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Variabilidad intrapoblacional en el grado de latencia fisica en semillas del arbusto Adenocarpus
argyrophyllus (Leguminosae)

COPETE CARRENO, M.A.22, HERRANZ SANZ, J.M.L2, COPETE CARRENO, E.L2 y FERRANDIS GOTOR,
p.12

1 ETSIAM de Albacete, Departamento de Produccién Vegetal y Tecnologia Agraria de la Universidad de Castilla-La Mancha.
2 |Instituto Botanico de la Universidad de Castilla-La Mancha.

Resumen

Numerosos estudios indican que las altas temperaturas generadas en las capas superficiales del
suelo durante los incendios forestales promueven la germinacion de leguminosas. Estas
temperaturas pueden variar mucho de un sitio a otro en funcién de la materia organica existente en
el suelo y del combustible acumulado. Las legumbres de muchas leguminosas arbustivas, p.e.
Adenocarpus, al madurar tienen una apertura explosiva y pueden lanzar sus semillas a varios
metros de distancia de la planta madre, por lo que a un claro de vegetacion pueden llegar semillas
procedentes de diferentes individuos.

Las semillas de Adenocarpus argyrophyllus procedentes de diferentes individuos (10) de una
poblacidon han respondido de forma distinta a los tratamientos térmicos previos a su siembra,
originando modelos diferenciados de emergencia de plantulas: cohortes de semillas con emergencia
mas rapida tras un choque térmico de 90°C durante 10 minutos, otras tras 120°C durante 5
minutos, e incluso una cohorte con emergencia 6ptima en las semillas control (sin tratamiento
térmico previo). Esta respuesta diferenciada de los distintos individuos a los tratamientos térmicos
podria tener valor adaptativo para facilitar la regeneracion post-incendio ya que,
independientemente de la temperatura alcanzada en un punto concreto, siempre habra en ese
punto semillas cuya germinacion sea estimulada por dicha temperatura.
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1. Introduccion

Las dinamicas de los ecosistemas mediterraneos reflejan adaptaciones a largo plazo frente al
cambio climatico y frente al fuego, de modo que muchas especies vegetales han desarrollado
respuestas que les permiten persistir (TROUMBIS & TRABAUD, 1986). Después del fuego, muchas
especies en estas comunidades son capaces de regenerar vegetativamente mediante rebrotes, pero
existen otras especies menos frecuentes que solamente regeneran a partir de semillas, en las que
el reclutamiento de plantulas tiene su origen en un banco edafico durmiente de semillas, jugando el
fuego un papel crucial en la estimulacion de su germinacién (KEELEY, 1987).

Debe tenerse en cuenta que, aunque la reproduccion sexual pudiera no ser la mas importante
cuantitativamente, puede desempenar un papel trascendental por permitir conservar la variacion
genética de especies que tienden a regenerar vegetativamente (TARREGA et al., 1992). Por tanto, es
crucial conocer los factores que regulan la germinacion. En este estudio se analiza la ecologia
germinativa del arbusto mediterraneo Adenocarpus argyrophyllus (Rivas Goday) Caball.
(Leguminosae), analizando la variabilidad intrapoblacional y la potencialidad de la especie para
formar bancos edaficos de semillas de caracter persistente. En especies con algin grado de
amenaza como ésta, la persistencia de semillas en el suelo asegura el mantenimiento de una
poblacion en un area, siendo un factor trascendental para la supervivencia de especies anuales
amenazadas como Sisymbrium cavanillesianum Castrov. & Valdés Berm. (HERRANZ et al., 2003a) y
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bienales como Coincya rupestris subsp. rupestris Porta & Rigo ex Rouy (HERRANZ et al., 2003b),
incluso en anos sin produccion de semillas.

Las temperaturas experimentadas por las semillas contenidas en los bancos edaficos durante
los incendios forestales determinan si logran sobrevivir y germinar después del fuego. Por otro lado,
en zonas incendiadas se ha registrado la existencia de complejos mosaicos de puntos sometidos a
un amplio rango de temperaturas diferentes (AULD & O "CONNELL, 1991). En las leguminosas varios
estudios indican que las altas temperaturas generadas en las capas superficiales del suelo
promueven la germinacion (TARREGA et al., 1992; HERRANZ et al., 1998). Por ello, las leguminosas
son consideradas un componente importante de las comunidades en la sucesion post-incendio en la
region mediterranea (THANOS et al., 1989).

Adenocarpus argyrophyllus es un arbusto perennifolio, endémico del centro-occidental de la
peninsula lbérica, donde habita entre 800-1800 m, sobre sustratos siliceos, formando parte de
comunidades dominadas por Quercus sp. 0 en matorrales tipo “maquis” (CASTROVIEJO, 1999). Sus
semillas recién dispersadas tienen cubiertas duras que impiden su imbibicién, lo que confirma la
existencia de latencia fisica (BASKIN & BASKIN, 2014). Las comunidades en las que habita han
sufrido una elevada presién antrépica durante siglos, incluyendo incendios forestales, pastoreo y
aprovechamientos madereros. Su regeneracion tras incendio se produce principalmente por rebrote,
pero también se observan plantulas en las areas quemadas (observacion personal).

Estudios preliminares pusieron de manifiesto que semillas que habian recibido un choque
térmico (90°C, 10 minutos) apenas germinaban (<20%) al incubarlas a 20/7°C en luz durante 60
dias, pero daban lugar a una abundante emergencia de plantulas durante los 2 anos siguientes
cuando se procedia a su siembra. Estos resultados indicaban que durante el choque térmico las
semillas podrian haber sufrido una debilitacién de su cubierta que facilitara la emergencia posterior.

Por ello, se ha considerado interesante evaluar el efecto en la emergencia posterior de
plantulas de choques térmicos sobre semillas producidas por diferentes individuos, ya que
requerimientos diferentes de calor podrian tener valor adaptativo en forma de mecanismo que
facilitaria la germinacion después del fuego, ya que las semillas de uno u otro individuo
responderian positivamente en funcion de las temperaturas alcanzadas en las capas superficiales.

2. Objetivos

Teniendo en cuenta lo indicado anteriormente, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto
de diferentes tratamientos térmicos con calor seco en semillas recién dispersadas, sobre la
emergencia acumulada de plantulas durante 5 anos, analizando su variabilidad intrapoblacional.

3. Metodologia

Material vegetal y fuente de las semillas:

Adenocarpus argyrophyllus alcanza con frecuencia 4 m de talla y 20 cm de didmetro en la
base del tronco, y se ramifica desde la misma base, por o que posee una copa muy amplia, siendo
abundantes los individuos que producen mas de un millar de legumbres. Las legumbres miden 4-6
cm de longitud, con 3-7 semillas de gran tamano, 4,4-5,0 x 3,5-4,9 mm, ovoideas, comprimidas
lateralmente, de color verde oscuro. La maduracion se produce a finales de julio y las legumbres
tienen una apertura explosiva, pudiendo dispersar las semillas a varios metros de distancia, y van
recubiertas de abundantes pelos glandulares. Tras la dehiscencia, muchos frutos todavia conservan
1-2 semillas en su parte basal, y al ser pegajosos pueden adherirse a los pelos de los animales, que
contribuyen de forma activa a su dispersion (CASTROVIEJO, 1999).
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El peso medio de las semillas recién dispersadas es de 44 mg y sumergidas en agua durante
24 h no se hidratan (no aumentan de peso), lo que confirma la existencia de latencia fisica.

En la zona mas meridional de su area de distribucion geografica, es decir, Castilla-La Mancha,
presenta poblaciones muy reducidas, por lo que ha sido incluida en su catalogo de flora amenazada
(D.0.C.M., 1998). La poblacién objeto de estudio esta ubicada en la Sierra de San Vicente (Real de
San Vicente, Toledo), a una altitud de 1240 m, en orientacién norte, sobre cuarcitas y sustrato
siliceo, ocupando una superficie aproximada de 2 ha y con un tamano estimado comprendido entre
190-230 individuos adultos. Se halla en una masa arbérea mixta de Quercus pyrenaica Willd. y Q.
ilex L. subsp. ballota (Desf.) Samp., en cuyos claros se desarrolla un piornal con Adenocarpus
argyrophyllus, Genista florida L., G. cinerascens Lange, Cytisus scoparius (L.) Link., Pistacia
terebinthus L. y Daphne gnidium L.

El 26 de julio de 2013, cuando ya se habia iniciado la dehiscencia de las legumbres, se
eligieron 10 plantas con buena conformacién de copa, aspecto vigoroso y saludable, y bien nutridas
de frutos. De cada una se recolectaron por separado entre 300-350 legumbres (obteniendo una
cohorte de 1200-1400 semillas), que se guardaron en bolsas de papel independientes.
Transcurridos 0-2 dias desde la recoleccién, las legumbres explotaron de forma ruidosa, liberando
las semillas, que se separaron de las paredes de las cubiertas de las legumbres mediante un tamiz
con luz de malla de 0,5 cm. Una vez limpias, las semillas se conservaron en sobres de papel a
temperatura ambiente (22°C, h.r. 50%) hasta que fueron requeridas para la realizacién de los
ensayos.

Emergencia acumulada de plantulas tras escarificacion por calor seco en semillas recién
dispersadas. Variabilidad intrapoblacional:

El ensayo se inici6 el 1 de agosto de 2013. De cada cohorte de semillas se prepararon 3 lotes
de 300 semillas cada uno. Un lote se utilizd como control, en otro lote las semillas fueron expuestas
a 90°C durante 10 minutos (90°C/10 min), y en el tercero a 120°C durante 5 minutos (120°C/5
min). De cada lote se prepararon 3 réplicas, de 100 semillas cada réplica.

A continuacién, se procedi6 a la siembra de cada réplica en una maceta de PVC de 20 cm de
diametro y 18 cm de profundidad, rellena de arena, colocando las semillas mas o menos
equidistantes a una profundidad comprendida entre 0,5-1 cm con ayuda de pinzas. Las 90 macetas
(10 x 3 x 3) quedaron ubicadas en un umbraculo sin control de temperatura en el campo de
practicas de la E.T.S. de Ingenieros Agronomos y de Montes de Albacete, a 690 m de altitud. En el
umbraculo se instalé un registrador de temperaturas y, para simular las condiciones de humedad
del suelo en el habitat natural, se programd un riego una vez a la semana hasta capacidad de
campo, reduciéndose la frecuencia de riego a dos veces al mes en los meses de julio y agosto para
simular la sequia estival caracteristica del clima mediterraneo. Ademas, el riego fue suspendido
cuando el sustrato estaba helado en invierno. La emergencia de plantulas fue objeto de seguimiento
durante 5 anos, hasta el 1 de diciembre de 2018, anotando y retirando las plantulas emergidas
cada 15 dias.

Durante la semana siguiente a la finalizacién del ensayo, se procedid a la recuperacion de las
semillas que no habian originado plantulas. De cada maceta se separd la capa superior de arena
hasta una profundidad de 3 cm, para asegurar el rescate de todas las semillas no germinadas,
separando las semillas facilmente mediante lavado a través de un tamiz de 2 mm. Las semillas
rescatadas fueron clasificadas como embebidas y no embebidas. Las semillas no embebidas fueron
escarificadas mecanicamente y a continuaciéon se incubaron a 20/7°C en luz durante 60 dias. Las
semillas embebidas se incubaron directamente a 20/7°C en luz.
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Los ensayos de incubacion se realizaron en camaras equipadas con control digital de
temperatura e iluminacion [+0,1°C, luz fluorescente fria blanca, 25 uymol-m-2-s2 (1350 lux)]. Como se
ha indicado, la incubacion se llevé a cabo en condiciones de fotoperiodo (luz): 12 h en luz a 20°C, y
12 h en oscuridad a 7°C, simulando la alternancia del dia y de la noche. Las semillas se colocaron
en una placa Petri de 9 cm de diametro sobre dos capas de papel de filtro humedecido con agua
destilada. Las placas se sellaron con Parafilm para minimizar la pérdida de agua. La emergencia de
radicula (=1 mm) fue el criterio aplicado para registrar una semilla como germinada. El recuento de
las semillas germinadas se realiz6 cada 2-3 dias durante el periodo de 60 dias, y las semillas
germinadas se fueron eliminando. Trascurrido este periodo las semillas germinadas fueron
consideradas viables y las no germinadas inviables.

Algunas semillas perdieron su viabilidad durante los 5 afos de duracion del ensayo y se
descompusieron, por lo que no pudieron ser rescatadas. En cada réplica, este nimero se calculd
restando al nimero inicial de semillas (100) la emergencia acumulada de plantulas y el nimero de
semillas rescatadas. Para el calculo de la viabilidad de las semillas en cada réplica estas semillas se
consideraron inviables.

Tratamiento estadistico:

Los porcentajes de emergencia de plantulas fueron comparados entre tratamientos aplicando
un analisis de varianza multifactorial, considerando dos factores: la escarificacion térmica aplicada
a las semillas (tres niveles) y la planta madre origen de éstas (10 niveles). Los tratamientos
responsables de los efectos principales significativos se detectaron con la prueba de comparacion
mdltiple de Tukey. Los valores de la emergencia final acumulada de plantulas fueron transformados
previamente mediante el arcoseno de su raiz cuadrada.

4. Resultados

Durante los 5 anos de recuentos de plantulas, los resultados de la emergencia acumulada se
agruparon en dos momentos del ano, 1 de diciembre y 1 de junio, para reflejar la emergencia otonal
y primaveral, respectivamente (Figura 1). A la finalizacién del ensayo se observd que, sin diferenciar
tratamientos, los porcentajes de emergencia otonal y primaveral fueron similares, con valores
medios anuales del 4,76 y 4,94%, respectivamente (Tabla 1).

A los 4 meses de la siembra habian emergido plantulas procedentes de semillas sometidas a
escarificacion con calor seco, pero no plantulas procedentes de semillas control. En esta fecha, la
mayor emergencia (7%) se registr6 con semillas de la planta 7 que habian sido expuestas a
120°C/5 min (Figura 1). En el conteo efectuado 6 meses después (01-06-14), tras un otofo y
primavera post-siembra, la emergencia de plantulas aumenté considerablemente en todas las
cohortes de semillas evaluadas, alcanzando los valores mas altos los lotes de semillas expuestas a
escarificacion con calor seco antes de su siembra. Durante los 2 anos siguientes se produjo la
mayor emergencia de plantulas registrada en el estudio. En este periodo el mayor incremento
relativo correspondié a las semillas control, alcanzando el 30,1%, sin llegar a alcanzar no obstante
los valores correspondientes a las semillas tratadas (Tabla 1).

A partir de esta fecha, el tratamiento de 90°C/10 min presentd mayores porcentajes de
emergencia que el de 120°C/5min. Al final del periodo evaluado (diciembre de 2018, 5 anos
después de la siembra) el mayor porcentaje de emergencia se logré con el tratamiento de 90°C/10
min, mientras que entre los tratamientos control y 120°C/5 min no se detectaron diferencias
significativas (F2,87=5,42; p=0,006; Tabla 1). Pese a este efecto promotor de la emergencia del
tratamiento de 90°C/10 min, las diferencias encontradas entre los tres tratamientos se pueden
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calificar de pequenas, pudiéndose considerar como mas relevante la aceleracion en la emergencia
de plantulas durante los primeros anos como consecuencia de las escarificaciones mediante calor
seco. A los 5 anos de la siembra un porcentaje considerable de semillas no emergidas conservaron
su viabilidad, concretamente entre el 17,5 y el 23,4%, seglin tratamiento (Tabla 1).

En lo que respecta a la variabilidad intrapoblacional en la emergencia de plantulas, ésta fue
notable entre las diferentes cohortes de semillas (Figura 1). En las cohortes procedentes de las
plantas 1, 3 y 9, los mayores porcentajes de emergencia se obtuvieron con semillas expuestas a
90°C/10 min, en las cohortes procedentes de las plantas 7 y 8, los mayores porcentajes de
emergencia se alcanzaron con semillas expuestas a 120°C/5 min, y en la cohorte de la planta 6
fueron las semillas control las que arrojaron el mayor porcentaje de emergencia. En las cohortes de
semillas procedentes de las plantas 4, 5y 10 los porcentajes de emergencia fueron similares con
todos los tratamientos y en la cohorte de la planta 2 fueron parecidos con semillas control y con
semillas expuestas a 90°C/ 10 min.

Se detecté también una gran variabilidad intrapoblacional en los porcentajes finales de
emergencia de plantulas para un mismo tratamiento entre las diferentes cohortes de semillas. Asi,
con semillas control estos valores oscilaron entre el 26,0% (planta 8) y el 67,7% (planta 7), con el
tratamiento 90°C/10 min entre el 45,7% (planta 6) y el 78,3% (planta 9), y con semillas expuestas a
120°C/5 min, entre el 26,3% (planta 1) y el 82,7% (planta 7).
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Figura 1. Emergencia acumulada de plantulas de Adenocarpus argyrophyllus durante 5 afnos a partir de cohortes de

semillas procedentes de 10 plantas. Previamente a la siembra, las semillas fueron sometidas a tres tratamientos

distintos: control, 90°C durante 10 minutos y 120°C durante 5 minutos.
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Tabla 1. Valores medios y errores estandar (E.S.) de los porcentajes de emergencia obtenidos a partir de las 10 cohortes
de semillas de Adenocarpus argyrophyllus estudiadas. Se muestran los valores acumulados en cada uno de los recuentos
realizados. Las dos Ultimas columnas indican los porcentajes de semillas no emergidas, diferenciando entre viables e
inviables. Para cada fecha de recuento, valores de emergencia acumulada con letras distintas denotan diferencias
significativas.

Semillas no

Semillas emergidas (%) emergidas (%)

dic- jun- dic- jun- dic- jun- dic- jun- dic- jun- dic-

13 14 14 15 15 16 16 17 17 18 g Viables [Inviables

Tratamiento

Media 0.02 1.3 4.02 9.92 23.62 30.12 39.42 42.92 45,92 49.62 51.82 21.8a 26.4v

Control

00 02 08 23 27 36 39 43 41 43 43 2.9 1.9
90°C/ Media 4.2 16.9» 24.8> 31.2b 39.8° 44.3¢c 49.8b 53.0° 55.8> 57.8° 60.0b 17.53 22.4a
10min Eg, 04 28 25 26 37 37 36 37 40 3.7 35 2.3 1.5
120°C/ Media 4.5° 17.8> 25.7° 30.4° 34.6° 37.2° 41.02 43.52 44.92 46.0° 47.82  23.4° 28.8b
5min  ES, 04 22 34 42 44 47 55 b7 b8 b7 57 3.2 2.9
5. Discusion

Este estudio pone de manifiesto que en las semillas recién dispersadas que han sido
expuestas a un choque térmico y permanecen enterradas en el suelo, cuando ha transcurrido cierto
tiempo (=8 meses), suele ser estimulada la emergencia de plantulas en comparacién con las
semillas control (Figura 1). Estos resultados sugieren que durante los tratamientos térmicos las
semillas podrian experimentar una debilitacion de alguna zona de su cubierta, lo que facilitaria su
fractura o degradacion por factores ambientales, como se ha comprobado en otras especies
(CHRISTENSEN & KLIMBER, 1975). También se sabe que el calor himedo (incubacién bajo
condiciones de humedad y temperatura calida entre 25 y 40°C) actda como un importante
mecanismo, aunque lento, de superacion de la latencia fisica, como se comprobd con semillas
enterradas a 2 cm de la leguminosa arb6rea Parkinsonia aculeata L. (VAN KLINKEN et al., 2008). En
el umbraculo utilizado para este estudio, la temperatura media de las maximas durante los meses
de julio y agosto oscil6 entre 32-33°C, por lo que el calor himedo ha podido tener influencia en la
superacion de la latencia y contribuir a la abundante emergencia de plantulas registrada en otono.

Un porcentaje considerable de semillas rescatadas 5 afos después de su siembra eran
todavia viables (22% de semillas control, 18% de semillas expuestas a 90°C/10 min y 23% de
semillas expuestas a 120°C/5 min), lo que apunta a la capacidad de esta especie para formar
bancos edaficos de semillas de caracter persistente, que seria ademas de larga duracién al tener
una longevidad > 5 anos (BAKKER et al., 1996).

Los bancos edaficos de semillas persistentes son importantes para asegurar la viabilidad de
las poblaciones, particularmente en ecosistemas sujetos a regimenes de perturbaciones periédicas
o aleatorias, bajo condiciones ambientales duras (FENNER & THOMPSON, 2005), como ocurre en
gran parte de la region mediterranea de la peninsula Ibérica, con pronunciada continentalidad,
periodos de sequia y frecuencia de incendios forestales (FERRANDIS et al., 1999). En estas regiones
propensas a incendios, la exposicion continuada al fuego ha seleccionado adaptaciones que
permiten a las plantas persistir, entre ellas la dureza de sus semillas que proporciona proteccion al
embridn y una germinacioén inducida por el calor, favoreciéndose la formacion de bancos edaficos de
semillas persistentes (WHELAN, 1986; THANOS et al.,, 1992). Andlisis recientes de viabilidad
poblacional han comprobado el importante papel de los bancos edaficos de semillas para la
persistencia a largo plazo de poblaciones de especies perennes, como por ejemplo Helianthemum
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polygonoides Peinado, Mart. Parras Alcaraz & Espuelas, una especie Ier"]osa del sureste de Espana
en peligro critico cuyas semillas también presentan latencia fisica (MARTINEZ-DURO et al., 2010).

La respuesta de las diferentes cohortes de semillas a la escarificacion con calor seco presentd
una gran variabilidad intrapoblacional, con algunas cohortes en las que la mayor emergencia de
plantulas fue estimulada tras 90°C/10 min, otras tras 120°C/5 min, e incluso una cohorte (planta 6)
en la que la mayor emergencia tuvo lugar con las semillas control. Se sabe que durante los
incendios forestales las temperaturas alcanzadas en el suelo no son uniformes ni en el espacio ni
en el tiempo, debido al microrelieve del suelo, la presencia de grandes piedras y afloramientos
rocosos, y la desigual distribucion tanto de la biomasa acumulada en él como la correspondiente a
las plantas en pie (TRABAUD & OUSTRIC, 1989). Por tanto, el rango de temperaturas registradas
durante los incendios forestales en los horizontes edaficos puede variar ampliamente de unos
puntos a otros (TARREGA et al., 1992). Cuando se produce un incendio, la presencia de semillas
procedentes de diferentes plantas con distintas respuestas a un estimulo térmico, facilita que
siempre haya un relativamente elevado ndmero de semillas con cubiertas duras que hayan
superado su latencia fisica, con independencia de la intensidad y la duracion del fuego (THANOS &
GEORGHIOU, 1988). De esta forma, la variabilidad intrapoblacional detectada en el presente estudio
tiene gran valor adaptativo.

El modelo germinativo y de emergencia de plantulas detectado en este estudio para
Adenocarpus argyrophyllus, podria estar presente también en otras leguminosas lenosas
mediterraneas como Teline patens (DC.) Talavera & P.E. Gibbs, cuyas semillas tienen escasa
estimulacion de la germinacién a corto plazo por choque térmico, por lo que se requeririan estudios
a mas largo plazo con objeto de evaluar el verdadero efecto de esta escarificacién térmica en el
reclutamiento de plantulas.

6. Conclusiones

La variabilidad intrapoblacional detectada en la respuesta a los tratamientos térmicos pre-
siembra aplicados a semillas de Adenocarpus argyrophyllus, podria tener valor adaptativo para
facilitar su regeneracion post-incendio ya que, independientemente de la temperatura alcanzada en
un punto concreto de la superficie forestal recorrida por el fuego, siempre habra en dicho punto
semillas de la especie cuya germinacion sea estimulada por dicha temperatura.
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