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RESUMEN: Se comentan las diferentes acciones que en materia de conservacion
activa ex situ se han desarrollado con Boerhavia repens L. subsp. repens (Nyctaginaceae),
especie de gran valor conservacionista y cuya Gnica poblacidn europea se encuentran en el
término alicantino de Teulada. Se aportan datos sobre el método de produccion y
elaboracién de una coleccion viva ex situ, ensayos de germinacion realizados y datos sobre
las accesiones creadas y conservadas en diferentes bancos de germoplasma de la red de
Bancos de Semillas del Mediterraneo (GENMEDA). En el estudio del comportamiento
germinativo a diferentes condiciones de ensayo se observan grandes diferencias entre
tratamientos, mostrandose como las més efectivas una temperatura constante de ensayo a
25°C seguida de 20°C, ambos ensayos bajo un fotoperiodo de 12/12h. luz/oscuridad.
Palabras clave: Boerhavia repens, germinacion, Teulada, Alicante, Red GENMEDA

SUMARY: This paper shows different activities about active ex situ conservation
which have been developed with Boerhavia repens L. subsp. repens (Nyctaginaceae), a
high conservation value species whose single European population is located in Teulada,
Alicante (Spain). Thus it furnishes data about production and elaboration of ex situ live
plant collection methods, germination tests and all accesions set and kept up in several
germoplasm banks of Meditettanean Seed Bank Network (GENMEDA). Specifically,
germinative behaviour of this taxa under different test conditions reveals high differences
between treatments, being 25°C followed by 20°C, both with a photoperiod of 12 hours
light/dark, the most effective. Key words: Boerhavia repens, germination, Teulada,
Alicante province, GENMEDA network.

INTRODUCCION

Dentro del estudio de la biologia de la
conservacién de especies vegetales, las
técnicas de conservacion ex situ permiten
el mantenimiento y preservacion de taxo-
nes fuera del héabitat natural donde viven
(GIVEN, 1994). En el desarrollo de este
tipo de actividades, el trabajo con material
genético de reproduccion en forma de in-
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dividuos, frutos, semillas, propagulos, es-
quejes, tejidos, polen, etc., mediante dife-
rentes técnicas y practicas juega un papel
esencial al garantizar la supervivencia de
las especies a medio y largo plazo (HER-
NANDEZ BERMEJO & al., 1990). En
particular, el estudio de la germinacion de
las especies se ha revelado como una de
las facetas fundamentales para asegurar su
conservacion (BANARES, 1994; BANA-
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RES & al., 2001).

Las estrategias de conservacion ex situ
que pueden ser aplicadas para la protec-
cién de la biodiversidad son de muy di-
versos tipos. Entre todas ellas, el trabajo
con semillas como unidad de conserva-
cion de los recursos genéticos vegetales,
junto con el desarrollo de colecciones vi-
vas de plantas silvestres en condiciones
controladas, con técnicas de cultivo parti-
cularizadas, representan dos ejemplos am-
pliamente utilizados por parte de las ad-
ministraciones, Jardines Bot&nicos y otras
instituciones dedicadas al estudio de la
conservacion vegetal (cf. THOMPSON,
1970; GOMEZ-CAMPO, 1979; SUN-
DERLAND & al., 2002). La combinacion
de estos trabajos contribuye sin duda al
incremento de las opciones futuras de
mantenimiento de las especies de mayor
interés en sus condiciones naturales (cf.
FALK, 1990).

En este sentido, siguiendo este esque-
ma de trabajo, actualmente en el Centro
para la Investigacion y Experimentacion
Forestal (CIEF) de la Generalitat Valen-
ciana, el Servicio de Conservacion de la
Biodiversidad de la Conselleria de Medio
Ambiente, Agua, Urbanismo y Vivienda
junto con el Banco de Semillas Forestales
de la Generalitat Valenciana, trabajan en
una de sus lineas de investigacion y expe-
rimentacion, con materiales de conserva-
cién vegetal bajo modelos integrados de
un gran nimero de especies de alto interés
conservacionista, fundamentalmente so-
bre flora amenazada, rara y/o endémica de
la Comunidad Valenciana. Sobre este
elenco de especies se desarrollan planes
de conservacion desde una perspectiva
global, elaborando estrategias exhaustivas
y particularizadas para cada taxon, que
abarcan desde la aplicacion de técnicas de
conservaciéon ex situ, hasta el disefio y
elaboracion de acciones de trabajo in situ
(busqueda y rastreo de poblaciones, cons-
tatacion de localidades, censos poblacio-
nales, trabajos de restitucion, etc.).
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Durante los ultimos afios, el incremen-
to de la informacién sobre la flora singu-
lar valenciana (MATEO & CRESPO,
2003; SERRA & al., 2000) y su estado de
conservacion a nivel comunitario (LAGU-
NA & al., 1998) ha permitido la aplica-
cidn efectiva de criterios de prioridad para
la seleccion de taxones que deben ser in-
cluidos en diferentes planes y estrategias
de conservacién. Entre los criterios de
seleccion utilizados y mas aceptados a
nivel mundial (BGCS, 1989; WYSE-
JACKSON & SUTHERLAND, 2000) se
reconoce como de mayor preferencia a las
especies catalogadas como amenazadas,
con atencién particular para aquellas que
ademas cumplen la condicion de endémi-
cas, 0 por corresponder a plantas relicti-
cas con un elevadisimo grado de aisla-
miento respecto de sus poblaciones mas
cercanas (p.ej., poblaciones Unicas para
Europa o para el Mediterraneo Occiden-
tal). A éstas le siguen las especies con
cierto grado de rareza, de interés cientifi-
co especial, las que desarrollan funciones
especificas en los ecosistemas (p.ej. facili-
tadoras), especies clave, estructurales, de
importancia econémica o las denominadas
especies bandera, estratégicas por repre-
sentar valores especiales para el desarro-
llo de una conciencia conservacionista.
Atendiendo al primer criterio de selec-
cion, una de las especies objeto de estudio
por parte de este equipo de trabajo es Bo-
erhavia repens L., nictaginacea con repre-
sentacion en la flora valenciana tan so6lo a
través de una Unica poblacion situada en
el cuadrante nororiental de la provincia de
Alicante.

Esta interesante especie se distribuye
de manera natural preferentemente por la
zona Paleotemplada del continente africa-
no y asiatico (desde Marruecos y el Saha-
ra, hasta Egipto y Palestina) Ilegando a al-
canzar de forma muy puntual territorio
europeo (Sicilia y SE de Espafia). Para la
flora peninsular ibérica, fue dada a cono-
cer por primera vez tras su localizacion en
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el término alicantino de Teulada (SOLER,
1995) y hasta el momento ésta es la Unica
poblacién que se conoce a nivel nacional
y con alta probabilidad también a nivel
europeo, segun determinadas interpreta-
ciones taxonomicas (cf. GREUTER & al.,
1989), que darian valor a la independen-
cia taxonémica de las poblaciones sicilia-
nas, como B. repens subsp. viscosa (Choi-
sy) Maire. Este Gltimo taxon es objeto de
cierta controversia, ya que algunos auto-
res lo sinonimizan a la especie pantropical
B. coccinea Mill. var. coccinea (LE-
BRUN & STORK, 1991-1997), que pare-
ce ser considerada como autéctona tanto
de Africa Tropical como de Centroaméri-
ca (v. SPELLENBERG, 2001); asimismo,
el material siciliano ha sido interpretado
tradicionalmente como aléctono, a dife-
rencia del alicantino (v. SOLER, 1995).
El descubrimiento de la Unica poblacion
espafiola es posterior a la revision de las
Nyctaginaceas en Flora lberica (G. LO-
PEZ, 1990), tampoco ha sido incluida
hasta ahora en las Claves de Flora Iberica
(ALVAREZ FERNANDEZ, 2001).

En la localidad alicantina, B. repens
convive con otras especies de caracter
marcadamente xerotermdfilo presentes en
ambientes muy aridos y con distribucion
norteafricana, como por ejemplo Commi-
carpus africanus (Lour.) Day, preferen-
temente dentro de comunidades saxicolas
del sintaxén Teucrion buxifolii Rivas
Goday 1956 [Asplenietea trichomanis
(Br.-Bl. in Meier & Br.-Bl. 1934) Ober-
dorfer 1977]; B. repens y C. africanus son
precisamente los Unicos dos representan-
tes europeos autéctonos de la familia Nyc-
taginaceae. El comportamiento auto y si-
necoldgico de estas dos plantas en este
emplazamiento, instaladas en las repisas
de un roquedo calcareo muy expuesto y
soleado, parece reproducir las pautas se-
guidas en otros territorios geograficamen-
te préximos, tal y como ha sido indicado
por SOLER (1995), argumento que cues-

tiona la hipdtesis que clasifica a estos ta-
Xones como componentes aléctonos para
la flora ibérica, defendido en un principio
por varios autores (cf. ESTEVE, 1959;
BOLOS & al., 2005).

Desde el punto de vista de su estado
de conservacion a nivel nacional, fue in-
cluida dentro de la Lista Roja de Flora
Vascular Espafiola, catalogada en un pri-
mer momento como En Peligro Critico
(CR) segun los criterios UICN (1994) B1
+2c¢, debido fundamentalmente a la redu-
cida area de distribucién de ocupa la Uni-
ca poblacién existente en territorio nacio-
nal (VV.AA., 2000). Posteriormente, y
con la elaboracion del Atlas de Flora
Amenazada de Espafia (BANARES & al.,
2003), la reevaluacion de esta especie
(CRESPO, 2003) matiz6 los criterios den-
tro de la misma categoria de amenaza CR
(Blab(iii) + 2ab(iii); D), utilizando los
criterios renovados de UICN (2001). El
ntmero de ejemplares de la poblacion ibé-
rica es extremadamente reducido, estima-
do inicialmente entorno a 30 (SOLER,
1995) y ampliado tras un rastreo mas ex-
haustivo hasta 51 (CRESPO, 2003), aun-
gue de nuestras observaciones de campo
se desprende que el nimero de ejemplares
adulto que regularmente se reproducen, o
que por su tamafio y situacién tienen méas
asegurada su supervivencia a largo plazo,
seria muy inferior.

Conforme a los datos de CRESPO
(2003) y SERRA (2005), la evaluacion de
los factores que ocasionan mayor riesgo
son los debidos al efecto del ramoneo por
parte del ganado y la actividad minera de
las cercanas canteras de piedra, estos dos
casos de antropizacién suponen una gran
amenaza para el habitat y la supervivencia
del escaso nimero de individuos que
componen la poblacién.

A la vista de estos datos, ha sido nece-
cesario el disefio de un plan de conserva-
cion que integrara diferentes medidas ur-
gentes para el mantenimiento de este ex-
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clusivo material genético, tanto de manera
in situ, como ex situ. En el presente arti-
culo se comentan algunos aspectos rela-
cionados con las actividades llevadas a
cabo por el equipo de Biodiversidad de la
Conselleria de Medio Ambiente y el CIEF
en materia de conservacion ex situ. Entre
estas acciones destacan los estudios sobre
el comportamiento germinativo y la meto-
dologia de produccion para la creacion
tanto de una coleccién viva en vivero co-
mo de planta para posteriores trabajos en
campo. Se ha tratado al mismo tiempo di-
versos aspectos relacionados con la con-
servacion de las semillas a medio y largo
plazo y la supervivencia de las plantas en
los primeros estadios de produccion.

MATERIAL Y METODOS

En la recoleccidn de las semillas se ha
seguido los protocolos adoptados en el
ambito del proyecto GENMEDOC, desa-
rrollado entre 2004 y 2006 (www. genme-
doc.org), segin lo establecido por BAC-
CHETTA & al.,, (2006), recolectando
siempre durante el periodo comprendido
entre la maduracion y la diseminacién de
las didsporas. En un primer momento, los
frutos recolectados de la poblacion natural
fueron transportados y conservados en
bolsas de papel transpirable hasta su lim-
pieza dentro de la cémara de deshi-
dratacién, donde también permanecieron
una vez limpios junto con gel de silice,
hasta alcanzar el contenido interno de hu-
medad adecuada para su conservacién a
medio y largo plazo a bajas temperaturas
(ROBERTS, 1973; ELLIS & al., 1989;
ELLIS & ROBERTS, 1980; GOMEZ-
CAMPO, 1985a, 1987, 2006; HONG &
al., 1996: PROBERT, 2003). Las semillas
recolectadas se han ido destinando a los
test de germinacion y a su almacena-
miento como banco de germoplasma, en
tanto las plantulas obtenidas han servido
para generar una coleccion de planta viva;
dado que las actividades concretas segui-
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das en este Gltimo caso se han ido modifi-
cando progresivamente a medida que se
avanzaba en la investigacion, se ha prefe-
rido detallar esta parte de la metodologia
en el apartado de ‘Coleccién viva para
cultivo ex situ’ del apartado de ‘Resulta-
dos’ de este articulo.

Para la realizacion de los diferentes
test de germinacion se cogieron aleatoria-
mente aquenios de las accesiones de par-
tida a estudiar, creadas a partir de los
frutos obtenidos de las plantas cultivadas
ex situ, se desinfectaron en un primer mo-
mento las muestras por inmersion con hi-
poclorito de sodio -NaClO- (dilucion al
1%) durante 1 hora, previniendo asi la po-
sible infeccion por hongos y evitar errores
inducidos en la viabilidad y germinabili-
dad final. Seguidamente los frutos fueron
lavados con abundante agua desionizada,
siendo éste asi el Ginico pretratamiento que
recibieron antes de su siembra. Las siem-
bras se realizaron en condiciones estériles
en una camara de flujo laminar (REAL
SBio-I1-A/B3), empleando placas de Petri
de 5,5 cm de didmetro, con dos laminas
circulares de papel de filtro Albet, hume-
decidas inicialmente con 2,5 ml de agua
destilada y selladas con parafilm. Por
cada lote se prepararon 4 placas-réplica
con 25 aquenios por placa (cf. PEREZ-
GARCIA & DURAN, 1989). Las placas
se introdujeron en cdmaras incubadoras
(MLR-350 de SANYO) programadas con
diferentes condiciones de cultivo; tempe-
raturas alternantes de 10/20°C, 15/20°C y
constantes de 25°C y 20°C, todas bajo
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad. El seguimiento de la germi-
nacion se realizé a intervalos de dos dias
durante los 30 que duraron los ensayos
(1.S.T.A., 1985). Con el fin de evitar el
posible estrés hidrico por desecacién, las
placas se humedecian hasta el punto de
saturacion cuando se apreciaba que el
papel de filtro se secaba. Como criterio de
germinacion se consider6 que una semilla
habia germinado cuando su radicula era
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superior a los 2 mm de longitud (cf.
I.S.T.A., 1985; PEREZ-GARCIA & DU-
RAN, 1989; SUSZKA & al., 1994), en
ese momento se retiraban de la placa para
su posterior cultivo.

Para evaluar el proceso de la germi-
nacién se han calculado varios parametros
altamente informativos y de gran utilidad
para el estudio del comportamiento ger-
minativo (cf. ISTA, 1985; BROWN &
MAYER, 1988; RANAL & GARCIA DE
SANTANA, 2006). Entre estos destacan
la capacidad germinativa C.G., o germi-
nabilidad, medida como el porcentaje fi-
nal de semillas que alcanzan la etapa de
germinacion respecto al total de la mues-
tra ensayada; el porcentaje maximo de
germinacién diaria (G. max.), el dia en
gue se ha alcanzado este porcentaje y la
velocidad de germinacion, calculada me-
diante el nimero de dias en el que se al-
canza el 50% de la germinacion total -Tso-
(BEWLEY & BLACK, 1994; COPE-
LAND & Mc.DONAL, 1995), este tltimo
pardmetro se obtiene mediante interpola-
cién lineal de los valores de germinacion
mas cercanos a la germinaciéon media, se-
gun la férmula: Tso = t; + [((N+1)/2 — n;) X
(t-ti) / (nj-n;)] donde N es el ndmero final
de semillas germinadas y, n; y n; los
nimeros de semillas germinadas para los
tiempos t; y tj, siendo n; < (N+1)/2 < n;
(COOLBEAR & al., 1980; THANOS &
DOUSSI, 1995). La representacion de los
valores acumulados de germinacion fre-
cuentemente presentan una forma sig-
moidea en la que el valor del parametro
Tso se sitla proximo al punto de inflexion
de la curva, momento de gran importancia
en el desarrollo del experimento (GEOR-
GHIOU & al., 1987). También se ha
calculado el indice de vigor Iv expresado
bajo la férmula general Iv =
(a/1+b/2+c/3...+z/n) x 100/s donde a, b,
C,... Z, €s el nimero de semillas germi-
nadas en el dia 1, 2, 3,..., n; n el ndmero
total de dias que dura el experimento y s

el nimero total de semillas sembradas
(JAIN & SAHA, 1971). Los valores de
este parametro que también cuantifica la
velocidad de germinacién pueden oscilar
entre 0 - 100, habiéndose acotado los si-
guientes valores: lv < 5, para velocidades
de germinacion lenta; 5 < Iv < 11.11 me-
diana; 11.11 < Iv < 33.33 ligera y Iv >
33.33 rapida (BRADBEER, 1988). Para la
caracterizacién morfoanatomica de las se-
millas se ha seguido el protocolo adop-
tado en el trabajo sobre Practicas de Ger-
minacion en los Bancos de Semillas de la
Red Genmedoc (ANONIMO, 2004-2006),
fundamentado en los trabajos de MAR-
TIN (1946), MARTIN & BERKLEY
(2000), STEARN (1992), WERKER
(1997) y BASKIN & BASKIN (2007) y
desarrollado dentro del proyecto trans-
nacional GENMEDOC por la red de Ban-
cos de Semillas del Mediterraneo (GEN-
MEDA). Los valores cuantitativos se mi-
dieron con un pie de rey digital DIN 866
con un error maximo de 0,02 mm.

La evaluacion de los pardmetros de
germinacién se realizé6 mediante el soft-
ware libre R 2.6.0. RC. EIl andlisis esta-
distico aplico a los datos el test de norma-
lidad de Shapiro-Wilk y el de homogenei-
dad de varianzas de Levene (v. SOKAL &
ROHLF, 1995). Posteriormente se realiz6
un analisis de la varianza de un factor
(ANOVA de una via) y una comparacion
maltiple entre los distintos niveles de
tratamiento utilizados, en este caso para
las cuatro condiciones de temperaturas di-
ferentes, mediante el test “pos hoc” de
Tukey. Los niveles de significacién esta-
distica se establecieron con un intervalo
de confianza del 95 % (p < 0.05).

RESULTADOS

Coleccion viva por cultivo ex situ

Los trabajos de creacion de una co-
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leccion viva de planta por cultivo ex situ
comenzaron durante el mes de mayo de
2005 con la recoleccion de los frutos.
Conforme a nuestras observaciones, los
frutos son aquenios recubiertos por un
antocarpo extremadamente glanduloso,
gue se adhiere con facilidad a otras super-
ficies (pelo de animales, piel humana,
tejidos, etc.) asegurando la dispersién
exozodcora; ademas, si son mojados, los
antocarpos se recubren de una gruesa capa
mucilaginosa, que los hace ain mas faci-
les de transportar; este comportamiento se
da igualmente en algunas especies nor-
teamericanas (v. DOUGLAS, 2007). En
este tiempo se recolectaron 42 aquenios
de tres individuos de la poblacidn original
de Teulada. Después de un proceso de
limpieza manual extrayendo el antocarpo,
tan sélo 14 frutos (33%) del total reco-
lectados resultaron no estar abortados o
con semillas defectuosas o malformadas.
Tras este primer cribado del material, se
realiz6 un estudio previo para evaluar el
estado de viabilidad de las semillas bajo
condiciones preliminares de ensayo a

15/20 °C 12/12, desinfectando previa-
mente el material con lejia durante 1h e
imbibiendolo en agua desionizada 24h.
Tras un periodo de 30 dias en placa, no se
observo germinacion alguna y las semillas
fueron retiradas y sembradas en un semi-
llero bajo condiciones ambientales de in-
vernadero, sobre un sustrato de turba y
coco (2:1).

Pasados 30 dias bajo estas condicio-
nes de siembra, se obtuvo germinacién y
emergencia de los cotiledones en un total
de 7 plantulas, el 50% de las semillas
sembradas inicialmente. Después de 30
dias de crecimiento, habiendo alcanzado
un tamafio entre 3 y 5 cm de altura apro-
ximadamente, las plantulas obtenidas fue-
ron repicadas a un contenedor de 650 cc
(75 x 77 x 180 mm) con un sustrato de
turba negra y arcilla (2:1), y posterior-
mente fueron trasladadas al exterior, a
temperatura y humedad ambiente. El cre-
cimiento de las plantas fue rapido, alcan-
zando una altura de 20 cm de media en un
periodo de 60 dias desde su siembra (Fi-
gura 2).

Figura 1. Plantulas de Boerhavia repens con 15 dias de edad. Barra; 5 mm.

Después de esta etapa, el crecimiento
vegetativo fue acompafiado con la pro-
duccién de flores y frutos durante el mes
de noviembre, pero posteriormente las
flores comenzaron a ennegrecerse y a
secarse, al tiempo que se detuvo el creci-
miento, no alcanzando la fructificacion. A
mediados del mes de diciembre las hojas
y ramas también comenzaron un proceso
de desecacion, hasta que todas las partes
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aéreas de la planta murieron, momento en
el cual se decidi¢ trasladar la planta de
nuevo al invernadero. La base del tallo se
mantuvo firme, y a principios de febrero
del siguiente afio las 7 plantas cultivadas
rebrotaron, pero el color de las hojas pre-
sentaba un tono mas amarillento que du-
rante la primera temporada, mostrando
también un crecimiento mas lento que en
el otofio anterior, llegando a alcanzar un
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tamafio de 50-60 cm aproximadamente.
En este momento fueron trasplantadas a
un contenedor de mayor volumen, 5.500
cc. (17x30 @ int.x h). Durante el mes de
abril comenzaron a desarrollar flores y
frutos hasta bien entrado el siguiente in-
vierno.

Figura 2. Planta obtenida en cultivo ex situ a
partir de semillas recolectadas de la poblacion
natural de Teulada (Alicante).

Accesiones y duplicado de germo-
plasma

A partir de las plantas madre manteni-
das en la coleccion viva, se ha recolectado

durante los primeros afios de cultivo gran
cantidad de semillas para su conservacion
a medio y largo plazo. Las semillas, una
vez limpias y separadas de impurezas,
fueron debidamente desecadas en una cé-
mara de deshidratacion y con la ayuda de
gel de silice con indicador violeta de me-
tilo y libre de cobalto, alcanzando conte-
nidos de humedad interna entorno al 3%.
Posteriormente, para la coleccién activa o
conservacién a corto plazo las muestras
fueron envasadas en frascos de vidrio &m-
bar de boca roscada de 30 ml. con tapa de
plastico a rosca PILFER, para la colec-
cion de base se envasaron en frascos her-
méticamente cerrados con capacidad de
10 ml. y con appertizacién con junta de
goma (cf. GOMEZ-CAMPO, 2002). Para
el caso de la coleccion activa en el que las
semillas son utilizadas para produccion y
trabajos experimentales, las accesiones se
conservan en cdmara fria a 4°C, mientras
que para la coleccion base permanecen a -
18°C (cf. 1.B.P.G.R., 1985; F.A.O./l.P.G.
R.l., Genebank Standards, 1994), ambos
lotes estan incluidos en la coleccion
‘AMENAZADA’ en el Banco de Semillas
Forestales del CIEF (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion de las accesiones de B.
repens conservadas en la coleccion de base y a
corto plazo en la coleccion AMENAZADA.

Peso | Aqu T

Accesion | Fecha @ |enios| ()

A23DB1 | VI-07 | 0,125 50 | -18

A23BB1 | XI-06 | 3,381 |1500| 4
A23B XI1-06 | 2,069 |2000| 4
A23B2 | XI-06 5 2200 | 4
A23B3 | XI-06 25 1100 | 4
A23C VII-06 | 11,038 | 4905 | 4
A23E IX-07 | 1,126 | 500 | 4

*Peso de 100 frutos = 0,225 g

Para la conservacion a largo plazo o
coleccion base, el lote esta constituido por
las accesiones A23BB1, y A23DB1, la
primera con semillas procedentes de plan-
ta madre cultivada ex situ y la segunda
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con semillas de la poblacién natural. El
lote conservado en la coleccién activa
contiene las accesiones A23B y AZ23E,
ambas con germoplasma procedente de
planta madre. Para incrementar la eficacia
y la garantia de la conservacién de este
germoplasma, se ha desarrollado un pro-
grama de duplicado de muestras con
varias instituciones dedicadas a la con-
servacion ex situ de material vegetal de
flora silvestre. Asi, se han incorporado
muestras en las colecciones del Banco de
Germoplasma del Institut Scientifique de
Rabat (ISR), el Banco de Germoplasma
del Jardin Botanico de la Universidad de
Valencia (BGJBUV) y el Banco de Ger-
moplasma de la Direccién General del
Medio Natural de la Region de Murcia
(BGDGMNM), dentro del marco de tra-
bajo desarrollado por la red GENMEDA.
En estos centros se han incluido las acce-
siones A23C (ISR); A23B2 (BGJBUV) y
A23B3 (BGDGMNM), todas con semillas
procedentes de las plantas madre (Tabla
1). La representacion del germoplasma de
esta poblacién como accesiones-réplica en
colecciones presentes en otros centros es
una estrategia de duplicacion que asegura
una preservacion ex situ del germoplama
mas efectiva, al tiempo que permite el
intercambio de metodologias y experien-
cias con otros bancos de semillas que
trabajan con flora silvestre singular
(www.genmedoc.org).

Caracterizacion y test de
germinacion

Para realizar los ensayos de germina-
cién se han utilizado las semillas recolec-
tadas de la primera produccion de las
plantas madre que se mantienen en vi-
vero. Con este material ha sido posible
realizar una primera caracterizacién mor-
foanatémica de las semillas de B. repens.
Los resultados obtenidos muestran un
tamafio medio de (2,72)-2,22 * 0,76-
(2,01) x (0,89)-0,76 + 0,11-(0,47) mm
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(n=30), de tipo endospermada o albumi-
nosa, con perispermo cristalino granular,
de contorno eliptico (3:1), seccidn circular
(1:1)* y color crema, sin estructuras ma-
cromorfoldgicas exteriores, con dos ban-
das ornamentales de color marrén-rojizo y
un embridén en disposicion periférica,
alargado, curvado y grande.

En los test de germinacion, se han
obtenido tres curvas sigmoideas para la
representacion de los valores acumulados
de germinacion diaria en condiciones de
25°C, 20°C y 15/20°C y un resultado nulo
para la condicion de germinacién ensa-
yada a 10/20°C. El intervalo de tiempo
entre la primera y la Gltima semilla ger-
minada es 16 dias bajo condiciones de
25°C y 22 dias a 20°C y 15/20°C, alcan-
zandose el punto maximo promedio de
germinacién en el segundo dia para el
primer caso, con un porcentaje medio de
germinacién maxima diaria (G. max.
diaria) del 52% vy en el cuarto dia para el
segundo y tercer caso, con G. max. diaria
de 17% y 4% respectivamente. El Gltimo
dia de germinacion se sitda en el décimo
octavo a 25°C, en el vigésimo cuarto a
20°C vy en el vigésimo sexto a 15/20°C
(Figura. 3).

El andlisis estadistico muestra que
existen diferencias significativas entre los
diferentes niveles de temperatura aplica-
dos a las semillas de B. repens en los
ensayos de germinacion (Foos 312 =
13.332; p < 0.001). El porcentaje prome-
dio de la capacidad germinativa para el
ensayo a 15/20°C fue del 8%, con un 92%
de inviabilidad. La aplicacion de las con-
diciones de temperatura constante de 25°C
elevd de manera significativa la germina
bilidad a un 73%, quedando rebajada a un
27% la inviabilidad, en condiciones de
20°C este porcentaje obtuvo el valor de
41% (Figura 4; Tabla 2). El resultado del
analisis ANOVA aplicado a la velocidad
de germinacién (Tsp) mostro diferencias
significativas entre los diferentes trata-
mientos  (Foos 312 = 3,775; p < 0.05),
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resultando menor a 25°C (Ts= 1,62) que
a 20°C (Ts= 9,11) y a 20/15°C (Tso=
11,26). El indice de vigor resulté dar una
velocidad de germinacion rapida (lv =
61,47) a 25°C, ligera (Iv=24,79) a 20°C y
lenta (Iv= 2,85) a 15/20°C, apareciendo
igualmente diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos aplicados (Fo,os
(3,12) = 5,373; p< 005) (Tabla 2)
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Figura 3. Curvas de germinacion de B. repens
a diferentes condiciones de ensayo (1: 25°C; 2:
20°C; 3: 15/20; 4: 10/20°C).

Figura 4. Capacidad germinativa de B.
repens a diferentes condiciones de ensayo
(1: 25°C; 2: 20°C; 3: 15/20; 4: 10/20°C).

Tabla 2. Comparacion maltiple mediante
el test de Tukey entre los diferentes tra-
tamientos en varios de los parametros
estudiados. (1: 25°C; 2: 20°C; 3: 15/20°C; 4:
10/20°C; C.G: Capacidad germinativa).

Compara p—valor (Sig.)
cion

tratamien C.G. Tso v
tos
1-2 0,115 0,537 | 0,925
1-3 0,001 | 0,081 | 0,044
1-4 0,001 | 0,990 | 0,034
2-3 0,101 0572 | 0,125
2-4 0,035 | 0,378 | 0,099
3-4 0,924 0,049" | 0,999

*La diferencia entre las medias es significativa
al nivel de 0,05.

DISCUSION

El bajo nimero de efectivos poblacio-
nales y las eminentes amenazas que sufre
la poblacion aqui analizada de Boerhavia
repens han motivado la prioridad de ac-
tuacion con esta especie a través de un
programa de conservacion integrada. Este
modelo incluye actuaciones in situ, como
la creacion de una poblacion de seguridad
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y técnicas ex situ, como la ya citada crea-
cién de una coleccion viva o la recolec-
cién de semillas para la creacién de acce-
siones y su ingreso en bancos de germo-
plasma.

La creacion de una coleccién viva, en-
tre otras cosas, permite el seguimiento y
estudio del comportamiento y desarrollo
de las plantas, al tiempo que abastece de
semilla para la produccién de planta y
creacién de accesiones, aungue lo optimo
sea, siempre y cuando sea posible, la re-
coleccién de semillas del medio natural a
partir de poblaciones silvestres. Estas co-
lecciones ex situ son de gran interés en
trabajos de conservacion integrada con
plantas silvestres amenazadas, particular-
mente cuando se trata de especies con
graves problemas de reclutamiento pobla-
cional y de supervivencia de las plantulas
en campo durante los primeros estadios de
vida, como es el caso de B. repens
(CRESPO, 2003). La obtencion de proto-
colos adecuados de produccion resulta
una herramienta de gran utilidad al pro-
porcionar una fuente de material de pro-
pagacion disponible para ser utilizada en
trabajos in situ, reduciendo asi la presion
sobre las poblaciones naturales.

En la fase de conservacién y almace-
namiento del germoplasma, los datos
aportados por los Gltimos estudios (GO-
MEZ-CAMPO, 2002; GOMEZ-CAMPO,
2006; PEREZ-GARCIA, 2007) revelan la
importancia de la ultradesecacion de las
semillas hasta valores por debajo del 3%
junto con la hermeticidad de los recipien-
tes como los dos pardmetros mas impor-
tantes para conservar la germinabilidad a
largo plazo. Esta informacion ha sido de
gran utilidad para establecer sublotes con-
servados a largo plazo a 4 °C (A23BB1) a
partir de lotes almacenados a -18°C en la
coleccion de base, esto ha supuesto au-
mentar la combinacion de modelos para la
conservacién del germoplasma de esta es-
pecie dentro de la coleccibn AMENA-
ZADA.
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El estudio del comportamiento germi-
nativo con B. repens ha permitido estable-
cer y perfeccionar el protocolo de germi-
naciéon éptimo que permita disponer de
planta en futuros trabajos. Al mismo tiem-
po, este tipo de datos (GOMEZ-CAMPO,
1985b; HERRANZ & al., 2002) cons-
tituye una fuente valiosa de informacién
para en el seguimiento de la viabilidad de
las semillas contenidas en las diferentes
accesiones incluidas en la coleccion
AMENAZADA. En el andlisis de los da-
tos de germinacion, la alta variabilidad
obtenida entre réplicas de un mismo en-
sayo evidencia cierto grado de heteroge-
neidad en las muestras estudiadas; esto
puede ser en parte explicado por el bajo
tamafio muestral utilizado, tanto de semi-
llas empleadas como de réplicas ensaya-
das. En este sentido, segln los criterios de
I.S.T.A. (1985) para una alta fiabilidad ya
representatividad de los datos se reco-
mienda el estudio de 400 semillas, es de-
cir, cuatro réplicas de 100 semillas cada
una. Este nimero resulta en determinadas
circunstancias demasiado elevado, sobre
todo cuando se trabaja con especies en-
démicas, raras o amenazadas, en el que en
muchas ocasiones hay serias limitaciones
en la recoleccion y obtencion de semilla.
Por este motivo, los ensayo con B. repens
han sido realizados con 25 semillas/placa,
tal y como se ha venido realizando en los
Ultimos afios en estudios precedentes con
flora endémica (i.e. AYERBE & CERE-
SUELA, 1982; PEREZ-GARCIA & DU-
RAN, 1989; MASELLI, & al., 1999). Los
pardmetros de germinacion evaluados
indican que las semillas ensayadas a tem-
peraturas elevadas y constantes germinan
rapidamente, alcanzando su maxima ca-
pacidad germinativa tras la primera se-
mana 0 semana y media de ensayo pre-
sentando un periodo de latencia inferior a
cuatro dias. Por el contrario, los ensayos
estudiados a temperaturas alternantes han
dado como resultado un segundo tipo de
curva, produciéndose la germinacion de
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forma lenta y escalonada. Bajo estas con-
diciones se ha alcanzado un bajo nimero
de semillas germinadas y una tasa de ger-
minacion muy lenta. Este bajo porcentaje
en la germinabilidad puede ser debido a
gue las condiciones de ensayo aplicadas
no son las adecuadas para conseguir una
plena germinacién, pero también es nece-
sario considerar que un periodo de 30 dias
de incubacion puede ser insuficiente para
alcanzar el maximo porcentaje de germi-
nacion.

La germinacién de las Nyctagina-
ceas, y en particular del grupo morfolé-
gico al que pertenece Boerhavia, parece
ser muy variable, apareciendo tanto casos
de especies con bajas tasas germinativas
(v. HALVORSON & GUERTIN, 2003,
para B. coccinea) como de plantas que
germinan con relativa facilidad (v. NI-
CHOLS, 2005, para todas las especies de
Boerhavia y Commicarpus en Sudéfrica).
En consecuencia, el comportamiento de
B. repens subsp. repens no puede dedu-
cirse facilmente de los datos de otros con-
géneres, aconsejando que se profundice
en su estudio pormenorizado.

A partir de todos estos datos, la gran
rareza y el alto grado de amenaza de B.
repens aconsejaron desde un primer mo-
mento una adecuada inversion para asegu-
rar su preservacion en el tiempo (CRES-
PO, 2003). Al igual que ocurre con otras
muchas especies en el territorio valencia-
no, para esta especie existe un vacio legal
para su conservacion, no habiéndose re-
gistrado hasta la fecha en ninguna figura
de proteccion (DEVESA & ORTEGA,
2004) ni tampoco figurando su poblacion
dentro de ninguna area natural protegida
(cf. LAGUNA & al., 2004). Frente a esta
falta de acciones de conservacion pasiva,
ha sido necesario el trabajo desde la pers-
pectiva activa y el disefio de una estra-
tegia de actuacién integral, ain siendo
conscientes de la importancia relativa que
tienen este tipo de trabajos en los que se

trata la conservacion de localidades dis-
yuntas o marginales de especies con gran-
des areas de distribucién, frente a aquellos
otros dedicados a taxones seleccionados
en respuesta a la primacia del factor
endemicidad (cf. HARTLEY & KUNIN,
2003; KELLER & BOLLMANN, 2004).
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