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Resumen: Escribd Baeza, M.C., Arregui, ] M. & Laguna, E. Germinacion de Cistus heterophyllus Desf. subsp. carthaginensis (Pau) M.B.
Crespo & Mateo, taxon gravemente amenazado en la Comunidad Valenciana. Lazaroa 28: 101-107 (2007).

La germinaci6n de Cistus heterophyllus subsp. cartaghinensis, taxon endémico de las provincias de Valencia y Murcia, del que sélo se
conoce un ejemplar en la Comunidad Valenciana, es estudiada en el presente trabajo. Este taxon ha sido considerado en “peligro critico” (CR)
por la Comisién de Flora del Comité Espafiol de la Uni6n Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (UICN). Se ha estudiado la ger-
minacion de semillas recolectadas en 1991, 1993 y 1997, obteniéndose los mayores porcentajes de germinacion para las semillas recolectadas
en 1993. También se ha comprobado la pérdida de viabilidad con el paso del tiempo de semillas conservadas a 4°C, observdndose que la via-
bilidad de las semillas disminuye de forma significativa una vez que han transcurrido 12 afios de conservacion.
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Abstract: Escribd Baeza, M.C., Arregui, .M. & Laguna, E. Germination of Cistus heterophyllus Desf. subsp. carthaginensis (Pau) M .B.
Crespo & Mateo, an endemic taxon threatened in the Valencian region. Lazaroa 28: 101-107 (2007).

This work studied the germination of Cistus heterophyllus subsp. cartaghinensis, an endemic taxon in the Valencia and Murcia provin-
ces. There is only one specimen in the Valencian autonomous region. The World Conservation Union (IUCN) has given it the category of CR
(critical danger). The germination of seeds collected in 1991, 1993 and 1997 was studied, with the greatest percentage of germination obtai-
ned for the seeds collected in 1993. The time-related decrease viability for the seeds conservated to 4°C ws also studied; it was observed that

after 12 years of conservation the viability of the seeds decreased substantially.
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INTRODUCCION

En la Peninsula Ibérica existen aproximadamente
12 especies del género Cistus, de entre las cuales
Cistus heterophyllus subsp. cartaghinensis es la més
rara y escasa de todas ellas. Este taxon ha sido dado
incluso por desaparecido durante décadas (ROBLEDO &
al., 1995).

El taxon estudiado es un arbusto cuyas ramas estén
cubiertas de pelos estrellados y simples, sus hojas son
pequefias, de forma eliptico-lanceolada, sus flores son
rosadas con cinco sépalos acuminados y con un estilo
un poco mds largo que los estambres, florece de marzo

a junio y produce semillas anguloso-papilosas (MATEO
& CrEespo, 1998). Habita en matorrales calcicolas,
secos y soleados, con ombroclima termomediterrdneo
semidrido. En la poblacién de La Pobla de Vallbona,
YJ1289, 150m, 26-1V-1989, se encuentra formando
parte del matorral seco de la alianza Rosmarino-
Ericion Br.-Bl.1931, acompailado por otros taxones de
procedencia igualmente meridional (CRESPO & MATEO,
1988).

Se trata de un endemismo de Valencia y Murcia
con tan s6lo dos poblaciones en cada una de ambas
provincias. Una de ellas en la Sierra de Cartagena
(Murcia) y otra en la Sierra de la Calderona (Valencia).
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La poblacién valenciana natural cuenta con un nico
ejemplar encontrado en 1986 (CReESPO & MATEO,
1988). Es dificil afirmar que una especie vegetal ha
desaparecido, pues siempre pueden existir rincones
poco explorados donde haya quedado refugiada
(ROBLEDO & al., 1995). Son numerosos los problemas
con que este taxon encuentra en su hdbitat natural pues,
aunque la floracién es abundante, su fructificacion es
escasa debido a su cardcter fuertemente alégamo y a la
falta de suficientes polinizadores en el corto periodo de
floracion. Ademds comparte territorio con otras espe-
cies de Cistus, como C. albidus que podria actuar como
fuerte competidor por los recursos del medio no
habiéndose descrito el hibrido en la naturaleza entre
estas dos especies. La escasez de pies hace que deba
tenerse en cuenta la mds que posible cosanguineidad,
lo cual producirfa una merma en la fructificacién. Por
todo ello, este taxon estd incluido en el Catdlogo
Nacional de Especies Amenazadas como especie en
Peligro de Extincion (LAGUNA & al., 1998).

A partir del dnico pie conocido de la Sierra de la
Calderona en la Comunidad Valenciana, y empleando
técnicas de cultivo in vitro (ARREGUI & al.,1993), se han
obtenido en el Instituto de Investigaciones Agrarias de
Valencia (IVIA) varios ejemplares de este taxon. Pasado
un tiempo de estudio y endurecimiento en ombréculo,
dichos ejemplares fueron trasplantados en cuatro zonas
proximas entre si y con caracteristicas de hébitat simila-
res a las de la poblaci6n original de la Pobla de Vallbona
(Sierra de la Calderona). La finalidad es el seguimiento
cientifico y estudio de las posibles dificultades de super-
vivencia o reproduccién de este taxon (LAGUNA & al.,
1998). Las plantas obtenidas por cultivo in vitro alcanza-
ron la madurez y produjeron semillas. Este trabajo estu-
dia la germinacién de semillas procedentes tanto de estas
nuevas poblaciones creadas con ejemplares obtenidos
por cultivo in vitro, como de ejemplares (cuyo origen es
el mismo) mantenidos en el vivero de cultivo durante el
proceso de endurecimiento.

Se han obtenido los protocolos de germinacién y
cultivo in vitro (incluso hasta enraizamiento en cultivo
in vitro), y se cuenta en vivero con ejemplares proce-
dentes de cultivo in vitro y de germinacién (LAGUNA &
al., 1998). Se cuenta con una coleccion de plantas para
labores conservacionistas y se han hecho reintroduc-
ciones en el medio. Ademds estdn redactadas las bases
de un plan técnico para la recuperacion de la especie.
En la actualidad se cuenta con ejemplares de este taxon
en rocallas de flora endémica ornamental de la Comu-
nidad Valenciana, destinadas a la educacion ambiental,
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que constituyen, a su vez, un reservorio ex situ de
material vegetal.
El principal objetivo de este trabajo es el estudio de
la germinacidn, lo cual es de gran importancia de cara a
la conservacién de esta especie. Ademds, al tratarse de
un taxon amenazado y en peligro de extincidn, deben
realizarse todas las pruebas de interés en cuanto a via-
bilidad y conservacion del material vegetal que sean
posibles.
Mds en concreto los principales objetivos de este
trabajo han sido:
1) Estudiar la germinacién de semillas recolecta-
das en tres diferentes afios (1991, 1993 y 1997).
2) Evaluar la pérdida de poder germinativo de las
semillas conservadas a 4°C con el paso del
tiempo, para determinar si el sistema de conser-
vacion utilizado es adecuado o no.
3) Estudiar el comportamiento en vivero de los
ejemplares obtenidos tras los ensayos de germi-
nacion.

MATERIAL Y METODOS

La procedencia de los diferentes lotes de semillas
utilizadas en el presente trabajo se indica en la Tabla 1.

Las semillas recolectadas se conservaron a tempe-
ratura ambiente, en bolsas permeables, hasta el mo-
mento de su limpieza. Dado la pequefia cantidad de
semillas recolectadas, éstas se limpiaron manualmente
con objeto de limitar al maximo la pérdida de material;
se desecharon las semillas que presentaban algtin dafio.

Las semillas se sometieron a ultradesecacion, pro-
ceso que consiste en la desecacion progresiva de la
semilla hasta el 1.5-3% de humedad (PEREZ-GARCIA &
al.,2006), para lo cual se empled la molécula violeta
de metilo, que retrasa el envejecimiento de la semilla
absorbiendo gases toxicos y vira de color con el
aumento de la humedad. Una vez desecadas, las semi-
llas se conservaron a 4°C en frascos provistos de cierre
hermético. Las semillas ortodoxas, como son las del
género Cistus, mantienen mejor su viabilidad cuando
se conservan con bajo contenido de humedad y a baja
temperatura (BESNIER, 1989).

El hecho de que no se disponga de material vegetal
a lo largo de afios consecutivos, no significa que no se
haya hecho seguimiento de las poblaciones, pues en
repetidas ocasiones se recolectaron frutos que se des-
echaron en el laboratorio debido a que estaban vacios o
contenfan semillas vanas.
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Tabla 1
Procedencia de los diferentes lotes de semillas y fecha de
recoleccidon

Origen Fecha de recoleccion
La Pobla de Vallbona (poblacién origen) Mayo 1991
Pinada de Moncada, IVIA Junio 1993
Porta Celi, El Tancat Junio 1997
Ombréculo CIEF Mayo 2003

Antes de la siembra, las semillas se seleccionaron
cuidadosamente y se imbibieron en agua destilada
durante 24 horas. Tras la imbibicidn, las semillas se
desinfectaron con hipoclorito sédico al 10% durante 10
minutos y se lavaron con agua corriente antes de ser
sembradas en cdmara de flujo laminar. Para la siembra
se utilizaron placas Petri de 9 cm de didmetro y papel
de filtro Albet, en lotes de 25 semillas por placa, tal
como indican las Normas Internacionales de la ISTA
(1STA, 1985). Las placas se colocaron en una cdmara
germinadora modelo MLR-350 de la marca SANYO,
en la que se habfan preestablecido unas condiciones de
temperatura de 20-18-10 °C (durante perfodos de 8
horas cada una de ellas), y un fotoperiodo de 10 horas
de luz y 14 horas de oscuridad, correspondiendo las 10
horas de luz con la dltima hora del periodo a 20°C, §
horas del perfodo a 18°C y la primera hora del periodo
a 10°C; simulando la parte central del dia que es cuan-
do en la naturaleza hay mayor intensidad de luz. Se
sembraron 100 o 150 semillas de cada lote, dependien-
do de la disponibilidad de las mismas.

El control de la germinacién de las placas Petri fue
diario, considerando como germinada toda aquella
semilla cuya radicula habfa emergido (BESNIER, 1989),
y se regd con agua destilada segtin las necesidades de
cada placa, evitando siempre el encharcamiento. Se
retird toda semilla infectada y se cambi6 el papel de fil-
tro cuando la podredumbre era excesiva en alguna
placa, pero siempre a todas por igual para que las con-
diciones de cultivo siguiesen siendo idénticas para
todas ellas. El perfodo de germinacién fue de 32 dias.
Los pardmetros de germinacién considerados fueron:
tiempo de latencia (dias necesarios para que germine la
primera semilla); T50 (dias necesarios para alcanzar la
mitad del porcentaje final de germinaci6n); germina-
cion maxima alcanzada en un dia; nimero de dias
necesarios para alcanzar este valor; y porcentaje final
de germinacidn (+ desviacién tipica).

Germinaci6n de Cistus heterophyllus subsp. carthaginensis

En este trabajo se han realizado dos ensayos de
germinacion:

1) Ensayo de germinacién de los tres lotes de

semillas recolectados en 1991,1993 y 1997.
Para poder establecer comparaciones, las semi-
llas de los tres lotes se sembraron en la misma
fecha y en las mismas condiciones.

2) Ensayo de la pérdida de poder germinativo con

el paso del tiempo de semillas conservadas a
4°C; El ensayo se llevd a cabo con las semillas
recolectadas en 1993, efectudndose siembras en
idénticas condiciones y en diferentes afios. Las
siembras se realizaron en Febrero de 1999,
Septiembre de 2002 y Abril de 2005. Es decir, a
los 6,9y 12 afios de conservacion.

En lo sucesivo nos referiremos a estos ensayos
como 1y2.

Con objeto de aprovechar al méximo el material
vegetal, las pldntulas obtenidas de las semillas germi-
nadas en los ensayos anteriores se transplantaron a
semilleros y se cultivaron en invernadero con el fin de
obtener nuevas plantas.

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestran los porcentajes de germi-
nacién acumulados de los tres lotes de semillas estudia-
dos en el ensayo 1. Se puede observar unas pautas seme-
jantes de comportamiento germinativo, pues en los tres
lotes la germinacién comienza a los 5 o 6 dias desde la
siembra y es en el mismo dfa 21 del ensayo cuando se
alcanza la germinacién mdxima, con unos porcentajes de
13,3; 9,3 y 22% para las semillas recolectadas en 1991,
1993 y 1997, respectivamente, tal como se indica en la
Tabla 2 de pardmetros de germinacion. También se
alcanza el valor de TS50 en un mismo momento del ensa-
yo, entre el dia 20 y 23, para el total de los tres lotes.

El porcentaje final de germinacién ha superado en
los tres lotes el 50%, alcanzando el 75% para las semi-
1las recolectadas en 1993.

El mejor comportamiento germinativo ha sido, por
tanto, el de las semillas recolectadas en el afio 1993,
pues a pesar de dar lugar a un menor valor de germina-
cién maxima a lo largo del ensayo (9,3%), la regulari-
dad, ritmo en su germinacion y porcentaje de germina-
cién final han sido mejor; incluso después de haberse
alcanzado la germinacién mdxima se ha obtenido germi-
nacién de semillas con radiculas en perfectas condicio-
nes que dieron lugar a la formacién de pléntulas sanas.
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Cistus heterophyllus subsp. cartaghinensis
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Figura 1.— Porcentajes de germinacion acumulados de las semillas recolectadas en 1991, 1993 y 1997.

Los pardmetros de germinacién obtenidos en el
ensayo 2 se exponen en la Tabla 3.

Igualmente, en la Figura 2 se indican los porcenta-
jes de germinacidn acumulados obtenidos en las tres
siembras realizadas en este ensayo.

El ritmo de germinacidn es irregular a lo largo del
ensayo en las tres siembras; se inicia la germinacion a
los 5 0 6 dias, pero después hay picos irregulares de
germinacién a lo largo de todo el ensayo.

Los lotes de semilla sembrados en 1999 y 2002 han

dado lugar a resultados similares, pudiendo deducirse
que en un periodo de 6 afios (desde la recoleccién a la
siembra en 1999) y 9 afios (desde la recoleccion a la
siembra en 2002) hay cierta pérdida de la capacidad
germinativa pero ésta no es excesiva; pasado este tiem-
po, las semillas comienzan a perder su poder germina-
tivo de forma significativa, de ahi el descenso en el
porcentaje de germinacion total que hay en el caso de
las semillas sembradas en 2005 (41%).

Las semillas sembradas en 1999 alcanzaron en

Cistus heterophyllus subsp. cartaghinensis
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Figura 2.— Porcentajes de germinacién acumulados de las semillas del lote 1993 sembradas en tres afios distintos.

LAZAROA 28: 101-107. 2007

104



Escribd Baeza & al.

Tabla 2
Pardmetros de germinacién de los lotes de semillas recolectadas
en 1991,1993 y 1997
Todas las siembras se realizaron en el afio 2002

Germinaci6n de Cistus heterophyllus subsp. carthaginensis

Tabla 3
Pardmetros de germinacién de las semillas recolectadas en 1993
sembradas en tres diferentes afios (1999, 2002 y 2005). La
semillas se conservaron a 4°C

Pardmetros 1991 1993 1997 Pardmetros 1999 2002 2005
Tiempo de latencia (dfas) 5 6 6 Tiempo de latencia (dfas) 6 6 5
T50 (dias) 20 23 20 T50 (dias) 15 22 20
Germinacion maxima Germinacion maxima
en un dia (%) 133 93 22 en un dia (%) 9 93 7
Dfas para alcanzar la Dias para alcanzar la
mdxima germinacién 21 21 21 mdxima germinacién 14 21 31
Porcentaje final de Porcentaje final de
germinacion 533+09 756+07 64,707 germinacion 80+£082 758+160 41+126

breve espacio de tiempo (15 dias) resultados de T50,
mientras que hizo falta mas tiempo (22 dfas) para que
las sembradas en 2002 alcanzardn dicho pardmetro
indicador de velocidad de germinacion. Finalmente, las
sembradas en 2005 alcanzan este pardmetro en un
plazo de tiempo intermedio (20 dfas).

El porcentaje de germinacion mdxima se alcanza
con valores similares (9; 9,3 y 7%), aunque en momen-
tos diferentes siendo considerablemente mayor el
periodo de tiempo necesario (31 dias) para que se
alcance en el lote sembrado en 2005, précticamente al
final del ensayo.

El mayor porcentaje final de germinacién obtenido
corresponde a la siembra realizada en el aflo 1999. No
es despreciable el resultado de casi 76% obtenido con
semillas sembradas en 2002, pues pasado un total de 3
afios, las semillas conservadas pierden sélo el 4% de
germinacion. Hay que prestar especial atencion al
resultado de 41% de germinacion final en semillas
sembradas en 2005; pierden en 3 afios el 35% de ger-
minacidn, dato que indica la clara necesidad de some-
ter a las semillas a condiciones de conservacion a largo
plazo pasado un periodo mayor de 10 afios tras su reco-
leccion. La pérdida de poder germinativo llegado este
momento es considerable, cuando hasta entonces no
era apenas elevada, lo cual debe tenerse muy en cuenta
en la conservacion de estas semillas a largo plazo.

DISCUSION

En los ensayos realizados se observa un comporta-
miento germinativo similar en las semillas de los dife-
rentes lotes estudiados. Asi, en el ensayo 1 se observan

parecidos ritmos de germinacién a lo largo del periodo
considerado, relativamente elevados porcentajes de
germinacién e incluso se alcanza en el mismo momen-
to el valor de germinacién méxima.

Las temperaturas 6ptimas de germinacion en este
género son relativamente bajas, comprendidas entre 15
y 20 °C; pues por encima de 25 °C se inhibe la germi-
nacién segtin describe PEREZ & al., (1999). Podria tra-
tarse de una estrategia adaptativa de la especie para
conseguir que la germinacion tenga lugar preferente-
mente en otoflo y finales de invierno, coincidiendo con
época de lluvias (PEREZ GARCiA & PITA VILLAMIL,
1999).

En laboratorio se puede romper la dormicién de las
semillas de diferentes especies de jaras sometiéndolas a
tratamientos térmicos (CORRAL & al., 1990) y es, por
ello, que la mayorfa de la bibliograffa consultada sobre
la germinacion de otras especies de Cistus hace referen-
cia a este tipo de tratamiento; sin embargo, en general,
también existe una pequefia porcién de semillas sin
cubierta dura e impermeable, que germinardn cuando
las condiciones ambientales sean las adecuadas (PEREZ
GARCIA & Prta VILLAMIL, 1999); asi pues se prefirié no
hacer dicho tratamiento térmico y ver qué tal respondi-
an las semillas sometiéndolas al tratamiento que se des-
cribe en el apartado correspondiente. Los resultados
obtenidos han sido muy buenos sin efectuar tratamiento
térmico. En los ensayos 1y 2 se han obtenido porcenta-
jes de germinacién muy elevados, de 75,8 y 80 % res-
pectivamente, por lo que también podriamos considerar
como 6ptimas las condiciones de temperatura y luz
ofrecidas. Son resultados comparables con porcentajes
de germinacidn en otras especies de Cistus presentes
también en la Comunidad Valenciana y mds abundantes
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que el taxon estudiado, como es el caso de Cistus mons-
peliensis, Cistus crispus 'y Cistus albidus; con cuyas
semillas (tras someterlas a tratamiento térmico con
calor seco) se obtienen porcentajes de germinacion de
entre 83 y 90% (PEREZ GARCIA & PITA VILLAMIL, 1999).
Los resultados obtenidos con semillas de Cistus hete-
rophyllus subsp. cartaghinensis son incluso superiores a
los valores de germinacion total obtenidos en el caso de
Cistus albidus, especie con la que se ha obtenido un
63% de germinacion total con tratamiento de estimula-
cion a las semillas (PEREZ GARCIA & PITA VILLAMIL,
1999), lo cual es bastante satisfactorio de cara a la con-
servacion del taxon estudiado.

En cuanto al taxon objeto de este estudio, los por-
centajes de germinacion obtenidos superan los alcanza-
dos por ROBLEDO & al. (1995), cuyo mayor éxito es de
un 23% de germinacidn en el ensayo mds favorable,
consistente en hervir al bafio Maria las semillas durante
10 minutos y remojo posterior de 36 horas; y del 10%
con semillas no tratadas. La diferencia considerable
que se observa entre los porcentajes de germinaci6n del
mismo taxon, podria deberse a una mejor calidad de las
semillas recolectadas de plantas cultivadas en parcelas
con riego periédico frente a las semillas procedentes de
plantas silvestres.

Los buenos resultados obtenidos en los ensayos
descritos indican que el manejo y condiciones de culti-
vo son buenos. Los porcentajes de germinacién obteni-
dos han sido elevados; y esto induce a pensar que la
recoleccidn ha sido efectuada en el momento de dptima
madurez del embrién, el manejo de las semillas en
laboratorio y las condiciones de germinacién ofrecidas
han sido adecuadas para este taxon.

En cuanto a la conservacion de semillas, se conclu-
ye, dados los buenos resultados obtenidos, que el
momento de recoleccién, manejo de semillas y condi-
ciones de germinacion han sido adecuados. Podria
deducirse que durante los primeros 9 afos tras la reco-
leccion las semillas se mantienen viables si se conser-
van en frascos herméticos (GOMEZ-Campo, 2002) a
temperatura de 4°C. Sin embargo, se deberia utilizar
otras condiciones de conservacién si se pretende alma-
cenar estas semillas durante un plazo de tiempo mayor.

Germinaci6n de Cistus heterophyllus subsp. carthaginensis

Tratdndose de una especie amenazada, no sélo
interesa estudiar la germinacién, sino también el des-
arrollo de la radicula, afeccion de hongos, desarrollo de
pléntula y comportamiento en vivero. Por ello, las
semillas germinadas en placa fueron trasladadas a sus-
trato de semillero, y se calculé que el 92% de las semi-
llas emergian del sustrato originando una pléntula; la
emergencia es algo més lenta que en otras especies de
Cistus, como por ejemplo C. creticus, (experiencias
propias realizadas en vivero) pero el desarrollo de la
plantula una vez emergida es bastante bueno, pues se
observan radiculas vigorosas y sin afecciones fiingicas.
El repicado debe hacerse con extrema precaucion pues
al igual que en otras especies de Cistus, como C. mons-
peliensis 'y C. creticus, es delicado (experiencias pro-
pias realizadas en vivero).

Por otro lado, de un total de 100 plntulas obtenidas
en vivero sélo murieron 7 en el momento de endureci-
miento del cuello de la planta. Llegado el momento de
madurez y endurecimiento de los ejemplares obtenidos, y
el tiempo de plantacion en campo, estas plantas se emple-
aron para reforzar la poblacién de que procedfan las
semillas, as como para la creacién de nuevas poblacio-
nes en lugares con condiciones climatoldgicas y ecoldgi-
cas similares a las de la poblacién de origen, en las que
las plantas pudieran desarrollarse y completar su ciclo.

La disminucién del poder germinativo de las semi-
11as con el paso del tiempo constituye una gran pérdida
de material de gran valor bioldgico, dado que se trata de
una especie amenazada de la que conseguir semillas en
condiciones naturales resulta muy dificil. As{ pues,
queda implicita la necesidad de depurar las técnicas de
conservacion de semillas de Cistus heterophyllus subsp.
cartaghinensis a largo plazo. Serfa interesante establecer
poblaciones mediante el cruzamiento de plantas valen-
cianas y murcianas y su posterior plantacién en zonas
geogrédficamente intermedias (LAGUNA & al., 1998).
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