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Resumen

En este trabajo nos propusimos determinar la viabilidad de las semillas de una planta endémica
del desierto de Tabernas, Moricandia foetida, a través de los parametros fisioldgicos porcentaje de
germinacion, tiempo medio de germinacion y velocidad de germinacién. Se llevaron a cabo ensayos
con diversos rangos de temperatura y salinidad para conocer el efecto de estos factores sobre la
germinacién y determinar el rango dptimo para este proceso. Como las semillas de esta planta
permanecen en estado de latencia ante condiciones desfavorables, fue interesante realizar un ensayo

posterior transfiriendo las semillas a agua destilada para determinar la capacidad de recuperacion.

Aunque en el tratamiento control la germinacién aumentd con la temperatura, los mejores
porcentajes de germinacién bajo condiciones salinas, se obtuvieron en el rango de temperatura mas
bajo (15/5°C), donde todos los tratamientos salinos superaron el 50%. Estos valores se vieron
reducidos tanto por el aumento de la concentracién salina como por el aumento de la temperatura.
El tiempo medio de germinacidn oscilé entre 4 y 10 dias, tardando mas en germinar aquellas semillas
sometidas a bajas temperaturas y alta salinidad. La velocidad de germinaciéon media se vio disminuida
con el aumento de la salinidad. En cuanto al ensayo de recuperacion, el nimero de semillas
recuperadas en el tratamiento térmico menor incrementd con la salinidad. Sin embargo, en el resto

de rangos de temperaturas se produjo lo contrario, los valores se vieron revertidos.

La conclusién general es que las condiciones térmicas dptimas para la germinacién de las
semillas de M. foetida en condiciones salinas se producen en el rango de temperatura mas bajo (15/5
°C), correspondiente a condiciones invernales en su area de distribuciéon. Interpretamos este hecho
como una adaptacion de la especie a germinar en la época en la cual la lluvia es mas frecuente, la
humedad mas duradera y la salinidad mas baja, lo que mejora las posibilidades de éxito de las plantulas

en el desierto mediterraneo.

Palabras clave: Moricandia foetida, germinacién, endemismo, desierto de Tabernas, salinidad,

temperatura
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Abstract

In this work we set out to determine the viability of the seeds of an endemic plant of the
Tabernas desert, Moricandia foetida, through the physiological parameters: final germination
percentage, mean time of germination and rate of germination. Assays were carried out with different
ranges of temperature and salinity to determine the effect of these factors on germination and
determine the optimal range for this process. Since these seeds remain dormant under unfavorable
conditions, it was interesting to carry out a subsequent test by transferring them to distilled water in
order to determine their recovery capacity.

Although germination increased with temperature in the control treatment, the highest final
germination percentages under salinity conditions was obtained in the lower range of temperature
(15/5°C), where all saline treatments exceeded 50%. These values were reduced by increasing
temperature as well as increasing salinity. The mean time of germination ranged between 4 and 10
days, taking longer to germinate those seeds subjected to low temperatures and high salinity. The rate
of germination was decreased with increasing salinity. Regarding the recovery test, the number of
seeds recovered in the lower heat treatment increased with salinity. However, in the rest of the
temperature ranges the opposite occurred, the values were reversed.

The general conclusion is that the optimal thermal conditions for the germination of M. foetida
seeds under salinity conditions occur in the in the lower range of temperature, corresponding to winter
conditions in its distribution area. This fact was interpreted as an adaptation of the species to
germinate in the season in which rain is more frequent, humidity longer and salinity lower, which

improves the chances of success of seedlings in the Mediterranean desert.
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1. Introduccion
1.1. Informacidn general y eleccion de la especie de trabajo

Moricandia foetida Bourg. ex Coss. es una especie de la familia Brassicaceae. EI nombre
Moricandia fue concebido cuando Augustin Pyrame de Candolle separd este género de Brassica y hace
honor a Moise Etienne Moricand (1780-1854), botanico e investigador de las floras de América e Italia.
El epiteto especifico, foetida, proviene del latin, y quiere decir “fétida”, debido al desagradable olor de
sus hojas, especialmente al secarse. Moricandia foetida fue descrita y publicada por Cosson en 1852
en el libro “Notes sur quelques plantes critiques, rares, ou nouvelles”, atribuyéndola al recolector E.

Bourgaeau.

Se trata de una hierba anual de pequefio tamafio, con un porte maximo de 50 cm, que presenta
hojas caulinares cordadas-amplexicaulas. Es facil de confundir con otras especies del mismo género.
Asi, Kunkel (1993) en su primera obra sobre la flora del Desierto de Tabernas, la catalogé como M.
arvensis, especie que se diferencia de M. foetida por tener las semillas dispuestas en dos filas por

|6culo.

Un rasgo destacable de esta especie es la mixospermia, es decir, la capacidad de las semillas de
secretar sustancias mucilaginosas al entrar en contacto con agua. El mucilago puede absorber agua y
permitir, al secarse, que la semilla se adhiera a la superficie del suelo (Western, 2012). Por tanto, es
una excelente capacidad adaptativa que posibilita la germinacién en condiciones aridas y la resistencia
de las semillas a ser arrastradas por la erosién hidrica. Este hecho puede jugar un papel relevante en
la adaptacion de la planta a la colonizacidn de taludes de gran inclinacidn. Seria interesante seleccionar
plantas que destaquen por esta adaptacién para restaurar zonas semidridas en riesgo de degradacion
(Garcia-Fayos, 2015).

Aparte de las cualidades comentadas, se trata de una especie de area restringida, endémica de
la provincia de Almeria, que habita tipicamente en taludes de margas salinas. Esto la convierte en una
planta objeto de estudio que contribuye a concienciar de la importancia de la conservacion de las
especies endémicas. También participaremos en la aportacién de informacion sobre su biologia
reproductiva y sus condiciones de germinacion (ya que actualmente hay pocas fuentes sobre estos

temas) y se realizard una comprobacién de la viabilidad del material vegetal silvestre.

1.2. Relaciones filogenéticas. Taxonomia

Moricandia (Brassicaceae) es un género que incluye ocho especies adaptadas a condiciones mas
0 menos aridas distribuidas por las regiones Mediterranea, Irano-Turaniana y Saharo-Sindica (Saharo-
Arabiga). Historicamente, la identificacidon taxondmica de algunas poblaciones ha sido controvertida a
causa de una falta de caracterizacion morfoldgica que permita establecer una evidente separacion de
taxones. Esto llevd a que se describieran numerosas especies, subespecies o incluso variedades
(Schulz, 1936; Bolos, 1948; Heywood, 1964; Maire, 1967).

En la Peninsula Ibérica conviven tres especies: M. arvensis, especie circunmediterranea que
crece en campos agricolas y ambientes ruderales. M. foetida, endémica de Almeria, vive en margas
salinas, ocasionalmente yesiferas y M. moricandioides, especie endémica ibérica que se halla sobre

sustratos calcdreos y yesosos, bajo condiciones semiaridas y climaticamente mas frias que M. foetida.
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M. foetida es una especie diploide (2n=28) cuyos cromosomas de las células meristematicas
radiculares (Valdés Bermejo, 1971) presentan menor tamafio en proporcién al resto de los
cromosomas del cariotipo. Se pudo comprobar que en la metafase | intervienen catorce cromosomas
bivalentes, y, en la metafase Il, dos polos con catorce cromosomas cada uno. Se desarrolla, por tanto,

una meiosis normal.

Las especies ibéricas de Moricandia fueron estudiadas mas recientemente mediante
marcadores ISSR (Jiménez & Sanchez-Gomez, 2012), lo que permitid evidenciar cierto grado
significativo de diferenciacién genética. El porcentaje de variacion mas elevado se atribuyé a las
diferencias entre taxones (66,52%), mientras que el menor porcentaje (33,48%) se debia a la variacién
dentro de la poblacidn.

Los niveles de diversidad genética observados y el niumero de loci polimodrficos en las
poblaciones podrian ser explicados por la reproduccién alégama de Moricandia, que permitiria
prevenir la pérdida de alelos y diversidad genética a través de la deriva genética. Los taxones reducidos
a poblaciones pequefias, como es M. foetida, presentan menor diversidad que aquellos caracterizados

por extensos tamafios de poblacién con miles de individuos, al menos en el sureste de Espania.

Mediante la interpretacion del patrén ISSR se observd una relacidn estrecha entre los taxones
M. moricandioides subsp. pseudofoetida y M. moricandioides subsp. moricandioides, ademas, ambos
estaban relacionados con M. foetida. Sin embargo, mediante esta estrategia de muestreo, no se
consiguié una representacién clara del patron filogenético entre los taxones estudiados. La
hibridacidén, la introgresién y la especiacidon hibrida son las principales fuerzas evolutivas en
Brassicaeae (Marhold & Lihova, 2006). M. moricandioides subsp. pseudofoetida se confundié
primeramente con M. foetida y después, se describié como un nuevo taxon (Sanchez-Gémez et al.,
2001).

Hay que destacar que dicho origen hibrido no estd muy claro debido a los discrepantes
resultados obtenidos en los diversos estudios. El nUmero de marcadores compartidos entre estas
especies no muestra un origen hibrido concluyente en los resultados ISSR de Jiménez & Sanchez-
Gbémez (2012), pero en otros articulos si que se demuestra la naturaleza hibrida de las especies, ya que
los parentales compartian un alto porcentaje de bandas (Wolfe et al., 1998; Martin & Sanchez-Yélamo,
2000). Otro estudio anterior sugiere que los taxones estaban casi completamente aislados
reproductivamente, ya que no se pudo recolectar semillas viables de cruces artificiales entre los

parentales M. moricandiodes y M. foetida (Sobrino, 1997).

Por otra parte, no existen hibridos naturales entre estos dos taxones, ni poblaciones simpatricas
cerca de M. moricandioides subsp. pseudofetida. Los resultados ISSR determinan que dicho taxén
posiblemente se formd tras un evento de especiacién después del aislamiento de poblaciones debido

a procesos bioticos o abidticos (Jiménez & Sanchez-Gémez, 2012).

Sin embargo, las diversas hipdtesis sobre estas relaciones filogenéticas concluyen en que se
requiere realizar mas estudios con diversos tipos de marcadores moleculares y un muestreo masivo

de poblaciones de M. moricandioides para aprobar la hipdtesis del origen hibrido.
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1.3. Descripcion
1.3.1. Morfologia

Es una hierba anual de 21-28 cm (excepcionalmente de 10-50 cm). Tallos erectos, a veces
ramificados, con la base glabra. Las hojas son enteras o crenadas, con un color verde claro ligeramente
azulado (glauco). Ademas, son levemente crasas y pruinosas. Las hojas basales se caracterizan por ser
laxamente arrosetadas, subsésiles y poseer forma obovada y dentada. Por otra parte, las hojas

caulinares son cordado-amplexicaules y aquellas situadas en la parte superior son mas agudas y

i
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pequefias (Figura 1).
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Figura 1. Moricandia foetida, porte, detalle de flor y frutos.

Flores en racimos, con sépalos obtusos, violaceos y pétalos (12 mm) violaceo-blanquecinos.
Silicuas erecto patentes de 10-60 x 1,5-2 mm. Semillas uniseriadas, elipsoidales, de 1,5 mm,

estrechamente aladas, de color marrén obscuro a negruzco (Sobrino, 1993).

1.3.2. Distribucidn y ecologia: el desierto de Tabernas

El drea de distribucion atribuida a este taxon varia considerablemente en las distintas fuentes
consultados, lo que pone de manifiesto la existencia de dificultades en su identificacion y delimitacién
taxondmica, ademas de la existencia de posibles errores de diversa naturaleza. Segun Vizoso (2009),

gue nos parece la mas acertada, se restringe a los Campos de Tabernas y Sorbas, alcanzando Huércal
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de Almeria y Cuevas de los Ubedas. Sin embargo, Sobrino (1993) acepté su presencia de las provincias
de Almeria, Cérdoba, Granada y Murcia. Por su parte, Anthos (2022) admite localidades en Granaday
numerosas en el levante almeriense y Murcia. En el mapa de la figura 2 representamos las citas
aceptadas por GBIF (2022), entre las cuales hemos destacado en color rojo las que nos parecen mas
coherentes.

Figura 2. Mapa de distribucion de Moricandia foetida segiin GBIF (2022). En rojo las localidades acordes
con el &rea aceptada por Vizoso (2009). El resto en azul.

Los Campos de Tabernas, también conocidos en la actualidad como desierto de Tabernas,
siguiendo la denominacion que se le dio al espacio protegido “Paraje Natural del Desierto de
Tabernas”, ocupan geograficamente una posicién central de la provincia de Almeria, limitados al oeste
por Sierra Nevada y Sierra de Gador, al norte por Sierra de los Filabres y al este por Sierra Alhamilla.
Se trata de una depresién intramontafiosa que sufre un marcado fenémeno de sombra de lluvias. La
otra gran peculiaridad de este enclave es su origen geoldgico. Se trata de una cuenca marina donde
fueron sedimentando un conjunto de materiales miocenos (calizas, arcillas, margas, arenas y yesos)
que se depositaron en un ambiente marino/lacustre, inicialmente abierto y después cerrado que acabé
desecandose. Los materiales mas antiguos tienen unos 10 millones de afios y son sedimentos

depositados en el lecho marino, procedentes del arrastre de los cursos fluviales colindantes.
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Normalmente formaban abanicos donde alternan capas de marga y arena. Estas turbiditas, materiales
blandos y en algunos de sus episodios cargados de sales, han sido labradas por la erosién hidrica,
forjandose el tipico paisaje en taludes y cdrcavas conocido como “bad-lans”. Sobre ellas descansan con
frecuencia estratos de otros tipos de rocas que se formaron por acumulacion de precipitados salinos
al desecarse la cuenca (evaporitas), entre los que destacan los yesos. La combinacidn de estos dos
factores (escasez de precipitaciones y suelos ricos en sales) determina un paisaje de escasa cobertura
vegetal que ha motivado la etiqueta de “desierto”.

En lo concerniente al clima, de tipo mediterraneo calido, con temperatura media anual de
17,9°C, presentando temperaturas minimas absolutas en invierno, en torno a los 0°C y maximas
absolutas que superan los 40°C. Por otro lado, las precipitaciones tienen un valor total de 239 mm
anuales de media, presentando gran oscilacidn inter e intraanual. Se presentan en forma de lluvias
torrenciales ocasionales y numerosas lluvias débiles. La estacién mas lluviosa es el invierno, seguida
del otofo, caracterizdndose el verano por la escasez de precipitaciones. Los valores medios de
humedad oscilan entre el 51-52 % en los meses cdlidos y el 65-66% en los meses mas frios (Lazaro et
al., 2004).

Estas condiciones ecoldgicas tan adversas para el desarrollo vegetal explican la rareza y
originalidad de su flora, entre la que encontramos endemismos exclusivos (Euzomodendron
bourgaeanum, Limonium tabernense), endemismos murciano-almerienses (Anthyllis terniflora,
Astragalus pauciflorus, Diplotaxis crassifolia, Helianthemum almeriense, Launaea lanifera, Herniaria
fontanesii subsp. almeriana, Anabasis hispanica), endemismos de area mas o menos amplia (Satureja
canescens, Teucrium capitatum subsp. gracillimum, Serratula leucantha), asi como numerosos
iberonorteafricanismos y disyunciones saharo-arabigas e irano-turanicas (Caralluma europaea,
Cynomorium coccineum, Eryngium ilicifolium, Frankenia corymbosa, Periploca laevigata subsp.
angustifolia, Pteranthus dichotomus, Ifloga spicata, Salsola genistoides, Thymus hyemalis, Ziziphus
lotus, etc.

Las poblaciones mas tipicas de M. foetida colonizan carcavas y taludes muy inclinados (bad-
lands), sobre materiales muy poco cementados (principalmente arcillas y limos), habituralmente ricos
en sales. Presentan espectaculares desarrollos en las primaveras mas lluviosas, mientras que, en los

afilos mas secos, sus poblaciones son exiguas (Figura 3).
1.3.3. Estrategias adaptativas

M. foetida se comporta como un terdéfito primocolonizador de taludes margosos salinos, un
ambiente tan hostil que apenas tiene competidores. Para conseguir implantarse en este habitat,
probablemente juegue un papel decisivo la capacidad de sus semillas de desarrollar una capa
mucilaginosa en condiciones de humedad (mixospermia), lo que permite su adhesion al suelo (Grubert,
1974; Gutterman & Shem-Tov, 1997). Ademds, se trata de un mecanismo eficaz de reduccion de la
dispersidn secundaria por el viento o las lluvias y de la depredaciéon por hormigas (Garcia-Fayos, 2015).
A su vez, la duracion y grado de humectacién de la semilla, junto con la temperatura del suelo,
determinan el tiempo de germinacién. No ocurre de forma inmediata ya que las semillas estan
sometidas a una latencia innata. La combinacién de estas estrategias de vida contribuye a la

colonizacion de su peculiar habitat (Hensen, 1999a).
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Figura 3. Taludes de Tabernas con poblaciones excepcionales de M. foetida en una primavera muy himeda
(abril 2010). Abajo y a la derecha, taludes similares en condiciones normales.

1.3.4. Grado de amenaza

Vizoso (2009) la considera como Vulnerable, sin embargo, no aparece en otros documentos de
flora amenazada como Bafiares et al. (2004), Cabezudo et al. (2005) o Moreno (2008). Probablemente
debido a la problematica interpretacion taxondmica de la especie, ya que su reducida area

(endemicidad) la convierte automaticamente en una especie con un cierto grado de amenaza.

Algunos factores de amenaza para esta y otras especies de la zona son de origen antropogénico,
como el aprovechamiento extractivo y minero, la construccion de infraestructuras, o el turismo, que

conllevan un grave deterioro del medio.

Ciertas circunstancias climaticas y bidticas propias de la zona (precipitaciones esporadicas e
imprevisibles, temperaturas extremas, vientos intensos, hormigas cosechadoras, paso de ganado)

pueden suponer factores de amenaza para esta especie (Hensen, 19994, b). Pero, sin duda, los factores

10
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de origen antropogénico (actividades mineras, turismo, motociclismo, construccién de
infraestructuras) suponen en la actualidad los auténticos riesgos para la conservacion de la flora

tabernense.
1.4. Fisiologia
1.4.1. Germinacion

Las semillas, una de las etapas del ciclo vital de las plantas superiores mds resistentes a las
condiciones ambientales extremas, pueden sobrevivir y conservar su capacidad de germinacién
durante muchos afos, a la espera de unas condiciones adecuadas para iniciar la germinacion
(Gutterman, 2002). La germinacion de semillas es la primera etapa critica en la vida de las plantas,
debe ocurrir bajo las condiciones dptimas, ya que provoca el paso de las semillas de la vida latente a
la activa. Se trata de un proceso irreversible, determinante de si la planta continda su desarrollo o
muere. A menudo las semillas deben esperar largos periodos de tiempo, sobreviviendo bajo
temperaturas muy altas, asi como expuestas a elevadas concentraciones de salinidad, como las que se
acumulan cerca de la superficie del suelo en los desiertos durante el verano caluroso y seco (Trabelsi
& Kherraze, 2020).

La definicion de germinacién comprende una serie de acontecimientos que tiene su origen con
la imbibicién de la semilla y activacidon de varios procesos metabdlicos (incremento de la actividad
respiratoria y movilizacion de nutrientes). Tras esto, tiene lugar el alargamiento de la radicula, v,
finalmente, la fragmentacién de los tegumentos de la semilla. En el ambito practico, como el dado en
el laboratorio, se puede definir como la rotura de tegumentos debida al alargamiento de la radicula (si

carece de tegumentos, se trata del alargamiento apreciable de la radicula) (Bacchetta et al., 2008).

Para que se produzca la germinacion en laboratorio deben tenerse en cuenta el estado de la
semilla (viva, maduray sin dormicién, en este ultimo caso deberia establecerse un pretratamiento para
eliminar las inhibiciones germinativas) y los factores ambientales (humedad, luz, temperatura y

oxigeno).

La informacidn sobre la germinacién de esta especie es muy escasa, existiendo pocos estudios
sobre ello. Los ensayos de Pardo (1996) determinaron que M. foetida germina bien a las temperaturas
de 15, 20, 25y 30 °C, obteniéndose porcentajes préximos al 100 % a la temperatura mas alta ensayada,
mientras que a 15 °C se obtuvo un valor muy bajo. Segun esta fuente, presenta un periodo de latencia
comprendido entre los 3 y 5 dias y alcanza la capacidad germinativa maxima durante la primera

seémana.

1.4.2. Factores ambientales que afectan a la germinacion
1.4.2.1. Humedad

Las semillas maduras de las plantas silvestres no germinan hasta que el tiempo es humedo o
lluvioso. La cantidad de agua que necesitan varia de una especie a otra, en cualquier caso, no debe
superar un valor umbral que llevaria a la inhibicidn de la germinacién, y a su vez, al estado de anoxia
del embrién. Dependiendo de las especies, la germinacion puede ocurrir o activarse una vez que la
humedad ambiental se pone en contacto con las semillas, mientras que, en otras, solo ocurre cuando

la semilla se encuentra completamente sumergida en agua. En el caso de que los tegumentos sean
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impermeables al agua, la germinacién ocurrira cuando esta impermeabilidad desaparezca (Bacchetta
et al., 2008).

Para las plantas del desierto, el agua del suelo es una sefial ambiental crucial que desencadena
la germinacion, pero las especies de ambientes aridos pueden germinar con potenciales osmdticos

mucho mas bajos que otras no adaptadas a estas circunstancias (Aljasmi et al. 2021).

La reduccidon en la imbibicién de agua durante el proceso germinativo da lugar a desdrdenes
metabdlicos, como la alteracidn de la actividad enzimdtica, que provoca una disminucién en la

hidrélisis y utilizacidn de reservas como proteinas, lipidos y carbohidratos (Ahmed & Bano, 1992).

Para que las semillas vuelvan a un metabolismo activo es necesario que sus tejidos se rehidraten,
permitiendo el movimiento de las sustancias del endospermo, que actian como fuente de energia de
la plantula hasta que posea capacidad fotosintética. En la mayoria de las semillas, un exceso de agua
es desfavorable para la germinacion ya que dificulta la llegada de oxigeno hasta el embrién. (Pérez
Garcia & Martinez-Laborde, 1994).

El agua llega al embridn a través de las paredes celulares de la cubierta seminal. La rehidratacién
de las semillas causa una rotura de tegumentos que permite el crecimiento de la radicula. Por lo
general, el agua del suelo no puede ser empleada totalmente; estd mas o menos retenida por los
coloides, dependiendo del tipo de suelo. La penetracién del agua en la semilla tiene lugar a favor de
un gradiente de potencial hidrico, ya que el de la semilla es muy bajo. Con el aumento de la presion
osmética del suelo, como puede ser la introduccién de NaCl, se obstaculiza de forma considerable la
germinacion. Es por ello, que en los ensayos de germinacion realizados en laboratorio debe emplearse

agua destilada o desmineralizada, para conseguir condiciones reproducibles (Bacchetta et al., 2008).
1.4.2.2. Temperatura

La temperatura es un factor decisivo en la germinacion, ya que influye sobre los enzimas que
regulan la velocidad de las reacciones bioquimicas en las semillas después de ser rehidratadas, ademas
de que la actividad enzimdtica presenta maximos y minimos de temperatura, existiendo una
temperatura éptima. La temperatura éptima serd aquella en la que se consigue el maximo porcentaje
de germinacidn en el menor tiempo posible. Por debajo de la temperatura minima la germinacién no

se produce y por encima de la maxima se anula el proceso. (Pérez Garcia y Martinez-Laborde, 1994).

La temperatura es el principal factor ambiental responsable de los cambios en los estados de
latencia de las semillas (Baskin & Baskin, 2014). La necesidad de la temperatura requerida para la
iniciacion del crecimiento del embrién es menor que para el crecimiento vegetativo de la planta. La
mayoria de las semillas parecen germinar mejor a temperaturas comprendidas entre 15y 20 °C (Pérez
Garcia & Martinez-Laborde, 1994).

Se trata de un parametro que depende de cada especie, asi como de su origen geografico, por
lo que pueden presentarse valores muy variables de temperaturas dptimas. Los resultados que se
obtienen en el analisis de la germinacién a temperatura constante y en un rango variable pueden ser

muy distintos, tanto en la velocidad como en el nimero de semillas germinadas.
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1.4.2.3. Oxigeno

La disponibilidad de oxigeno es indispensable para que ocurra la germinacién, ya que el embrién
necesita suficiente oxigeno para obtener energia y aumentar su actividad metabdlica. La cantidad
necesaria varia dependiendo de cada especie. Generalmente, las especies terrestres requieren

mayores concentraciones de oxigeno que las acudticas.

El oxigeno disuelto en el agua de inhibiciéon debe poder llegar hasta el embridn para que ocurra
la geminacion. En algunas ocasiones los propios componentes de la cubierta seminal pueden reducir
la capacidad de la difusidn del oxigeno llegando a ser un obstaculo para la germinacién (Pérez Garcia
y Martinez-Laborde, 1994).

Es un pardmetro dificil de controlar en el laboratorio de un banco de germoplasma, ya que se
necesitan instrumentos especificos y costosos. Sin embargo, para nuestras condiciones de laboratorio,
no se trata de un factor critico para los ensayos de germinacion.

1.4.2.4. Luz

La luz facilita la germinaciéon de muchas semillas, proceso denominado fotosensibilidad positiva.
Por el contrario, hay semillas que germinan en condiciones de oscuridad, es lo que se denomina

fotosensibilidad negativa. Hay semillas que germinan tanto a la luz como en la oscuridad.

El tiempo de disponibilidad de luz (fotoperiodo) y el tipo de luz son dos variables muy

importantes en la germinacién.

Los procesos bioldgicos y fisioldgicos desencadenados por la accidn de la luz estan gobernados
por un pigmento denominado fitocromo. Este pigmento esta localizado, en las semillas, en el eje
embrionario y concretamente, en la zona compuesta por el hipocotilo y la radicula. El sistema
fotorreceptor puede adoptar dos estructuras dependiendo del tipo de luz percibida. Dichas estructuras
permiten o inhiben la germinacion. La activacion del fitocromo ocurre siempre en semillas hidratadas,

en semillas secas esta de forma no activa. (Bacchetta et al., 2008).

En algunas especies, la luz es el Unico factor que controla la germinacién. Sin embargo, en otras
especies, el control esta también bajo la combinacién de la salinidad y la temperatura. En condiciones

salinas, la falta de luz puede inhibir parcial o totalmente la germinacién de las semillas.

Por lo general, las cdAmaras de germinacidn utilizan lamparas fluorescentes que aportan gran

cantidad de luz roja, pero poca de luz roja lejana (inhibitoria de la germinacidn).

1.4.2.5. Salinidad

La salinidad es otro factor condicionante de la germinacidn de las semillas. Las plantas que
crecen en suelo salinos estan sujetas a un elevado riesgo de mortalidad causado por el estrés y otros
factores abidticos asociados (Ungar, 1991). Por ello, existen diversas adaptaciones para tolerar altos
niveles de salinidad: capacidad para germinar en condiciones de salinidad, capacidad mantenerse en
el suelo tolerando estos niveles sin perder la viabilidad e incluso, capacidad para completar todo su

ciclo de vida en un ambiente salino (Khan et al., 2002)

La salinidad inhibe la germinaciéon de las semillas de dos maneras: causando la inhibicién

completa, si la salinidad supera el limite de tolerancia de la especie, o retrasando el proceso
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germinativo hasta que la concentraciéon de sal en el suelo disminuya (Ungar, 1995). La germinacién y
el establecimiento de plantulas son las etapas mas criticas en el ciclo bioldgico de las plantas, solo
aquellas capaces de superar la primera fase pueden sobrevivir en territorios salinos. (Donohue et al.,
2010).

Por lo general, el porcentaje de germinacién se ve reducido con el aumento de la salinidad. No
obstante, la tolerancia a la salinidad varia con la especie y estd influida por la combinacion de diversos
factores: temperatura, humedad y luz (Noe & Zedler, 2000; Baskin & Baskin, 2014). Los valores éptimos
de estas variables determinan el momento de germinacion (Naidoo & Naicker, 1992; Gutterman et al.,
1995).

1.5. Estrategia germinativa en ambientes aridos
1.5.1. Caracteristicas de las plantas haléfitas

Las plantas haldfitas son aquellas capaces de crecer y reproducirse bajo considerables
concentraciones salinas. Esto es posible gracias a mecanismos fisioldgicos que permiten su adaptacién
en ambientes salinos. El principal de estos es el ajuste osmotico, que permite la tolerancia a la salinidad
gracias a la absorcion y compartimentacién controlada de iones (Na*, K* y CI') y la sintesis de
compuestos orgdnicos denominados “solutos compatibles”. A nivel celular, las H* - ATPasas de la
membrana plasmatica y el tonoplasto constituyen la fuerza motriz de protones transmembrana

empleada por los transportadores secundarios (Flowers & Colmer, 2008).

Las haldfitas se distribuyen en distintos hdbitats salinos, las anuales y las hierbas perennes
normalmente predominan en las regiones templadas, mientras que en las zonas subtropicales

abundan los arbustos perennes.

Existen dos niveles de estrategia de supervivencia: el mantenimiento del ciclo de vida (referido
a estrategias ecoldgicas) y el mantenimiento del linaje durante el tiempo evolutivo. En el primer nivel,
las plantas anuales desarrollan mecanismos de latencia de las semillas, lo que les permite sobrevivir a
inundaciones, sequias, salinidad y temperaturas extremas (Ungar, 1995). La latencia innata, forzada o
inducida evita que la semilla se desarrolle si las condiciones son desfavorables para la supervivencia
de la plantula (Khan & Ungar, 1996).

Las haldfitas son aquellas plantas capaces de sobrevivir y completar su ciclo biolégico
soportando un cierto nivel de salinidad. Segin Abrol et al. (1988) se consideran moderadamente
haldfilas las que sobreviven por encima de 8 dS‘m™ (88 mM) y fuertemente haléfilas las que toleran
mas de 16 dS‘m™ (175 mM) de salinidad.

La mayoria de dicotiledéneas muestran un crecimiento dptimo bajo concentraciones de 50 a
250 mm de NaCl (Flowers et al., 1986). Los datos de Yeo (1983) indican que estas pueden crecer a tasas
semejantes a las glicofitas, aunque emplean la energia en la acumulacidn y compartimentacién de los

iones necesarios para el ajuste osmético.

Entre las haldfitas con mayor tolerancia a la salinidad destacan las especies Suaeda aralocapsica
(Wang et al., 2008) y Limonium vulgare (Woodell, 1985), que pueden soportar hasta 1,5 M de NaCl.
Tan solo existen unas 50 haléfitas capaces de germinar con una salinidad superior a la del agua de mar

(500 a 600 mM). Las especies capaces de sobrevivir y reproducirse bajo condiciones de sal proximas o
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mayores de 200 mM constituyen solo el 1 % de la flora mundial (Flowers & Colmer, 2008; Gul et al.,
2013). Gémez Mercado et al. (2014) encontraron poblaciones de Arthrocnemum macrostachyum vy
Sarcocornia fruticosa creciendo en suelos con concentraciones salinas de alrededor de 200 dS-m™ (2,1
M). Semillas de Limonium tabernense alcanzaran porcentajes de germinacion superiores al 6% en una
solucién 400 mM (Delgado et al., 2016).

Otro rasgo destacable de las semillas de estas plantas es su capacidad de recuperacidn,
resultando viables después de haber sido inhibidas por la salinidad cuando en su entorno se vuelve
escasamente o nada salino (Khan & Ungar, 1997; Delgado et al., 2016).

1.5.1.1. Efectos de la salinidad

La germinacion de haldfitos, en general, disminuye con el aumento de la salinidad. La salinidad
es un factor determinante para la germinacién de las plantas haldfilas, siendo el periodo mas critico
en el ciclo de vida de los haldfitos (Khan & Gulzar, 2003). La salinidad inhibe la germinacién de las
haléfitas de dos maneras, causando una inhibicion completa en los procesos de germinacidon mas alla
de los limites de tolerancia de la especie, o bien, retrasando la germinaciéon de las semillas en
salinidades que causan algo de estrés a las semillas, pero no impiden la germinacion (Khan et al., 2002).

En la germinacién de semillas de especies distribuidas en regiones desérticas subtropicales, la
carencia de agua conduce a una alta salinidad, que, junto con la alta temperatura, causa una elevada
pérdida de viabilidad en las semillas. Las haldfitas requieren de una cantidad critica de humedad para
su germinacion. Dicho valor es variable segln la especie y su habitat: algunas plantas de ambientes
aridos son capaces de germinar con potenciales osmaticos mas bajos en comparacion con especies de
ambientes humedos (Evans & Etherington, 1990; Allen et al., 2000).

Los estudios de Demir y Ermis (2003) con plantulas de tomate demostraron que los iones Na*y
Cl" absorbidos bajo estrés salino contribuyen al mantenimiento de un potencial hidrico mas bajo, lo
gue conlleva un aumento en la absorcién de agua. Estos efectos osméticos negativos también fueron
compensados en especies como el amaranto (Moosavi et al., 2009), triticale (Yagmur & Kaydan, 2008)
o pimienta (Demir & Mavi, 2008).

El crecimiento puede verse disminuido por niveles de salinidad superiores a los éptimos, lo que
se debe a la reduccidn de la fijacién de carbono, a cambios en la asignacién de biomasa entre la raiz,
el tallo y las hojas, lo que altera el equilibrio de la fotosintesis y la respiracion (Ball, 1988; Lovelock &
Ball, 2002), a la caida en la turgencia (Clipson et al., 1985; Rozema, 1991; Balnokin et al., 2005) por las
altas concentraciones de iones en el apoplasto (Harvey et al., 1981; James et al., 2006), o un cambio
en la elasticidad de la pared celular (Touchette, 2006). Otra posibilidad se relaciona con el ajuste
osmotico, por la incapacidad de acumular y distribuir suficientes nutrientes o sintetizar solutos
organicos (Britto & Kronzucker, 2006) o las demandas energéticas de compartimentar iones (Yeo,
1983).

1.5.1.2. Efectos de la temperatura

Varios factores (agua, temperatura, luz), junto con la salinidad interactuan en la interfases del
suelo, regulando la germinacion de las semillas de los haldfitos. Pueden incluso actuar conjuntamente

con la variacién estacional de la temperatura para determinar el patrén temporal de la germinacion.
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La variacién en la temperatura bajo condiciones salinas tiene efectos diferenciales en la germinacion
de las haldfitas (ElI-Keblawy & Al-Rawai 2005) y esta variacidon podria tener distintos efectos en cada

una de las regiones ecoldgicas del mundo.

La germinacidon de semillas tolerantes a potenciales osmdticos bajos también depende de la
temperatura ambiental o de incubacidn (Zia & Khan, 2004; Rasool et al., 2017; Rasheed et al., 2019).

Diversos estudios en especies halofitas de desiertos calidos subtropicales como S. imbricata (El-
Keblawy et al., 2007), Haloxylon salicornicum (El-Keblawy & Al-Shamsi, 2008), Suaeda vermiculata (El
Keblawy et al., 2018) y Salsola drummondii (El-Keblawy et al., 2020) han informado que, bajo
condiciones salinas, se obtienen mejores resultados de germinacién con temperaturas menores. Los
estudios de P. pallida (Aljasmi et al., 2021) indican la capacidad de emergencia de las plantulas para
germinar en aquellos afios en los que las precipitaciones ocurren tempranamente, cuando las
temperaturas son bajas o moderadas. No obstante, la germinacién varia con diversos valores de

temperaturas segun las especies.

La mejor germinacidn en condiciones de altas temperaturas estd relacionada con procesos
ecofisiolégicos como el aumento de la permeabilidad de membrana, la actividad de proteinas de

membranas y enzimas de citosol (Bewley & Black, 1994).

La germinacion de especies haldfitas se ve afectadas por la interaccion de la temperatura y
salinidad. Cada especie tiene un rango 6ptimo de temperatura, y cualquier aumento o disminucion
puede inhibir el proceso germinativo. Dicha inhibicién se ve aumentada progresivamente con el

incremento de la salinidad.

En muchos casos, la germinacidn de haldfitas se produce después de grandes lluvias, que llevan
consigo la disminucién de la temperatura y la salinidad del suelo (Gul et al., 2013).
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2. Objetivos

Este trabajo se propone como objetivo general determinar cémo afecta la salinidad y la
temperatura a la germinacién de las semillas de una planta endémica del desierto de Tabernas: M.
foetida.

En los habitats naturales aridos, las plantas estan sometidas a condiciones ambientales
estresantes y heterogéneas, como las altas temperaturas, la salinidad y la sequia. Es interesante
estudiar cémo las plantas autdctonas y endémicas responden a estos factores en la fase de

germinacién para entender las estrategias de adaptacidon al entorno desértico.

Para la consecucién de dichos objetivos generales se plantearon los siguientes objetivos

especificos:
1. Determinar la temperatura éptima para la germinacion de las semillas de M. foetida.
2. Determinar el rango de tolerancia a la sal de este endemismo.

3. Evaluar el grado de tolerancia al estrés salino y al estrés térmico durante la germinacion de las
semillas. Estimar el grado de repercusién de los dos parametros (salinidad y temperatura) en cada uno
de los indices fisioldgicos que estiman el éxito en la germinacion.

El impacto ambiental del cambio climatico supondrd aumentos de las temperaturas y sequias
frecuentes, que traerd consigo excesos de salinidad en los suelos. Estos sucesos afectardn a la
productividad mundial de la tierra (Ouhamdouch & Bahir, 2017) y podrian provocar la pérdida de
tierras de cultivo irrigadas (Haj-Amor et al., 2020). Es por ello indispensable implementar y desarrollar
cultivos no convencionales adaptados a suelos salinos y M. foetida podria ser una opcién en la
restauracién de suelos, ya que, como se ha comprobado, en condiciones favorables es capaz de

germinar soportando una elevada cantidad de sal.
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3. Material y métodos
3.1. Material vegetal

Como material vegetal se recolectaron silicuas de M. foetida en el Paraje Natural Desierto de
Tabernas durante la primavera de 2021.

3.2. Extraccion de semillas

Los frutos se dejaron secar en el laboratorio durante el tiempo necesario para que se

deshidrataran y se abrieran de forma mas o menos espontanea, facilitando la extraccién.

Para extraer y limpiar las semillas se emplearon los siguientes materiales: lancetas, pinzas,

colador y recipiente de almacenamiento.

Las silicuas se dejaron secar en bandejas de papel de filtro con el fin de lograr su aperturay con
ello la caida de las semillas. En cuanto a las silicuas no abiertas, se empled la lanceta para hacer una
hendidura en un extremo, a partir del cual se separaron las valvas, usando las pinzas o manual y
cuidadosamente. Las semillas fueron retiradas y depositadas en un recipiente donde se almacenaron.
Debido a su pequefio tamafio y peso, fue inevitable la caida de algunas semillas sobre la bandeja, por
ello, fue necesario trasladar estas semillas a un colador para eliminar otros restos vegetales. Las
semillas obtenidas se dispusieron en un recipiente de almacenamiento que fue introducido en una
camara frigorifica a una temperatura aproximada de 8 °C para su adecuada conservacion, evitando asi
la proliferacién de microorganismos que pudieran poner en juego la conservacién y viabilidad de las

semillas.
3.3. Ensayos de germinacion

El material necesario para los ensayos de germinacion es el siguiente:

NaCl concentrado

Balanza

Matraces

Agua destilada esterilizada

Lejia

Frascos esterilizados para las soluciones

Vasos de precipitado

Placas de Petri de 90 mm de didmetro esterilizadas
Discos de papel de filtro esterilizados (90 mm de didametro)
Pinzas

Lancetas

Pipetas

Portaobjetos

Mechero

Lupa binocular

Autoclave

Camara de refrigeracion

El material fue esterilizado en autoclave antes de su uso, para evitar posibles contaminaciones

de hongos (agua, frascos, discos de papel de filtro, pinzas, lancetas y pipetas).

3.3.1. Montaje de los ensayos
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3.3.1.1. Preparacion de las soluciones salinas

Como fuente de salinidad utilizamos NaCl por ser CI" y el Na* los iones mas comunes y
abundantes en los suelos salinos y, ademas, probablemente se trata de los mas nocivos para la

germinacion.

Para nuestro estudio empleamos tratamientos con distintas concentraciones de sal: 0 mM, 25
mM, 50 mM, 100 mM y 150 mM.

Para el tratamiento testigo o control (0 mM de NaCl), se emplea agua destilada esterilizada. Sin
embargo, para el resto de tratamientos se prepararon soluciones de 25, 50, 100 y 150 mM de NaCl en
matraces de 250 ml de capacidad, siendo el procedimiento para su preparacion el siguiente:

® Solucion 25 mM de NacCl: Se pesan, con ayuda de una balanza de precision 0,3652 g de
NaCl, se vierte en el interior del matraz y enrasamos con agua destilada esterilizada
hasta 250 ml

® Solucion 50 mM de NacCl: Se pesan, con ayuda de una balanza de precision 0,7305 g de
NaCl, se vierte en el interior del matraz y enrasamos con agua destilada esterilizada
hasta 250 ml

® Solucion 100 mM de NaCl: Se pesan, con ayuda de una balanza de precision 1,461 g de
NaCl, se vierte en el interior del matraz y enrasamos con agua destilada esterilizada
hasta 250 ml

® Solucion 150 mM de NaCl: Se pesan, con ayuda de una balanza de precision 2,191 g de
NaCl, se vierte en el interior del matraz y enrasamos con agua destilada esterilizada
hasta 250 ml

Las soluciones preparadas fueron trasladadas a frascos esterilizados donde se almacenaron y

utilizaron en los diversos tratamientos salinos.
3.3.1.2. Esterilizacion

Antes de realizar la siembra en placa de las semillas, fue necesario llevar a cabo un proceso de
esterilizacién. Para ello, se utilizd una solucidn de agua y lejia a partes iguales, adicionando 20 mL de
cada una a un vaso de precipitados, donde se sumergieron completamente las semillas durante 10
minutos. Tras esto, se elimind la solucidn haciendo pasar el contenido del vaso por un colador, las
semillas retenidas se lavaron con abundante agua destilada esterilizada y, posteriormente se
depositaron en otro vaso con agua destilada estéril, se dejé actuar durante 5 minutos con el fin de
eliminar restos de lejia. Una vez transcurrido este tiempo se realizé un ultimo lavado con agua

destilada esterilizada y se dejaron las semillas en una placa de Petri cerca de la llama del mechero.

En este proceso ha de tenerse en cuenta que las semillas lavadas no podran volver a
almacenarse, ya que al entrar en contacto con medio hiumedo se produce mucilago, esta capa
gelatinosa hace que las semillas se compacten unas con otras y sea dificil su separacién. Por ello, se

lavé aproximadamente el numero de semillas que vamos a utilizar, 500 para cada tratamiento.
3.3.1.3. Siembra

Se realizaron 4 ensayos a distintas temperaturas, para cada uno se empled un total de 20 placas

de Petri, ya que cada tratamiento salino consta de 4 repeticiones. En cada placa se sembraron 25
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semillas, por lo que se necesité un total de 500 semillas para cada ensayo. Tras acabar cada uno de

estos, se realizd un ensayo de recuperacion, que requirid la misma cantidad de discos y placas.

El primer paso en la siembra fue colocar un disco de papel de filtro esterilizado en cada placa,
para ello, fue importante hacerlo cerca de la llama del mechero y empleando las pinzas. Después, se
afiadieron 5 ml de cada solucion a las 4 placas correspondientes al mismo tratamiento. Fue necesario
numerar cada placa, asi como indicar la concentracion salina.

Posteriormente se colocaron las semillas previamente lavadas, empleando de nuevo las pinzas,
pasandolas por la llama y trabajando con la placa préxima a ésta, para evitar cualquier tipo de
contaminacion. Las semillas se alinearon en 5 filas de 5 semillas cada una (25), separadas entre si para
facilitar el posterior recuento y retirada de semillas germinadas (Figura 4).

Figura 4. Placas sembradas con semillas de M. foetida bajo distintas concentraciones
de sal.

3.3.1.4. Incubacion

Una vez realizada la siembra, se llevaron las placas a la cdmara de germinacién Hotcold-GL de
SELECTA. Esta fue programada con unas condiciones de fotoperiodo de 14/10h (horas de luz y
oscuridad, respectivamente) y contaba con iluminacion interior mediante lamparas fluorescentes (25
pmol/m 2 s 1, 400-700 nm), sin humedad relativa. Para cada ensayo se ajusto la temperatura segin
los periodos de luz/oscuridad, correspondientes.

3.3.2. Disefo experimental

Para examinar el efecto de la temperatura y salinidad en la germinacién de las semillas, se
montaron cuatro ensayos con diferentes valores. Como se ha indicado anteriormente, se evaluaron
unas concentraciones salinas de 0, 25, 50, 100 y 150 mM. En cuanto a las condiciones de temperatura,
se programé la camara de cultivo para los siguientes rangos de temperatura: 15/5°C, 20/10°C, 25/15°C
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y 30/25°C. Siendo el primer valor de temperatura el correspondiente al periodo de iluminacion (dia) y

el segundo al periodo de oscuridad (noche).

Estos rangos de salinidad y temperatura fueron escogidos por su semejanza a las condiciones
ambientales de la zona en la que se distribuye nuestra planta. En cada ensayo se sembraron 4 placas
de 25 semillas.

El experimento se mantuvo 24 dias, observando y anotando las semillas germinadas en los dias
alternos. Se consideraron germinadas las semillas que presentaban una radicula emergida de mas de
2 mm (El-Keblawy et al., 2020).

3.3.3. Toma de datos

Una vez comenzado el ensayo, se comprobo el correcto funcionamiento de la camara para cada
experimento. En los dias alternos, se comprobd la germinacién en cada placa, anotando las semillas
germinadas. Estas fueron sacadas de la placa (empleando las pinzas junto a la llama del mechero) para
evitar la toma de agua, espacio o posibles inhibidores quimicos o enzimdaticos secretados por las
semillas al germinar. Este proceso se realizd en el menor tiempo posible para evitar la alteracion del

ritmo circadiano de las semillas y la contaminacién de las mismas.

3.3.4. Ensayos de recuperacion

Para determinar si las distintas concentraciones de sal afectan a la viabilidad de las semillas de
M. foetida, tras finalizar cada ensayo, es decir, el periodo de germinacién, se llevé a cabo un nuevo
ensayo de recuperacion. Para ello, se prepararon y rotularon de nuevo 4 placas correspondientes a
cada tratamiento salino realizado, se colocé el disco de papel de filtro esterilizado y se afiadieron
Unicamente 5 ml de agua destilada esterilizada. Por Gltimo, se sembraron en una nueva placa aquellas
semillas que no germinaron en los tratamientos salinos. Las placas se mantuvieron en la cdmara de

cultivo bajo las mismas condiciones de temperatura del ensayo de germinacion.

Una vez puesto en marcha cada ensayo de recuperacién, se tomé nota de la germinacion de las
semillas y se mantuvo el ensayo durante un total de 24 dias. Se admitio la geminacidn de las semillas

cuando emergio la radicula unos 2 mm.
3.3.5. indices fisiol6gicos medidos

Para estimar el éxito de la germinacién, se calcularon los siguientes indices fisioldgicos:
3.3.5.1. Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacion (FGP) fue calculado para cada réplica, se trata de la relacién entre

el nimero de semillas germinadas y el total de semillas multiplicado por 100 (Bacchetta et al., 2008):
FGP = 100 x Numero de semillas germinadas / Nimero total de semillas

Se calcularon los porcentajes finales de cada ensayo y se realizé la media de las 4 repeticiones

en las mismas condiciones de germinacion.
3.3.4.2. Tiempo medio de germinacion

El tiempo medio de germinacién (MTG) es la relacidon entre el nUmero de semillas germinadas

cada dia y el numero total de semillas germinadas al final del ensayo (Bacchetta et al., 2008):
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MTG = Zi(ni X di)/N

ni: nimero de semillas germinadas en el dia “d”
di: nimero de dias desde el inicio del test de germinacion
N: nimero total de semillas germinadas al final del ensayo

Cuando mas bajo sea el valor de este parametro (n2 de dias), mas rapida habra sido la

germinacion.
3.3.4.3. Velocidad de germinacién

La velocidad de germinacion (RG) Ha sido estimada mediante el indice modificado de Timson de
velocidad de germinacién (Khan & Ungar, 1997):

RG=ZG/t

G: porcentaje de semillas germinadas en el intervalo de dos dias
t: periodo total de germinacién
El valor maximo de este indice es 50 (%/dia). Cuanto mayor sea su valor, mas rapida habra sido

la germinacion.
3.3.4.4. Porcentaje de recuperacion

El porcentaje de recuperacion (RP) es la capacidad que presentan las semillas para recuperar su
viabilidad al volver del ambiente salino a otro carente de salinidad.

RP = [(a-b)/(c-b)] x 100
Donde:

a es el numero total de semillas germinadas en la solucidn salina mas aquellas que
recuperaron la germinacion en agua destilada;
b es el nimero total de semillas germinadas en la solucidn salina;

c es el numero total de semillas puestas en germinacion (Zia & Khan, 2004).

3.4. Representacion grafica y analisis estadistico de los resultados

Los datos fueron anotados en una hoja Excel, programa donde también se calcularon los

parametros y se realizaron los graficos de los diversos tratamientos.

Los resultados de los indices FGP, MTG, RG y RP, no tienen una distribucién normal (test de
Kolmogorov-Smirnov), ni fueron normalizables mediante las transformaciones habituales, por lo que
hubo que recurrir a una estadistica no paramétrica. Concretamente, el efecto de la temperatura y la
salinidad sobre los indices calculados se estimé mediante la prueba de Kruskal Wallis. Los resultados
se representaron mediante diagramas de caja y bigotes y para las comparaciones por pares se
utilizaron los valores de significacion ajustada mediante la correccion de Bonferroni. En los graficos de
barras, las comparaciones por pares de temperatura para cada tratamiento salino se sometieron al

test U de Mann-Whitney. Estos analisis se hicieron mediante el programa IBM SPSS Statistics 27.
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4. Resultados
4.1. Porcentaje final de germinacion

La figura 5 muestra el resultado de los ensayos de germinacion de las semillas de M. foetida
expresados en porcentaje. El porcentaje mas alto de germinacion (81 %) se alcanzd en la serie control
y a la temperatura mas alta (30-20 °C), lo que pone de manifiesto que, en ausencia de salinidad, el
aumento de temperatura beneficia la germinacién. Pero en presencia de salinidad la tendencia se
invierte, y no solo disminuye la germinacion al aumentar la salinidad dentro de cada tratamiento

térmico, sino que, a mayor temperatura, para el mismo tratamiento salino, la germinacién disminuye.

Porcentaje final de germinacion (%)
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Figura 5. Diagrama de barras en el que se representa el porcentaje final de germinacién (%) de las semillas
de M. foetida para cuatro tratamientos térmicos. Se representa la serie control (0 mM) frente a cuatro
tratamientos salinos (25 mM, 50 mM, 100 mM y 150 Mm). Con letras iguales aquellos pares para los que
no se ha encontrado diferencia significativa (test U de Mann-Whitney) en cada tratamiento salino. Las
barras de error representan la desviacion estandar. n = 4

La mejor germinacién bajo condiciones salinas se aprecié en el rango de temperaturas mas bajo

(15/5°C), donde todos los tratamientos salinos superaron el 50% de germinacion final.

Para determinar si los distintos tratamientos térmicos y salinos tuvieron efecto sobre la
germinacion, se realizé un analisis mediante el test H de Kruskal-Wallis. Los resultados de esta prueba
indican que hay diferencia significativa en la variable FGP para los factores temperatura y salinidad. El
rango de temperatura de 15/5°C presentd los valores de FGP mas altos y agrupados en el rango 50-
80%, mientras que los demas ensayos muestran valores mds ampliamente distribuidos. Por otra parte,
los valores de FGP agrupados por salinidades, tienden a decrecer y a resultar tanto mas dispersos

cuanto mas alta es la salinidad (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de caja y bigotes en el que se representa la distribucién de los valores de FGP (%) de las
semillas de M. foetida en funcidn de los rangos de temperatura y concentraciones salinas. La linea interior de la
caja representa la mediana. La longitud de la caja es el rango intercuartilico (IQR). Asterisco (*): valores
extremos, mas de 3 IQR desde el final de la caja. Valores atipicos (°): 1,5 a 3 IQR. Se sefialan con la misma letra
los pares que no presentan diferencia significativa (p<0,05) utilizando los valores de significacién ajustada

mediante la correccion de Bonferroni.
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Figura 7. Porcentaje de germinacion acumulada de las semillas de M. foetida a lo largo del tiempo para

diferentes temperaturas y tratamientos salinos.
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4.1.1. Germinacion acumulada

La representacion grafica del porcentaje de germinacidon acumulada permite ver la evolucion a

lo largo del tiempo y estimar asi el efecto de los distintos tratamientos térmicos y salinos (Figura 7).

En todos los casos, la germinacion se produce primero en las semillas que no estan sometidas a
salinidad, alcanzando estas su maximo porcentaje de germinacién a los pocos dias, al igual que les
ocurre a los tratamientos de 25 y 50 mM, exceptuando el maximo rango de temperaturas. A la
temperatura mas alta, incluso el tratamiento control se retrasa considerablemente, aunque al final se

obtengan resultados finales similares a los de las otras temperaturas.

En general, esta representacién grafica de los resultados nos permite ver que la temperatura
retarda la germinacion, sin disminuirla severamente, mientras que la salinidad reduce el porcentaje de

germinacién, con un efecto que se ve drasticamente incrementado a partir de la salinidad 100 mM.

4.2. Tiempo medio de germinacion

El tiempo medio de germinacidn de las semillas de M. foetida oscilé generalmente entre 4y 10
dias, presentdndose mayores tiempos en las temperaturas mas bajas. El grafico de la figura 8 muestra
los resultados de la variable MTG (tiempo medio de germinacion). En él podemos apreciar una clara
tendencia a la disminucidén conforme lo hace la temperatura (las semillas germinan antes cuando
aumenta la temperatura). De hecho, el resultado del test H de Kruskal-Wallis indica que hay diferencia
significativa (p<0,05) de esta variable para los distintos tratamientos térmicos.

Tiempo medio de germinacion (dias)
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Figura 8. Diagrama de barras en el que se representa el Tiempo medio de germinacién (dias) de las semillas
de M. foetida para cuatro tratamientos térmicos. Se representa la serie control (0 mM) frente a cuatro
tratamientos salinos (25 mM, 50 mM, 100 mM y 150 Mm). Con letras iguales aquellos pares para los que no
se ha encontrado diferencia significativa (test U de Mann-Whitney) en cada tratamiento salino. Las barras de
error representan la desviacion estandar. n =4
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Pero dentro de cada tratamiento térmico, MTG tiende a aumentar con la salinidad, por tanto,
podemos decir que la salinidad tiende a retrasar la germinacion de las semillas de M. foetida. En este
caso, no se encontré diferencia significativa entre tratamientos salinos (test H de Kruskal-Wallis)

(Figura 9).
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Figura 9. Diagrama de caja y bigotes en el que se representa la distribucion de los valores del Tiempo
medio de germinacion (dias) de las semillas de M. foetida en funcion de los rangos de temperatura y
concentraciones salinas. La linea interior de la caja representa la mediana. La longitud de la caja es el rango
intercuartilico (IQR). Asterisco (*): valores extremos, mas de 3 IQR desde el final de la caja. Valores
atipicos (°): 1,5 a 3 IQR. Se sefialan con la misma letra los pares que no presentan diferencia significativa
(p<0,05) utilizando los valores de significacion ajustada mediante la correccion de Bonferroni.

4.3. Velocidad de germinacion

La velocidad de germinacién (RG) de M. foetida sufre una disminucion con el aumento de la
temperatura (figura 10), siendo el %/dia mayor en el rango de temperaturas mas frio. Los tratamientos
con menor salinidad (0 mM, 25 mM y 50 mM), mantienen su velocidad de germinacion hasta el valor
de T2 25/15°C, o incluso aumentan ligeramente (la velocidad mas alta, 33,3 %/dia, se alcanzo con el
tratamiento 20/10 °Cy 25 mM) y luego decrecen notablemente. El aumento de la salinidad provoca

una disminucién de RG, que se agudiza a partir del tratamiento 100 mM.

En este caso, tanto los tratamientos térmicos como los salinos tuvieron efecto significativo

(p<0,05) sobre la germinacidn segun el test H de Kruskal-Wallis (Figura 11).
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Figura 10. Representacién grafica (lineas) de la Velocidad de germinacién (%/dia) de las semillas de
M. foetida para cuatro tratamientos térmicos. Se representa la serie control (0 mM) frente a cuatro
tratamientos salinos (25 mM, 50 mM, 100 mM y 150 Mm). Las barras de error representan la
desviacion estandar. n = 4
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Figura 11. Diagrama de caja y bigotes en el que se representa la distribucién de los valores de la Velocidad
de germinacion (%/dia) de las semillas de M. foetida en funcidon de los rangos de temperatura y
concentraciones salinas. La linea interior de la caja representa la mediana. La longitud de la caja es el rango
intercuartilico (IQR). Asterisco (*): valores extremos, mas de 3 IQR desde el final de la caja. Valores atipicos
(®): 1,5 a 3 IQR. Se sefialan con la misma letra los pares que no presentan diferencia significativa (p<0,05)
utilizando los valores de significacion ajustada mediante la correccién de Bonferroni.
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4.4. Porcentaje de Recuperacion

En la figura 12 representamos los resultados del porcentaje de germinacién de las semillas de
M. foetida tras transferirlas a un medio no salino inmediatamente después de haber estado expuestas
durante 24 dias a la salinidad (recuperacion). El resultado éptimo (69,1 %) se obtuvo con la salinidad
mas baja y la temperatura mas alta, poniendo de manifiesto que, a salinidades bajas (25 mM), la
capacidad de recuperacidon aumenta con la temperatura. A salinidades mas altas, esta tendencia estd

menos clara o puede incluso invertirse.

A baja temperatura (15/5 °C) observamos que la salinidad creciente favorece la recuperacion
alcanzando casi el 50 % de semillas recuperadas en una salinidad de 150 mM, mientras que en los

demas tratamientos esta tendencia se invierte.
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Figura 12. Diagrama de barras en el que se representa el Porcentaje de Recuperacion (%) de
las semillas de M. foetida para cuatro tratamientos térmicos y cuatro tratamientos salinos (25
mM, 50 mM, 100 mM y 150 Mm). Con letras iguales aquellos pares para los que no se ha
encontrado diferencia significativa (test U de Mann-Whitney) en cada tratamiento salino. Las
barras de error representan la desviacion estandar. n = 4

Segun los resultados del test H de Kruskal-Wallis, hay diferencia significativa entre los valores de
los distintos tratamientos térmicos (p<0,05), mientras que no hay un efecto significativo en los datos

organizados por tratamientos salinos (figura 13).
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Figura 13. Diagrama de caja y bigotes en el que se representa la distribucién de los valores del Porcentaje de
Recuperacion (%) de las semillas de M. foetida en funcion de los rangos de temperatura y concentraciones
salinas. La linea interior de la caja representa la mediana. La longitud de la caja es el rango intercuartilico
(IQR). Asterisco (*): valores extremos, mas de 3 IQR desde el final de la caja. Valores atipicos (°): 1,5 a 3
IQR. Se sefialan con la misma letra los pares que no presentan diferencia significativa (p<0,05) utilizando los
valores de significacion ajustada mediante la correccién de Bonferroni.
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5. Discusion
5.1. Porcentaje de germinacion

El rango de temperatura mas adecuado para la germinaciéon de M. foetida, en ausencia de
salinidad (OmM de NaCl) ocurre a una temperatura de 30/20°C, alcanzado mas del 80% de semillas
germinadas, al igual que observé Pardo (1996). Por tanto, en ausencia de salinidad, la temperatura
favorece la germinacién, al menos dentro del rango de temperaturas consideradas en nuestro ensayo.
Este comportamiento es una estrategia tipica de las plantas mediterraneas, cuyos porcentajes de
germinacioén suelen aumentar con la temperatura hasta alcanzar un dptimo que suele oscilar entre 15
°Cy 20 °C. Temperaturas mas elevadas provocan un declive del éxito germinativo (Tlig et al., 2008;
Baskin & Baskin, 2014), pudiendo producirse incluso dafos irreversibles (Gorai et al. 2006). En nuestro

rango de ensayo no hemos alcanzado una temperatura que suponga una reduccién de la germinacién.

Los niveles de salinidad en el suelo se han revelado como una de las variables mas importantes
gue influyen en la latencia de las semillas y la germinacion de las plantas del desierto (Khan y Ungar
1996). En cuanto a los tratamientos salinos, nuestros resultados muestran una clara disminucién del
porcentaje de germinacidn de las semillas de M. foetida con el incremento de la salinidad, ddndose
valores muy bajos ante salinidades de 150 mM. Este efecto puede ser consecuencia directa de la
toxicidad idnica (Song et al., 2005; Rasool et al., 2016) o consecuencia indirecta a través de la sequia
fisioldgica resultante de una menor disponibilidad de agua para las plantas, ya que las sales crean un
alto potencial osmatico de la solucion del suelo impidiendo la entrada de agua en las semillas (Aljasmi
et al., 2021). Para Khan et al. 2001, la reduccién de la germinacidn inducida por la salinidad puede
deberse ademas a interferencias con algin aspecto del metabolismo o alteracion del equilibrio de los

reguladores de crecimiento enddgenos en las semillas.

La tolerancia de las semillas a potenciales osmaticos bajos es dependiente de la temperatura de
incubacién (Zia & Khan, 2004; Rasool et al., 2017; Rasheed et al., 2019). Como hemos comentado
anteriormente, las concentraciones salinas mayores afectaron significativamente a la germinacion
final en los tratamientos de temperaturas mds altas, mientras que, en el menor rango de temperatura
(15/5°C) se obtuvieron los mejores resultados. Estos son resultados similares a los obtenidos en
diferentes especies haldfitas de desiertos, como Salsola imbricata (El-Keblawy et al., 2007), Limonium
tabernese (Delgado et al. 2016), Suaeda vermiculata (El Keblawy et al., 2018), Salsola drummondii (El-
Keblawy et al., 2020) y Salvia spinosa, Ochradenus arabicus y Ochradenus baccatus (Al-Turki et al.,
2022). Por el contrario, los resultados obtenidos por Bhatt el al. (2020) demostraron que Aeluropus

lagopoides germind significativamente mejor a temperaturas mas altas (35/25°C).

La capacidad de responder rapidamente a la lluvia después de la inactividad impuesta por la
sequia anual predecible y por la salinidad es una clara estrategia adaptativa de las plantas que viven
en un entorno desértico, que necesitan la humedad para apoyar el establecimiento y el crecimiento
de las plantulas (Trabelsi & Kherraze, 2020). Pero las lluvias esporadicas de verano, a menudo
ocasionadas por tormentas torrenciales podrian ser poco duraderas para asegurar el éxito de la
germinaciéon y ulterior desarrollo de las plantulas. Esta idea cobra fuerza en los desiertos
mediterraneos, donde el periodo de lluvias coincide con las épocas frias, mientras que, en los desiertos

tropicales, las lluvias acontecen en el periodo mas calido. Quizas por esto M. foetida, asi como otras
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especies de ambientes desérticos mediterraneos, se adaptaron a germinar preferentemente en
épocas frias, en las cuales la humedad del suelo tras las lluvias puede ser mas duradera, como
consecuencia de la escasa evaporacion. Esta combinacién de factores suele ocurrir en Tabernas hacia

el final del invierno o primavera temprana, tipicamente durante los meses de marzo vy abril.
5.2. Tiempo medio de germinacion

La temperatura juega un papel importante en el tiempo de germinacién de las semillas y el
establecimiento de las plantulas en ambientes desérticos. La especie estudiada, M. foetida, germina
mejor (%) a temperaturas bajas (15/5°C) pero no alcanzan su maxima germinacion hasta el 92 dia de
incubacidn, sin embargo, las semillas germinadas a temperaturas medias (20/10 °Cy 25/15°C) alcanzan
el maximo de germinacidn al 42 dia de incubacién. Queda claro por tanto que la temperatura acorta el
tiempo medio de la germinacion (al menos hasta 25/15°C, observandose a 30/20 °C un cierto declive).
Este comportamiento fue observado igualmente por Bhatt el al. (2020) en semillas de Aeluropus
lagopoides recogidas en distintos habitats desérticos y Delgado et al. (2016) en Limonium tabernense.
Nuestros resultados son concordantes con lo observado por Pardo (1996) que interpreté estos dias de

retardo en la germinacidon como un periodo de latencia corto.

Se observa, en cambio, un aumento del tiempo medio de germinaciéon conforme aumenta la
salinidad, tendencia que de nuevo se invierte en el tratamiento térmico mas alto (30/20 °C). Este efecto
probablemente esta relacionado con el retraso en la absorcién de agua, esencial para la imbibicion de
las semillas y el inicio de la germinacién. Sin embargo, estos resultados deben considerarse con
cautela, debido a la disparidad obtenida en el tratamiento 30/20°C, sobre todo en concentraciones
salinas de 0, 25 y 50 mM.

Una rapida germinacién ante baja salinidad podria deberse a una adaptacion para lograr el
establecimiento de plantulas tras el periodo de lluvias como reportan los resultados de Aeluropus
lagopoides (Gulzar & Khan, 2001) y Phragmites australis (Xianzhao et al., 2013). La acumulacién de
sustancias osmorreguladoras (prolina, betaina, polioles, azlcares solubles, almidén de semillas) puede
reducir el potencial hidrico de las semillas y facilitar la germinacion rapida en condiciones salinas (Song
& Wang, 2015; Zhao et al., 2018).

5.3. Velocidad de germinacién

La velocidad de germinacién se ve afectada negativamente con el aumento de la temperatura,
por lo que podemos afirmar que, en los meses mas frios, las semillas de M. foetida germinan mas
rapido que en verano. Por otra parte, la velocidad también se ve reducida con el aumento de la
salinidad. El resultado de este indice refuerza la idea de la estrategia adaptativa de M. foetida para

evitar la germinacidn en los breves episodios humedos estivales.

Los estudios de Aljasmi et al. (2021) muestran el efecto de la temperatura en Prosopis pallida,
un arbol exdtico invasor de los desiertos subtropicales de Emiratos Arabes Unidos, con objeto de
comprobar si esta especie resultaba econdmicamente viable y sostenible para producir
biocombustible en suelos salinos, donde el cultivo de otras especies es dificil de llevar a cabo. Los
resultados indicaron que la germinacion fue en general mas rdpida a temperaturas bajas y moderadas,
igual que en nuestra especie. Ademas, se comprobd que la respuesta de germinacién a la salinidad

dependia de la temperatura, particularmente en los valores de salinidad elevados.
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5.4. Porcentaje de recuperacion

En el tratamiento térmico éptimo (15/5°C) para el éxito germinativo de M. foetida, encontramos
una tendencia clara al aumento de la recuperacién conforme aumenta la cantidad de sal a la que
habian estado expuestas las semillas. La capacidad de recuperacidon al transferir las semillas a agua
destilada se explica con la rotura de la latencia a la que estaban sometidas las semillas en condiciones
desfavorables. Este proceso reproduce los acontecimientos propios del invierno mediterraneo,
estacion durante la cual las lluvias diluyen la salinidad superficial del suelo, se rompe la latencia

probablemente impuesta por la salinidad, se produce la imbibicién y finalmente la germinacién.

A temperaturas mas elevadas el proceso se invierte y a mayor salinidad, menor recuperacién,

poniendo de manifiesto que la recuperacién solo es interesante en condiciones de bajas temperaturas.

La rdpida disminucion en la germinacion final en relacidn con el aumento de la salinidad estd
relacionada con el efecto que produce la salinidad, creando una latencia impuesta por la restriccion
osmética de la absorcién de agua; aunque hubo mortalidad, algunas semillas que permanecieron
viables pudieron germinar después de transferirlas a agua destilada (OmM de NaCl). En los
tratamientos térmicos elevados se obtuvo una baja recuperacion de las semillas tratadas con mayor
cantidad de NaCl, lo que puede deberse a la acumulacién de iones en las células. En el trabajo de
Aljasmi et al. (2021) se comprobd que pocas semillas de P. pallida pudieron recuperarse (4,2%). Estos
autores atribuyeron la baja recuperacion de NaCl a la acumulacién de Na* y CI” en las células, lo que
puede haber contribuido a una pérdida de la funcién de la membrana que condujo a la muerte de los
embriones, al igual que ocurre en semillas de H. salicornicum germinadas a salinidades muy altas (Bhatt
et al., 2021).
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. Conclusiones

. El porcentaje mas alto de germinacion (81 %) se alcanzd en la serie control y a la temperatura mas
alta (30-20 °C), lo que pone de manifiesto que, en ausencia de salinidad, el aumento de temperatura

beneficia la germinacion.

. La salinidad reduce el porcentaje de germinacién, con un efecto que se ve drasticamente

incrementado a partir del tratamiento 100 mM.

. El tiempo medio de germinacidn de las semillas de M. foetida oscilé generalmente entre 4 y 10 dias,
reduciéndose con la temperatura en el tratamiento control hasta 25/15 °C. A mayor temperatura

(30/20 °C) la germinacion se retrasa.
. La salinidad tiende a aumentar el tiempo medio de la germinacién de las semillas de M. foetida.

. La velocidad mas alta de germinacidn de M. foetida (33,3 %/dia) se alcanzé con el tratamiento 20/10
°Cy 25 mM. A mayor temperatura la velocidad decrece notablemente.

. El aumento de la salinidad provoca una disminucidn de velocidad de germinacién, que se agudiza a

partir del tratamiento 100 mM.

. En el tratamiento térmico éptimo para el éxito germinativo de M. foetida en condiciones salinas
(15/5°C), la capacidad de recuperacién aumenta conforme aumenta la cantidad de sal a la que
habian estado expuestas las semillas. A temperaturas mas elevadas el proceso se invierte y a mayor

salinidad, menor recuperacion.

. Estas conclusiones en conjunto nos llevan a interpretar que M. foetida ha evolucionado para
adaptarse a las condiciones propias de un desierto mediterraneo, germinando preferentemente al
final del invierno, en condiciones de baja temperatura y humedad duradera, mientras que pasa la
época estival (calida y tipicamente seca) en estado de latencia condicionada fundamentalmente por

la salinidad.

. Su perfecta adaptacién a la vida en un desierto mediterrdneo, sumada a su capacidad de
colonizacion de laderas desnudas de fuerte inclinacién, convierten a M. foetida en un excelente

material autdctono para la regeneracion inicial de taludes en este tipo de ambientes.
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