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Resumen:

Ononis viscosa L. subsp. porrigens Ball, taxon ibero-magrebi presenta una distribucién muy escasa en Extremadura, con un par de
poblaciones conocidas actualmente. De cara a la conservaciéon de sus propagulos en un banco de germoplasma es necesario
monitorizar la viabilidad y vigor de sus semillas con caracter previo a su introduccién determinando las condiciones 6ptimas de
germinacion.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos mediante la comparacion del efecto de la aplicaciéon de un tratamiento pre-
germinativo (escarificacién mecénica) sobre la germinaciéon inmediatamente posterior a su recolecciéon en campo. Para ello se han
analizado once indices de germinaci6on: nimero de dias necesario para iniciarse la germinacion, nimero de dias necesario para que
germine el 10% de la germinacion final (T.), nimero de dias necesario para que germine el 90% de la germinacion final (Tyo),
nimero de dias necesario para que germine el 50% de la germinacion final (Tso0), nimero de dias necesario para que germine el 50%
del total de las semillas (T" o), periodo germinacién (dias), porcentaje de germinacion total (%), velocidad germinacion, velocidad
germinacion acumulada, coeficiente de la tasa de germinaciéon (CRG) y energia germinativa de semillas procedentes de una poblacién
localizada en el Cerro de Orinaza (Badajoz).
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Summary:

Ononis viscosa L. subsp. porrigens Ball, an Ibero-Maghrebian taxon has a very limited distribution in Extremadura, with a pair of

currently known populations. In order to conserve their propagules in a genebank is necessary to monitor the viability and vigor of

seeds prior to its introduction by determining the optimum conditions for germination.

This paper presents the results obtained by comparing the effect of applying a pre-germination treatment (mechanical scarification)

on germination immediately after their collection in the field. This has been analyzed eleven germination indices: number of days

required to start germination, number of days required for 10% of the total number of seeds to have germinated (T10), number of

days required for 90% of the total number of seeds to have germinated (T90), number of days required for 50% of the total number of

seeds to have germinated (T50), number of days for 50 % of the total number of seeds germinated (T 50), germination period (days),

total germination (final germination percentage) (%), speed of germination, speed of accumulated germination, coefficient of the rate

of germination (CRG) and germination energy of seeds from a population located in the Cerro de Orinaza (Badajoz).

Garcia, D. & Marquez, F. 2013. Germination trials of Ononis viscosa L. subsp. porrigens Ball. Fol. Bot. Extremadurensis 7:
-12.
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Introduccion

Ononis viscosa L. subsp. porrigens Ball in J. Linn. Soc., Bot. 16: 406 (1878), es un endemismo de
distribucién ibero-magrebi (suroeste de la Peninsula Ibérica: Badajoz, Cadiz, Huelva, Malaga y Sevilla; y
noroeste de Marruecos) (Devesa, 1987, 2000, 2011; Anthos, 2013) escasamente representado en
Extremadura, teniéndose testimonio de su localizacion en zonas calcareas préximas al Cerro de Orinaza en
la ciudad de Badajoz (29SPD70) y en El Manantio (29SPC78) (Vazquez & al., 2003; Anthos, 2013; GBIF,
2013) (Figura 1).

En Extremadura aparece localizado entre los 200-240 m.s.n.m. sobre suelos con escasa potencia
de naturaleza calcarea, conviviendo con especies de pastizales terofiticos de la asociacién Thero-
Brachypodietea Br.-Bl. in Br.-Bl., Emberger & Molinier 1947 (art. 2b, 8).

Recientemente en el Cerro de Orinaza (Badajoz) se ha proyectado la realizacién de obras para la
rehabilitacion integral del Fuerte de San Cristobal, la consolidacion del Baluarte y de los elementos que
integran el conjunto histérico. Entre las propuestas de trabajo se propone la eliminaciéon de vegetaciéon no
deseada, asociada a los elementos constructivos, mediante la aplicacion de herbicidas. Sin embargo, se
pretende mantener la vegetacion preexistente que ocupa el glacis o explanada (Figura 1).

Figura 1. Detalle de una planta de Ononis viscosa L. subsp. porrigens Ball (izquierda), obras de rehabilitaciéon (superior derecha),
glacis o explanada (inferior derecha) del Fuerte de San Crist6bal (20 de abril de 2013).

Por las limitaciones y condicionantes enumerados anteriormente se consider6 necesaria la
recoleccion de los materiales existentes de Ononis viscosa L. subsp. porrigens Ball para su posterior
conservacion y almacenamiento en el Banco de Germoplasma de Especies Amenazadas del Centro de
Investigacion La Orden-Valdesequera, evaluando con caracter previo a su inclusién su viabilidad y
capacidad germinativa.

El objetivo perseguido con este trabajo es evaluar la respuesta sobre la germinacion frente a un
tratamiento pre-germinativo (escarificacién mecanica) en semillas de Ononis viscosa L. subsp. porrigens
Ball, procedentes de una poblacion localizada en el Cerro de Orinaza, (Badajoz) mediante la comparacion
de once indices de germinacion: nimero de dias necesario para iniciarse la germinacion, nimero de dias
necesario para que germine el 10% de la germinaciéon final (T,,), nimero de dias necesario para que
germine el 90% de la germinacion final (Tq), nimero de dias necesario para que germine el 50% de la
germinacion final (T5), nimero de dias necesario para que germine el 50% del total de las semillas (T 50),
periodo germinacion (dias), porcentaje de germinaciéon total (%), velocidad germinacion, velocidad
germinacién acumulada y coeficiente de la tasa de germinacion (CRG).
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Material vy métodos

Se ha trabajado con los materiales recolectados en una poblacién de Ononis viscosa L. subsp.
porrigens Ball localizada en el Cerro de Orinaza del municipio de Badajoz (UTM 29SPD70) (Figura 2).

La poblacion se encuentra a una altitud media de 200 m.s.n.m. sobre terrenos llanos o con suave
pendiente (<2%). El sustrato geologico estd constituido por calizas con intercalaciones de niveles
areniscosos y/o pizarrosos (calizas marmoéreas dolomiticas y pizarras del Cadmbrico Inferior) (IGME,
2003) que han originando suelos del tipo cambisol calcireo, con un pobre contenido en materia organica,
baja a media capacidad de retencion de agua y pH basico (IUSS GRUPO DE TRABAJO WRB, 2007).

La precipitacibn media anual (mm) es de 479,6 mm, concentrdndose entre los meses de
Septiembre a Diciembre el 45% del total, y la temperatura media anual es de 16,7°C (AEMET, 2011).

Aparece distribuido en tres niicleos poblacionales en la zona oeste del cerro de Orinaza, ocupando
una superficie total aproximada de 5270 m2: area oeste-noroeste (3120 m2) y sur-suroeste (1450 mz2) de
suelo natural y glacis, y noroeste-norte, correspondiente a la liza del Fuerte de San Cristobal (ss. XVII-
XVIII) donde abarca una superficie aproximada de 700 m2.

El habitat se caracteriza por la presencia de pastizal terofitico donde convive con Allium pallens L.,
Filago pyramidata L., Campanula erinus L., Convolvulus arvensis L., Silene micropetala Lag., Ajuga iva
(L.) Schreb., Nepeta tuberosa L., Salvia argentea L., Verbascum sinuatum L., Avena barbata L.,
Brachypodium distachyon (L.) P.Beauv., Stipa capensis Thunb., etc.

Se recolectaron al azar frutos completos de plantas localizadas en dicha poblacién siguiendo los
criterios expuestos por el European Native Seed Conservation Network para la recoleccion de semillas de
especies silvestres (ENSCONET, 2009). La recoleccion se realizd a principios del mes de julio del afio 2012
(8/07/2012).

Se introdujeron los frutos completos en sobres de papel permeable. Posteriormente en laboratorio
se procedié a la limpieza de las semillas mediante el empleo de tamices de diferente luz de malla.
Finalmente las semillas se almacenaron en sobres porosos y se sometieron a un proceso de desecaciéon
progresiva a temperatura ambiente poniéndolas en contacto con gel de silice en un desecador.
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Figura 2. Localizacién de la poblacion de Ononis viscosa L. subsp. porrigens Ball en ciudad de Badajoz.

Posteriormente las semillas fueron conservadas en gel de silice a temperatura ambiente, en las
dependencias de la Secciéon de Produccion Forestal del Centro de Investigacion La Orden-Valdesequera.
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Los ensayos de germinacion fueron realizados en una camara de germinacién (RADIBER Modelo
AGP-1400-HR) con aquellas condiciones que habian proporcionado los mejores resultados en trabajos
previos (oscuridad, temperatura 19°C y humedad 100%) (Rincén & al., 2008).

Se utilizaron dos lotes de 100 semillas repartidas en cuatro réplicas de 25 semillas
(control/tratamiento pregerminativo). Cada una de las réplicas se situ6é en una placa de Petri de 9 cm de
didmetro y 1,2 cm de profundidad, estéril con agar al 1%, con un espesor de 2 veces la dimension mayor de
las semillas. Las semillas se distribuyeron de forma equidistante sobre la superficie del agar. Se realiz6 un
pretratamiento de escarificacién mecanica mediante el empleo de un papel de lija de grano fino.

Los ensayos de germinacion se iniciaron el dia 9 de julio del afio 2012. Se revisaron diariamente
durante el periodo total establecido para el desarrollo del ensayo de germinaciéon (21 dias), considerando
que una semilla habia germinado cuando se producia la aparicion del extremo apical de la radicula (2 mm)
a través de la cubierta seminal. Las semillas germinadas fueron retiradas después de cada recuento.

Para evaluar la viabilidad de las semillas que no germinaron durante el periodo de duracion del
ensayo, éstas fueron sometidas a una prueba de viabilidad mediante el test de tetrazolio segtin la
Association of Official Seed Analysts (2011) y la International Seed Testing Association (2007).

Se determinaron once indices de germinacion cuyas formulas de calculo aparecen reflejadas en la
tabla 1.

Con el proposito de determinar si existian diferencias estadisticamente significativas en los
parametros germinativos calculados entre las semillas sometidas al tratamiento pregerminativo y aquellas
que no lo fueron se empleb el test de la U de Mann-Whitney (Mann & Whitney, 1947). El anélisis
estadistico se realiz6 mediante el paquete estadistico PASW Statistics v. 18.0.0, y la representacion grafica
de los resultados mediante el programa Sigmaplot v. 11.0.

INDICE DE 4
GERMINACION FORMULA VARIABLES
To Numero de dias necesario para iniciarse la germinacién

Numero de dias necesario para que germine el 10% de

To del total de las semillas germinadas

T Nuamero de dias necesario para que germine el 50% del
5 total de las semillas germinadas

T Numero de dias necesario para que germine el 50% del
50 total de las semillas

Too Numero de dias necesario para que germine el 90% de

del total de las semillas germinadas

Numero de dias comprendido entre la germinacién del

Periodo de germinacién 10y el 90% del total de las semillas germinadas

Porcentaije de N N (ntimero semillas
erminaciéon Jtotal (%) N 100 germinadas), Nt (nimero
& ° t total semillas del ensayo)

Porcentaje de semillas germinado durante el test de
Energia germinativa germinacion hasta el momento donde la cantidad de
semilla germinada por dia ha llegado al maximo

1 1 Ny, Ny, N3, ..., N, Nimero
Velocidad de (N - 1)+ (N2 = Ny) ) + (N5 —N2) '3 +eet (N = Ny de semillas geminadas

germinacion 1 observadas en los dias 1,
T 2,3,....., -1y N
Ny, Ny, N3, ...., N, Nimero
Velocidad de Ny N, N3 Ny, acumulado de semillas
germinacién acumulada Tttt geminadas en los dias 1,
2,3,...., N1y 1
Ny, N3, N3, ....., N,, Nimero
Coeficiente de la tasa de [Ny + Ny + N3 + -+ Ny -100 de semillas germinadas
germinaciéon (CRG) (N + (N, -2) + (N3 - 3) + -+ (N, - n) en los dias 1, 2, 3,...,n-1y

n

Tabla 1. Formulas empleadas para el calculo de los indices de germinaciéon empleados en este trabajo.
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Resultados y discusiéon

La Tabla 2 muestra los valores promedios y el error estdndar para el tratamiento (escarificacion
mecanica) y el control.

Variables ESCARIFICACION MECANICA | CONTROL
Numero de dias necesario para iniciarse la germinacién 1+0 5+2
Nuamero de dias para que germine el 10% de la germinaci6n final (Tio) 210 5+2
Numero de dias para que germine el 50% de la germinacién final (Ts0) 210 1242

Numero de dias para que germine el 50% del total de las semillas (T 50) 2+0 -

Numero de dias para que germine el 90% de la germinacion final (Tqo) 4+1 1942

Periodo germinacion (dias) Tgo — Tio 1,75+0,50 13,50+0,58

Porcentaje de germinacion total (%) 100,0040,00 31,00+5,03

Energia germinativa 65,00+3,83 18,00+9,52

Velocidad germinacion 3,65+0,15 0,104+0,02

Velocidad germinacién acumulada 11,22+0,35 0,77+0,20

Coeficiente de la tasa de germinacién (CRG) 40,13+2,70 8,04+0,91

Tabla 2. Numero de dias necesario para iniciarse la germinacién, nimero de dias necesario para que germine el 10% de la
germinacion final (Ti), nimero de dias necesario para que germine el 90% de la germinacion final (Ty0), nimero de dias
necesario para que germine el 50% de la germinacion final (Tso), nimero de dias necesario para que germine el 50% del
total de las semillas (T” 50), porcentaje de germinacion total (%), velocidad germinacion, velocidad germinacién acumulada,
coeficiente de la tasa de germinaciéon (CRG) y periodo germinacion (en dias) (Too-Ti0). Media + error tipico de la media. 4
réplicas, nimero de semillas por réplica 25. Test de germinacién realizado en el mes de julio de 2012 con semillas
recolectadas en campo de la poblacion localizada en el Cerro de Orinaza (Badajoz).

En la figura 3 aparecen representadas las curvas de germinacién acumulada obtenidas para ambos
en los ensayos de germinacion realizados (tratamiento/control).
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Figura 3. Curva de germinaciéon acumulada. Tratamiento (escarificacion mecénica) y control. Media + error tipico de la media. 4
réplicas, nimero de semillas por réplica 25.

El tratamiento de escarificacion mecanica produce un incremento en el porcentaje de germinaciéon
final respecto al control cercano al 70%, garantizando la germinacion del total de las semillas viables a
partir del sexto dia (Tabla 2, Figuras 3 y 4B).

Por otro lado, se observa una clara reduccién en el nimero medio de dias necesarios para iniciarse
la germinacion (4 dias) y en el nimero de dias necesario para que germine el 10 % (T;o) (3 dias), siendo
este efecto mucho mas patente en el nimero de dias necesario para que germine el 50% de la germinaciéon
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final (T5o) (10 dias) (Tabla 2, Figura 4A). Ademas ya en el dia 2 se alcanza un porcentaje de germinacién
del 50% del total de las semillas (T”5,) cuando son sometidas al tratamiento de escarificacién mecéanica
(Tabla 2, Figura 4A).

El nimero de dias necesario para que se alcance el 90% de la germinacién final (Tq) es quince
dias superior en aquellas semillas no escarificadas mecanicamente, prolongiandose el periodo de
germinacion (Tyo — Tyo) durante casi 14 dias (Tabla 2, Figura 4A).

Si evaluamos la energia germinativa ésta es netamente superior (un 47% mayor) en las semillas
sometidas a escarificacién mecanica (Tabla 2, Figura 4B).

Las otras tres variables analizadas velocidad germinacion, velocidad de germinacién acumulada y
coeficiente de la tasa de germinacién se ven claramente incrementados al aplicar el tratamiento pre-
germinativo (Tabla 2, Figura 4C y 4D).

En relacion a la viabilidad de las semillas no germinadas su porcentaje alcanza valores del 98,50
+1,50%, siendo tinicamente 3 semillas dentro de una de las réplicas del control valoradas como inviables.

Los resultados del tratamiento de escarificacion mecénica variaron significativamente de los
valores control. El factor pre-tratamiento germinativo determiné diferencias significativas (p<0,05) para
los indices de germinacién analizados: ntimero dias para que se produzca el inicio de la germinacién
(p=0,0132), nimero de dias necesario para que germine el 10% de la germinacion final (T,,) (p=0,0132),
ntmero de dias necesario para que germine el 50% de la germinacion final (Ts,) (p=0,0132), nimero de
dias necesario para que germine el 90% de la germinacién final (Ty) (p=0,0152), porcentaje de
germinacion total (%) (p=0,0132), energia germinativa (p=0,0202), velocidad germinacion (p=0,0209),
velocidad germinacién acumulada (p=0,0209), coeficiente de la tasa de germinacién (CRG) (p=0,0209) y
el periodo de germinacion (dias) Too—Tio (p=0,0165) (Tabla 3).
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Figura 4. A) Ntmero de dias necesario para iniciarse la germinacion, ntimero de dias necesario para que germine el 10% de la
germinacion final (Ti), nimero de dias necesario para que germine el 90% de la germinacién final (Tgo), nimero de dias
necesario para que germine el 50% de la germinacion final (Ts0) y nimero de dias necesario para que germine el 50% del
total de las semillas (T 50); B) porcentaje de germinacion total (%) y energia germinativa; C) Velocidad de germinacién y
velocidad de germinacién acumulada; D) Coeficiente de la tasa de germinaciéon (CRG) y periodo germinacion (en dias) (Too-
Tio). Tratamiento (escarificacion mecénica) y control. Media + error tipico de la media. 4 réplicas, nimero de semillas por
réplica 25.
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Z (Significacion
Variables asintética
bilateral)
Nuamero de dias necesario para iniciarse la germinacion -2,477 (0,0132)*
Numero de dias para que germine el 10% de la germinacion final (Tio) -2,477 (0,0132)*
Numero de dias para que germine el 50% de la germinacion final (Tso) -2,477 (0,0132)*
Numero de dias para que germine el 90% de la germinacion final (Tgo) -2,428 (0,0152)*
Periodo germinacion (dias) (Tgo — T1o) -2,397 (0,0165)*
Porcentaje de germinacion total (%) -2,477 (0,0132)*
Energia germinativa -2,323 (0,0202)*
Velocidad germinacion -2,309 (0,0209)*
Velocidad germinaciéon acumulada -2,309 (0,0209)*
Coeficiente de la tasa de germinacion (CRG) -2,309 (0,0209)*

Tabla 3. Valor de la prueba U-Mann Withney obtenido de la comparacion de pares de valores (escarificacion mecénica/control) y
nivel de significacion entre paréntesis. n.s. no significacién; *p<0,05.

Conclusiones

En este trabajo se muestran los primeros resultados obtenidos sobre la germinacién de Ononis
viscosa L. subsp. porrigens Ball procedentes de poblaciones naturales extremenas.

Como conclusiéon se puede afirmar que el tratamiento pre-germinativo mediante escarificacién
mecéanica (lijado) proporciona una mejora significativa en todas las variables analizadas, constituyendo un
procedimiento de aplicacién rapido, sencillo y seguro.

La impermeabilidad de las cubiertas seminales podria favorecer a este taxon incrementando la
longevidad de la semilla, favoreciendo su permanencia en el banco de semillas del suelo y regulando su
germinacion en el tiempo.

Futuros trabajos deberan abordar dentro de las operaciones de rutina del banco de germoplasma
el estudio de la pérdida de viabilidad germinativa de las semillas de este taxon a medio y largo plazo.
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