la fundicion Atlantic copper
deposita minerales en toda esta zona. Esto ha provocado un gran impacto ambiental en
todo el territorio de la desembocadura de los rios Odiel y Tinto, Huelva. Como
consecuencia de estas actividades industriales es una zona gque necesita ser restaurada.
Teniendo en cuenta los altos porcentajes de germinacién obtenidos en este estudio y su

ecologia, S. ramosissima seria muy adecuada para la restauracion.
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CONCLUSIONES:

En el experimento se han obtenido diversos porcentajes medios de germinacion

frente a diferentes condiciones de pH acidos.

Entre las especies riberefias N. oleander presenta elevados porcentajes de
germinacién en todos los tratamientos. En esta especie el pH &cido influye en la
germinacién: cuanto méas &cido es el medio menores porcentajes de germinacion

se obtienen.

La elevada concentracion de metales que se encuentran en el agua del rio reduce

la capacidad de germinacion de N. oleander.

Las otras especies de ribera (A. glutinos, E. andevalensis, M. caerulea, T.

mutabile) estudiadas no han germinado en pH &cidos.

Los datos obtenidos en el experimento indican que las semillas de E.

andevalensis no germina en pH &cidos en placa.

Las especies de matorral C. albidus, C. salviifolius y H. ocymoides han
presentado bajos porcentajes de germinacion (maxima germinacién 5%). Un

elevado porcentaje de estas semillas no germinan en pH &cido.

L. viridis presenta porcentajes de 45% y 60% en los tratamientos A y B
respectivamente. La acidez favorece la ruptura de la testa ayudando asi en la

germinacion.

Las especies perennes estudiadas de la marisma, A. macrostachyum y S.

perennis presentan bajos porcentajes de germinacion a pH acidos.

S. ramosissima presenta altos porcentajes de germinacion en los tratamientos A,
B y C. En esta especie el pH acido no afecta a la germinacion en placa. Por su

respuesta positiva es una especie idénea para la restauracion de las marismas.
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