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RESUMEN

DEVESa, J. A., T. Ruiz & G. Buzo (2000) Ensayos de germinacion en especics de Ononis
L. (Fabaceac) del SW de Espana. Collect. Bot. (Barcelona) 25: 195-205.

Se aportan datos sobre la capacidad germinativa de las semillas de ocho taxones del
género Ononis, procedentes del SW de Espana (O. spinosa subsp. australis, O. pinnata,
Q. broterana, O. natrix, O. biflora, O. mollis, O. pubescens y O. viscosa subsp. crotala-
rioides). Se comprucba la existencia de dormicion seminal, y la eficacia del acido sulfi-
rico como agente escarificante. Se analiza la influencia que tienen en ¢l proceso el tiem-
po de escarificado y las condiciones de iluminacion. Se propone como tratamiento mas
cficaz en términos globales la inmersién acida durante 90 minutos ¢ incubacion en oscu-
ridad. Ademas, sc aporta informacion sobre la cinética del proceso.

ABSTRACT

DEVESA, J. A., T. Ruiz & G. Buzo (2000) Germination essays on some specics of Ononis
L. (Fabaceac) from SW Spain. Collect. Bot. (Barcelona) 25:195-205.

Information on the germinative capacity of seceds belonging to eight taxa of Ononis, from
the SW of Spain is given (O. spinosa subsp. australis, O. pinnata, Q. broterana, O.
natrix, O. biflora, O. mollis, O. pubescens and O. viscosa subsp. crotalarioides). Seed
dormancy and the cfficacy of sulphuric acid as a scarifier are verified. The influence in
the process of the length of scarification or the light conditions are also analyzed. Acid
immersion for 90 minutes followed by dark incubation is proposed as the most effective
treatment in general terms. Information on the cinetics of the process is also given.
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INTRODUCCION

El género Ononis L. comprende unas 70 especies con representacion sobre todo
en la Region Mediterranea, en cuyo extremo occidental posee un centro de diversifi-
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cacion (SIRJIAEV, 1932). De ellas, unas 43 especies estan representadas en la Peninsula
Ibérica (DEVESA, 2000), muchas de las cuales son endémicas.

En este género, mientras que los estudios taxondmicos han sido relativamente fre-
cuentes (SIRJIAEV, 1932; FOTHER & PODLECH, 1991, ENDTMANN 1964, IVIMEY-COOK,
1969; DEVESA, 1986, 1988 y 1992, entre otros), no puede decirse lo mismo sobre las
limitaciones en la germinacion de las semillas, ello a pesar de ser bien conocida la
dificultad que en general poseen las de las fabaceas como consecuencia de su dureza
mecanica (EwArT, 1908, Gurry, 1912; KELLY & AL., 1992). Este fendmeno, que ha
sido contrastado repetidas veces en especies de géneros proximos a Ononis, como
Medicago (BUENDIA & AL., 1966; Ruiz & DEVESA, 1998) y Trifolium (véase BUENDIA
& AL., 1966; DEVESA & AL., 1998) ha sido, sin embargo, testado s6lo en algunas espe-
cies de aquel (Ononis sicula, GUTTERMANN & EVENARY, 1972, y GUTTERMANN
1980/81, 1986; O. repens, SILVERTOWN, 1980; O. vaginalis, AB-EL-RAHMAN & EL-
MONAYERI, 1967).

Debido a la importancia que en la Peninsula Ibérica poseen muchas de las espe-
cies de Ononis, tanto en las comunidades rupicolas como en diversos tipos de vege-
tacion calcicola y psamofila, asi como a la actualidad de los estudios conservacionis-
tas, en este trabajo se han analizado varios aspectos de la germinacion de las semillas
en ocho tixones del SW de Espana: O. natrix, O. biflora, O. mollis, O. pubescens, O.
broterana, O. spinosa subsp. australis, O. pinnata 'y O. viscosa subsp. crotalarioides,
siendo los cuatro ultimos endemismos 1béricos o ibero-norteafricanos (DEVESA, I. c.).

Para ello, se procedio en primer lugar a comprobar experimentalmente la existen-
cia de dureza seminal y, seguidamente, a forzar la germinacion de las semillas tras la
escarificacion con acido sulftrico en distintos tiempos de actuacion y bajo diferentes
condiciones luminicas. El uso del acido sulfirico como escarificador quimico trata de
simular los procesos degradativos de la testa que suceden en condiciones naturales
(RoLsTON, 1978; TRAN & CAVAGAH, 1984), y constituye una practica tan eficaz como
conocida (Cavazza, 1951; HAMLY, 1932; PORTER, 1949; BARTON, 1965; ROLSTON,
1978; HILTNER, 1902; HOPKINS, 1923), aunque su accion prolongada puede ser noci-
va a las semillas (MADIA DE CHALUAT, 1985). Igualmente, la respuesta de la germi-
nacion bajo condiciones de luz u obscuridad es de gran importancia, toda vez que en
muchos casos las semillas pueden pueden ser fotoblasticamente positivas o negativas
(véase VEEN, 1970; BRADBEER, 1988), y de este ultimo comportamiento se tiene indi-
cios previos en alguna especie de Ononis (GUTTERMANN & HEYDECKER, 1973).

En consecuencia, los objetivos planteados en este trabajo han sido: a) determinar
la existencia o no de dureza seminal; b) evaluacion de la accion escarificadora sobre
las semillas del acido sulfurico; c¢) analisis del comportamiento cinético de la germi-
nacion y d) evaluacion de la importancia de la luz en el proceso germinativo.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este estudio se recolectaron legumbres en una poblacion de
cada uno de los nueve taxones estudiados (Anexo 1), que fueron conservadas en bol-
sas opacas de papel a temperatura ambiente y durante un periodo de tiempo inferior
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a 6 meses. Posteriormente se extraian las semillas, que eran limpiadas de impurezas
y eliminadas las defectuosas y vanas.

Los test de germinabilidad se efectuaron en lotes de 30 semillas, que eran coloca-
das en placas de Petri1 sobre un papel de filtro humedecido a saturacion con agua des-
tilada. Posteriormente, las placas se introducian en una camara incubadora REVCO
(Modelo Ri-50-55) con una temperatura de 20° C, una humedad relativa del 40-60 %
y un fotoperiodo de 8 horas de luz blanca fria. El seguimiento de la germinacion se
hizo a diario durante un periodo de 30 dias, considerandose semillas germinadas
aquellas en que la radicula sobresalia al menos 1-2 mm.

Para determinar la existencia de dureza seminal se sometieron lotes de semillas a
las condiciones arriba descritas, uno en condiciones de iluminacién y otro en oscuri-
dad (tratamientos testigo: C1 y C2, respectivamente).

Para evaluar la accién escarificadora del dcido sulfurico sobre la testa de las semi-
llas y facilitar asi la germinacién, se efectuaron los siguientes tratamientos:

S1: inmersidon de las semillas en acido sulfurico al 96% durante 60 minutos y
posterior incubacién en condiciones de iluminacion.

S2: inmersion de las semillas en acido sulftrico al 96% durante 60 minutos y
posterior incubacion en condiciones de oscuridad.

S3: inmersion de las semillas en acido sulftrico al 96% durante 90 minutos y
posterior incubacién en condiciones de iluminacion.

S4: inmersion de las semillas en dcido sulfurico al 96% durante 90 minutos y
posterior incubacion en condiciones de oscuridad.

La germinabilidad se expres6 en % de semillas germinadas durante el periodo
de observacion, reconociéndose las siguientes categorias (Ruiz & DEVESA, 1998):
nula (0%), baja (0 < % < 30), moderada (30 < % < 70), alta (70 < & <100) y maxi-
ma (100%)

Analisis de los datos

Para comparar los resultados obtenidos en la germinacion (al cabo de 10, 20 y 30
dias de observacion) tras los distintos tratamientos, se elaboraron tablas de contin-
gencia 2 x 2, y se aplico el test de Chi-cuadrado para dilucidar si existian o no dife-
rencias significativas entre los valores obtenidos (Tabla 2). Las comparaciones reali-
zadas fueron: a) C1/S1, C1/S3, C2/S2 y C2/S4 (Tabla 2, Bloque A), para discriminar
la dureza mecanica y su rotura tras escarificado en iguales condiciones de ilumina-
cion; b) C1/C2, S1/S2 y S3/S4, para evidenciar el influjo de la luz sobre la germina-
cion tanto en las semillas control como en las escarificadas (Tabla 2, Bloque C), y ¢)
S1/S3 y S2/S4, para discriminar el efecto de los distintos tiempos de escarificado con
sulflrico (Tabla 2, Bloque B).

El andlisis de la velocidad de germinacion se efectud en funcion del Indice de
Vigor (V), calculado segun la formula: V = (a/l + b/2 + ¢/3 +... + x/n) x 100/8, sien-
do a, b, c,..., el nimero de semillas germinadas al cabo de 1, 2, 3,... dias desde la imbi-
biccion, y S el nimero total de semillas sembradas (BRADBEER, 1988). Los valores del
indice V pueden oscilar entre 0 y 100, y pueden recogerse en las siguientes categori-
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as: velocidad nula (0.0), lenta (0.0 < 5.0), mediana (5.0 < 11.11), ligera (11.11 <
33.33) y rapida (33.33 < 100). Adicionalmente, se han elaborado graficos con las cur-
vas acumuladas de germinacioén (vide THOMSON & EL-KASSABY, 1993) para los taxo-
nes y tratamientos efectuados.

TAXON ClI C2 S| S2 S3 S4 Peso

OSP 10.0 (2.0) 10{] (2.4) 733 (14.8) 20.0 (5.3) 500 (7.1) 56.6(19.8) 3.40
OPI 0.0 (0.0) 0 (0.0) 46.6 (10.8) 93.3 (31.8) 96.6 (24.5) 96.6(26.6) 3.77
OBR  20.0 (1.2) 166 (1.1) 56.6 (4.3) 66.6 (10.3) 50.0 (12.8) 70.0(19.1) 0.70
ONA 166 (1.7) 6.6 (2.2) 86.6 (17.2) 100.0 (28.2) 90.0 (23.6) 100.0 (21.9) 2.96
OBI 46.6 (6.7) 70.0 (9.4) 70.0 (11.7) 333 (5.5) 70.0(15.5) 73.3(16.9) 1.18

(

(

(

OMO 0.0 (0.0) 6.6 (0.5) 96.6 (19.5) 100.0 (18.4) 96.6 (27.7) 100.0 (27.7) 0.64
OVC 0.0 (0.0) 0.0 (0.0) 733 (11.8) 833 (12.5) 93.3 (14.8) 93.3(13.7) 9.59
OPU  10.0 (0.9) 0.0 (0.0) 96.6 (14.2) 90.0 (19.2) 93.3 (26.2) 96.6(48.3) 9.93

Tabla 1. Columnas 1-6: Porcentajes de germinacion e Indices de Vigor (entre paréntesis) obtenidos
en los distintos experimentos. Columna 7: peso medio de la semilla, expresado en mg, y calculado
a partir del numero de semillas contenido en 1 g. (Abreviaturas de los taxones sec. Anexo 1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de germinacién obtenidos en los distintos experimentos efectua-
dos (Tabla 1) ponen de manifiesto como los lotes de semillas no escarificadas (C1 y
C2) tuvieron un grado de germinabilidad nulo o bajo (algo mayor en O. biflora), pero
que fue medio, alto e incluso maximo en los de las semillas previamente escarifica-
das. Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de dureza seminal en las espe-
cies de Ononis estudiadas (semillas macrobidticas, en la terminologia de BURKART
(1943), una dormicion fisica relacionada con la impermeabilidad de la testa. Este
fendmemo es la consecuencia del bloqueo de todas las aberturas naturales de la semi-
lla (hilo, micrépilo y chalaza), asi como del notable desarrollo de la capa de células
de Malpighi e incluso de la existencia de sustancias impermeabilizantes de la testa
(WERKER, 1980/81, KELLY & AL., 1992, RiGGI0 & AL. 1984, 1987 & 1989), fenome-
no éste que ha sido demostrado histoquimicamente en el caso de O. natrix (STOECK
& GRUBERT, 1978). Ademas, algunos autores han encontrado cierta correlacion entre
la coloracion de la testa de las semillas y su impermeabilidad (STEWART, 1926,
MARBACH & MAYER 1974, SERRATO & AL. 1989), fenomeno tal vez relacionado con
reacciones de oxidacion de los fenoles con el consiguiente empardecimiento por la
formacion de quinonas, que a su vez precipitan proteinas y por tanto impermeabili-
zan (RoLsToN, 1978). En ese sentido, deben ser mencionados los trabajos de
EVENARY & AL. (1966), GUTTERMANN & EVENARY (1972) y GUTTERMANN (1973) en
poblaciones de O. sicula.

La accion del acido sulfiirico sobre la testa de las semillas propicido mayores nive-
les de germinacion que en los lotes testigo (86.45% de los casos; Tabla 2, Bloque A
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y Tabla 1), tanto si la incubacion se efectuaba bajo luz como en la oscuridad. No obs-
tante, es bien conocido que la eficacia de este poderoso agente escarificador esta en
funcion de su tiempo de actuacion (vd. GONZALEZ & AL. 19853), si bien en el 61.90%
de los casos estudiados no se apreciaron diferencias significativas con tratamientos de
las semillas durante 60 y 90 minutos en iguales condiciones de iluminacion (Tabla 2,
Bloque B). Sin embargo, si se tienen en cuenta los valores del Iv (Tabla 1) en los
casos en los que no existieron diferencias significativas en la germinacion (véase
Tabla 2, Bloque B) tras distintos tiempos de actuacion del sulfarico (O. natrix, O.
mollis, O. pubescens), o la hubo solo bajo ciertas condiciones luminicas (los restan-
tes taxones a excepcion de O. spinosa subsp. australis), se aprecia que en general una
actuacion mas prolongada del escarificador propicio la aceleracion del proceso de
germinacion, una respuesta importante de cara al asentamiento y supervivencia de las
plantulas (OLIVARES & AL. 1990, BRADBEER, 1988). Por otro lado, la dureza seminal
parece ser independiente del tamano de las semillas (expresado en peso), como pare-
ce deducirse al comparar los porcentajes de germinacion encontrados en todos los
taxones (Figura 1) y el peso medio de sus semillas (Tabla 1), de manera diferente a
lo que sucede en géneros proximos (7rifolium, DEVESA & AL., 1998).
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Fig. 1. Superior: Peso medio de las semillas de los distintos taxones. Inferior: Porcentajes de ger-
minacion de los distintos taxones, obtenidos en los diferentes experimentos. (Para las abreviaturas,
vease Material y Método).
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TAXON d BLOQUE A BLOQUE B BLOQUE C
Cl1/S1 C1/S3 (C2/S2 (C2/S4 S1/S3 S2/S4 Cl1/C2 S1/S2 S§3/54
OSP ]0 ¥ gk ns ns B gk ¥k ns *ooke o e ok
20 EE X sk ofe ke ns ok ke £ - o o % ns s ok ok ns
30 kg L3 2 ns % ok - * k% ns £ ns
O’P[ ]0 %k ok %k ok ook B e o o ns ns E ns
20 % % B ok o o ik ok ok ns ns e ok ok ns
30 ¥k EE ¥ ok e ok %k E ns ns e ok o ns
OBR 10 ns ok e %k % % ok ok & % ns ns &k ok ns
20 * ke EE ok sk ok ns ns ns ns ns
30 (¥** ¥ b ks ns ns ns ns ns
ONA IO ek e e AR ns ns ns ns ns
20 * k% %k %k EE S 3 % %k ns ns ns ns ns
30 ¥k EE £ - B3 & 5 ok ok ns ns ns E o = ns
OBI 10 ns % S ns ns A ns et ns
20 ns ns e ns ns b i ns b ns
30 ns ns bk ns ns il ns el ns
OMO 10 T EEE **E X ns ns ns ns ns
20 ¥k EE £ - X ok e e o ns ns ns ns ns
30 EE # ok k ok ok ok ns ns ns ns ns
OVC 10 ¥k & k% dkk ok sk % ok Kk ns ns ns ns
20 % ok %k *k k% #& ko EE o £ o ns ns ns ns
30 k% *kk EEE S d k% %k ns ns ns ns
OPU 10 e ¥ FHT ns ns ns ns ns
20 ko EE X - ok sk ns ns ns ns ns
30 * g He e sk ek o 3 ok ns ns ns ns ns

Tabla 2. Niveles de significacion estadistica (ns no significativo; ** p<0.01; p<0.005), para el test
de chi-cuadrado, obtenidos al comparar los resultados de germinacion con diferentes tratamientos a
los 10, 20 y 30 dias (d) de siembra. (Abreviaturas de los taxones sec. Anexo 1).

El anélisis de la germinacién en términos de velocidad se efectué mediante el
calculo del indice de vigor (Iv), un parametro de especial importancia en las pri-
meras fases de desarrollo de las plantulas (HARPER & AL. 1970, THOMSON & EL-
KAssABY, 1993), sobre todo en el caso de especies cuyo ciclo vital ha de adaptarse
a condiciones climaticas muy peculiares, como ha demostrado GUTTERMANN
(1986), al estudiar los mecanismos que afectan la heteroblastia en plantas del
Desierto de Negev, en Israel, entre ellas O. sicula. Los resultados del indice de
vigor en los taxones estudiados (Tablas 1-3) ponen de manifiesto que la escarifica-
cion no solo hace posible la germinabilidad de las semillas sino que también acele-
ra notablemente el proceso, lo que concuerda con hallazgos previos en taxones de
otros géneros de la misma Tribu (OLIVARES & AL., 1990; Ruiz & DEVESA, 1998;
DEVESA & AL., 1998).
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En relacion con la luz sefialar que en diversas especies de este género se ha
demostrado su influjo sobre la germinaciéon (LASOTA, 1979, GUTTERMANN 1973,
GUTTERMANN, 1980/81, SILVERTOWN, 1980, GUTTERMANN & EVENARY 1972), aun-
que con resultados diversos, siendo de especial interés la fotodependencia del fend-
meno en las semillas del xerofito anual O. sicula (GUTTERMANN, 1980/81,
GUTTERMANN & EVENARY 1972). Por contra, en la mayoria de los taxones estudia-
dos en este trabajo (83.33 % de los casos) no se encontraron diferencias significa-
tivas en la germinacion en funcién de la iluminacion (Tabla 2, Bloque C), situacion
no infrecuente en las semillas de plantas silvestres y menos atn en las cultivadas
(MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1989). La mayoria de los tixones mostraron, pues,
semillas no fotoblasticas, al igual que se habia comprobado previamente en O.
repens (SILVERTOWN, 1980). En los casos en que la respuesta a la luz fue positiva
(16.66 %) esta sucedié al comparar los tratamientos S1/S2, unas veces a favor del
tratamiento con luz y otras del tratamiento en oscuridad, y s6lo en los casos de O.
spinosa subsp. australis, O. biflora y O. pinnata esta diferencia se mantuvo duran-
te todo el periodo de seguimiento. Estos resultados sugieren la necesidad de estu-
diar mas en profundidad el efecto de la luz sobre la germinacién de las semillas en
las especies de Ononis.

Respecto al modelo seguido por el proceso germinativo durante los 30 dias de
observacion, destacar que este se ajusta en general a un modelo no lineal, como los
representados en la Figura 2 (O. natrix), del que solo se alejan de manera significati-
va los tratamientos control, donde los resultados estan muy mediatizados por los esca-
sos o nulos niveles de germinabilidad. En todos los taxones la curva de germinacion
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Fig. 2. Curva de porcentaje acumulado de germinacion obtenida para Ononis natrix.

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas http://collectaneabotanica.revistas.csic.es
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)



202 COLLECTANEA BOTANICA (BARCELONA) 25 (2), 2000

TAXON Cl C2 S1 S2 S3 S4 TRATAMIENTO
SELECCIONADO
OSP I l 3 I 2 2 S1
I l 3 2 2 3
OPI 0 0 2 3 3 3 S2
0 0 2 3 3 3
OBR 1 I 2 2 3 S4
l I l 2 3 3
ONA 1 3 . 3 3 S2
l I 3 3 3 3
OBI 2 3 3 2 3 3 S3-S4
2 2 2 2 3 3
OMO 0 I 3 4 3 - S4
0 1 3 3 3 3
ovC 0 0 3 3 3 3 S3
0 0 2 3 3 3
OPU 1 0 3 3 3 3 S4
1 0 3 3 3 3

Tabla 3. Germinabilidad (O=nula, 1=baja, 2=moderada, 3=alta y 4=maxima) y Tipos de vigor o velo-
cidad germinativa (O=nula, 1=lenta, 2=mediana, 3=ligera y 4=rapida), correspondientes a los resul-
tados de la Tabla 2, en primera y segunda linea respectivamente. En la columna de la derecha se indi-
can los tratamientos recomendados. (Abreviaturas de los taxones sec. Anexo 1).

es sigmoidea y pone en evidencia la existencia de una fase de imbibicion, ya conoci-
da en Fabaceae (CHYAPAITE, 1978; Ruiz & DEVESA, 1998, DEVESA & AL., 1998) y
cuya duracion (2-3 dias en nuestro caso), puede estar mediatizada por los factores
ambientales que hayan interactuado en el proceso de maduracién y desarrollo semi-
nal, como han sugerido GUTTERMANN & EVENARY, 1972.

Finalmente, a tenor de los resultados obtenidos tras el escarificado de las semillas
y en funcion tanto de la duracidon del tratamiento, como de la accién de la luz y la
velocidad de germinacion (Tablas 1-3), se proponen como tratamientos mas reco-
mendables en las especies de Ononis estudiadas los recogidos en la Tabla 3.
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J. A. DEVESA, T. Ruiz & G. Buzo: ENSAYOS DE GERMINACION EN ONONIS 2035

ANEXO 1
Procedencia del material estudiado
(BA, provincia de Badajoz. CC, provincia de Caceres)

OSP. O. spinosa subsp. australis (Sirj.) Greuter & Burdet

BA. Carretera de Olivenza, arroyo Hinojales, 24-VII-1992, 4. Ortega
(1617/92).

OPI O. pinnata Brot.

CC. Hervis, Fuente de San Jerénimo, 27-VII-1 992, J. A. Devesa & A.
Ortega (1673/92).

OBR O. broterana DC.

CC. La Bazagona, 22-V-1992. T Ruiz & R. Tormo (461/92).

ONA O. natrix L. subsp. natrix.

BA. Alconera, en direccién a La Parra, 3-VII-1992, J. A. Devesa & A.
Ortega (1045/92).

OBI O. biflora Desf.

BA. Villafranca de los Barros, 23-IV-1992. R. Tormo & T Ruiz
(122/92).

OMO O. mollis Savi

BA. Entre el Valle de Santa Ana y Pefia Utrera, 14-V-92, J. A. Devesa
& A. Ortega (332/92).

OVC O. viscosa subsp. crotalarioides (Cosson) Sirj.

CC. Valdecanias de Tajo, Cerro de Jabali, 25-V-1992, T. Ruiz & R.
Tormo (471/92).

OPB O. viscosa subsp. brachycarpa (DC.) Batt.

BA. La Parra, 6-VII-1993, J. A. Devesa & F. Vizquez (800/93).

OPU O. pubescens L.

BA. Almendral, 13-VII-1992, R. Tormo & F. Vazquez (1093/92)
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