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Implicaciones de la viabilidad y germinacion
de semillas en la conservacion de
Aster pyrenaeus Desf. ex DC. (Asteraceae)
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ABSTRACT

Implications of viability and germination on the conservation of Aster pyrenaeus Desf. ex
DC. (Asteraceae)

In this study we analyze the importance of seed germinability in the conservation of Aster
pyrenaeus, a high priority species of Spain and France. In 2009 we collected fresh seeds in Bulnes
(Cordillera Cantabrica) and performed germination tests in conditions of light (photoperiod 12/12
h, constant temperatures of 15, 20, 25 and 30 °C, alternate temperatures of 25/15 °C) and darkness
(20 and 25/15 °C). The optimal conditions for germination were then used to analyze the effect
of cold stratification (4 weeks at 5 °C). The seeds germinated better in light than in darkness,
with a maximum germination rate (> 95%) at 20 °C after both fresh and stratified treatments.
In optimal conditions, stratified seeds showed not significant differences with regard to the fresh
seeds. The high rates of contaminated seeds during germination and their limited viability suggest
the need for a higher effort in refining seed collection and conservation in germplasm banks.
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RESUMEN

En este trabajo se analiza la importancia de la germinabilidad de semillas en la conservacion
de Aster pyrenaeus, especie prioritaria en Espafia y Francia. En el afo 2009 recolectamos frutos
frescos en la poblacion de Bulnes (Cordillera Cantabrica), realizando pruebas de germinacién
en condiciones de luz (fotoperiodo 12/12 h a temperaturas constantes a 15, 20, 25 y 30 °C y a
temperatura alterna a 25/15 °C) y de oscuridad (a 20 y 25/15 °C). Las condiciones éptimas de
germinacion se utilizaron para analizar el efecto de una estratificacién fria (4 semanas a 5 °C).
Los frutos germinaron mejor en luz que en oscuridad, con altas tasas de germinacion (> 95%)
a 20 °C, tanto en frutos frescos como estratificados. En condiciones 6ptimas, los frutos sometidos
a estratificacion no mostraron diferencias significativas respecto a los frescos. Las elevadas tasas
de frutos contaminados durante las pruebas de germinacion y su reducida viabilidad sugieren
la necesidad de un mayor esfuerzo para mejorar la recoleccion de éstos y su conservacion en
bancos de germoplasma.
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Introduccion

Aster pyrenaeus, la estrella de los Pirineos, es una planta endémica de los Pirineos
franceses y de la Cordillera Cantabrica, de especial interés para la conservaciéon
en Espafna y Francia. Es una planta herbacea perenne con tallos de hasta 90
cm, que se encuentra habitualmente en orlas de bosque, a altitudes entre 300 y
900 metros. Su desarrollo comienza en mayo y la floraciéon ocurre entre agosto y
septiembre. Cada pie florido produce entre 3 y 6 capitulos terminales de 5 cm de
diametro que pueden presentarse solitarios o en grupos. El fruto, que se desarrolla
entre septiembre y octubre, es una cipsela rematada en vilano de pelos desiguales.

En Espana, A. pyrenaeus se considera amenazada bajo la categoria Vulnerable
en la Lista Roja de la Flora Vascular Espanola (Moreno 2008). Las principales
amenazas sobre la especie se basan en la alteracion y desaparicion de su
habitat (Jiménez-Alfaro et al. 2004) por lo que las estrategias de conservacion
de la especie incluyen la preservaciéon de sus semillas (en realidad, del fruto
completo) en bancos de germoplasma. La principal ventaja de la conservacion
ex situ es que el material recolectado durante varios anos puede ser utilizado
en el futuro para su reintroduccion en el habitat natural, el analisis sobre la
biologia de la especie u otras actividades relacionadas (Guerrant et al. 2004).
Para ello es necesario evaluar la germinabilidad (sensu Black et al. 2008) de los
frutos recolectados y su capacidad para conservarlos a largo plazo.

El principal objetivo de este trabajo es caracterizar el potencial germinati-
vo de la principal poblacién cantabrica de A. pyrenaeus. Para ello analizamos
la germinabilidad de sus semillas en funcién de (i) su respuesta a diferentes
temperaturas, (ii) presencia/ausencia de luz, y (iii) resistencia a un periodo de
alta humedad y frio.

Material y métodos

RECOLECCION

Se utilizaron frutos recolectados en el ano 2009 en la principal poblacién de
A. pyrenaeus de la Cordillera Cantabrica (Bulnes, Espana), durante el momento
de maxima fructificacion, y realizando un muestreo regular a lo largo del area
de ocupacién de la poblacién (recogiendo un dnico capitulo por individuo). En
el mismo dia de recoleccidn, los frutos se llevaron al laboratorio, donde fueron
sometidos a un proceso de postmaduracién durante los 15 dias siguientes, en un
lugar aireado y relativamente seco (25 °C, 30% de humedad relativa). Posterior-
mente se limpiaron eliminando restos vegetales y otras impurezas, y se some-
tieron a un proceso de desecado a 15% HR en una camara estanca. Una parte
de los frutos se utilizaron para realizar los ensayos de germinacién, mientras
que el resto se almacenaron en tubos de ensayo con gel de silice 3% HR) y a
una temperatura de -13 °C, con el fin de conservarlos durante un largo tiempo.



CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Los frutos se clasificaron en tres grupos morfolégicos (fig. 1): (i) frutos de
mayor tamano y oscuros, obovoides ligeramente comprimidos, eran rigidos, y
parecian contener cada uno una semilla con embrion viable; (ii) frutos de mayor
tamano (tamafio semejante al anterior grupo), y con caracteristicas similares a
los anteriores pero que presentaban una coloracién clara; (iii) frutos de menor
tamano, cilindricos/subcilindricos, algo comprimidos, pudiendo plegarse facil-
mente y que se consideraron claramente no viables por la ausencia de embrion
o endospermo en su semilla. Esta clasificaciéon coincide con las observaciones
de Garcia (2004) en la caracterizacion de frutos procedentes de las poblaciones
francesas de la especie.

Ficura 1. Caracterizacién morfoldgi-
ca de los frutos de Aster pyrenaeus:
tamano normal y color oscuro (1),
tamano normal y color claro (2),
pequefia y no viable (3).

PRUEBAS DE GERMINACION

Los frutos se sembraron en placas de Petri (90 mm de didametro) con medio
que contenia agar 1% (p/v) en agua destilada. Siempre se utilizaron 4 placas a
modo de réplica con 25 frutos cada una, y se sellaron con parafilm para evitar
contaminacién externa y desecacion. Antes de cada siembra, las frutos se su-
mergieron en hipoclorito de sodio (40 g/L cloro activo) a una concentracién del
20% durante 5 minutos para evitar el rapido crecimiento de hongos, ya que la
especie tiene alta susceptibilidad a este tipo de contaminacién. Una vez lavados
con agua destilada y sembrados en placas, se revisaba la germinacién de sus
propias semillas tres veces a la semana (lunes, miércoles y viernes), eliminando
aquellas que habian germinado. Se consideré como criterio de germinacion la
emergencia de una radicula > 1 mm. La germinacién en todos los ensayos se
realizaba en camaras para tal fin programadas con un fotoperiodo de 12 horas
de luz y 12 de oscuridad, y una radiacion aproximada de 40 micromoles-m?s!. Se
consideraba finalizado el ensayo una semana después de la ultima germinacién.
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En ese momento se realizaba la prueba de corte, que consistia en cortar con
un escalpelo los frutos que quedaban sin germinar en la placa para observar
el estado de la semilla de cada uno de ellos. Las semillas se clasificaban como
normal, contaminada o vacia (Gosling et al. 2003). A partir de estos datos, se
corregia el dato de germinaciéon respecto a la viabilidad (Germinacién total =
Germinadas / Germinadas + Normales). De este modo, semillas Germinadas +
Normales se consideraron como Viables, mientras que las semillas Contaminadas
y Vacias tras la prueba de corte se consideraron No Viables.

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE DATOS

Mediante una prueba ANOVA se evalué la existencia de diferencias signifi-
cativas en la longitud y anchura de los grupos morfolégicos definidos, tomando
para ello una muestra aleatoria de 10 frutos de cada grupo a modo de réplica.

Se evalué la respuesta germinativa en condiciones de luz (fotoperiodo 12/12h
a temperaturas constantes de 15, 20, 25 y 30 °C y temperatura alterna de 25/15
°C), y oscuridad (20 y 25/15 °C). Ademas, se analizé el efecto de una estratificacion
fria y humeda (4 semanas a 5 °C previo al ensayo de germinacion).

Para determinar si las diferencias entre los diferentes tratamientos eran es-
tadisticamente significativas, se ajustaron modelos lineales generalizados (GLM)
con distribucién de error binomial y la funcién de enlace logit. Para ello, los
tratamientos experimentales actuaban como predictores y el numero de frutos
germinados en cada tratamiento como variable respuesta.

Resultados

Los tres grupos morfolégicos presentaron diferencias significativas en cuanto a
su longitud y anchura (ANOVA; p < 0,05). El grupo mas numeroso fue el de frutos
de menor tamafno y no viables (44,01%), seguido del grupo de frutos de mayor
tamano y oscuros (33,39%) y del de frutos de mayor tamafio y claros (22,60%). En
cuanto a su capacidad germinativa, se observé una enorme diferencia entre las de
mayor tamano y las mas pequenas (tabla 1). Dentro del grupo de las semillas de
tamano normal la germinacién fue semejante (p = 0,698), pero resultaron signifi-
cativamente mas viables el grupo de semillas oscuras que el de claras (p = 0,020).

TasrAa 1. Datos de germinacién y viabilidad para las tres morfologias de las semillas de
A. pyrenaeus.

. . G inacid
Morfologia Viables Contaminadas Vacias Jerminacion
Total
Normal y oscura 36+4 533 11+5 96 + 4
Normal y clara 21+3 423 374 96 +4

Pequefia 0x0 1=1 99 %1 0x0
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Los frutos germinaron mejor en condiciones de luz que en oscuridad (fig.
2a) para las dos temperaturas testadas. La temperatura 6ptima de germinacion
fue de 20 °C (fig. 2b), mostrando diferencias significativas respecto al resto de
temperaturas (p < 0,001) excepto a 25/15 °C (p = 0,196). El nimero medio de
frutos no viables fue del 44,4%, de las cuales un 25,7% se identificaron como

frutos contaminados y un 18,7% como vacios.

La estratificacion fria aumenté la velocidad de germinaciéon tanto a 20 °C
(fig. 3) como a 15 °C. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas
en la viabilidad de los frutos en ambos tratamientos (p = 0,5711 para 20 °C; p

= 0,392 para 15 °C).
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Ficura 2. Resultados en germinacion de Aster pyrenaeus para comparar la respuesta a los
tratamientos de luz y oscuridad (a), y la respuestas a las temperaturas constantes 30, 25, 20 y
15 °C y a la temperatura alterna 25/15°C (b).
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Ficura 3. Resultados de germinacién de semillas de Aster pyrenaeus frescas (linea continua) y

estratificadas (linea discontinua) a 20 °C; estas lineas representan la funcion logistica ajustada

por el modelo GLM. Los puntos cuadrados representan la germinacion media + SE de cuatro
placas para las semillas frescas, y los triangulares para las estratificadas.

Discusion

Los ensayos de germinacion realizados en la poblacién de Aster pyrenaeus
indican que las condiciones 6ptimas de germinaciéon requieren condiciones de
luz con fotoperiodo 12 horas de luz y 12 de oscuridad, a una temperatura media
de 20°C independientemente del termoperiodo. Estos requerimientos se aseme-
jan a las condiciones ambientales que los frutos encuentran en el momento de
su dispersion, lo que concuerda con el caracter oportunista de la especie. Sin
embargo, los estudios realizados en las poblaciones pirenaicas (Cambecédes &
Largier 2006) sugieren que las condiciones 6ptimas para su germinacién requieren
oscuridad y temperaturas mas bajas. Considerando que hay ciertas caracteristicas
ecolégicas de las poblaciones francesas y espafnolas que parecen diferenciar el
habitat natural de las mismas (Jiménez-Alfaro et al. 2005) es posible que estas
diferencias se deban a una adaptaciéon ecofisiolégica relacionada con la adap-
tacién local al habitat (Pérez-Garcia et al. 1995). Sin embargo, para confirmar
esta hipoétesis seria necesario realizar un estudio comparado de germinabilidad
en las poblaciones cantabricas y pirenaicas, considerando ademas una posible
relaciéon con la variabilidad genética de la especie.

Aunque en un inicio era esperable que el paso por una fase de alta humedad
afectase negativamente a la viabilidad de sus semillas, debido a la prolifera-
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cién de hongos, se comprob6 que un periodo de estratificacion fria y humeda
no afecta en absoluto a su viabilidad, acelerando notablemente la velocidad de
germinacion. A este efecto se suma un aumento de la ventana de germinaciéon
después de la estratificacion, como posible mecanismo que favorece la germi-
nacién en un rango de condiciones ambientales mas amplio. En condiciones
naturales, esta respuesta implicaria que una vez dispersados, los frutos que
no pudieron germinar durante el otofio lo harian en cualquier momento del
final del invierno o primavera, como respuesta esperable de una especie que
no forma bancos de semillas del suelo permanentes. Sin embargo, el elevado
numero de semillas reconocidas como no viables, junto con las elevadas tasas
de contaminaciéon en laboratorio, sugieren que el porcentaje de frutos finalmente
disponibles para el reclutamiento demografico de la poblacién es muy escaso.

En conclusién, los resultados de este estudio indican que los esfuerzos de
recoleccién y conservacion ex situ de frutos de A. pyrenaeus requieren de una
mayor dedicacién que la inicialmente esperada, considerando el reducido nu-
mero de frutos potencialmente tutiles para su utilizaciéon. Una vez recolectadas
y adecuadamente conservadas, la germinacion de las semillas no ofrece especial
dificultad, debido a la ausencia de cualquier tipo de dormicién.
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