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Resumen / Abstract

La familia Fabaceae comprende un grupo diverso de plantas ampliamente distribuidas en los ecosistemas mediterraneos, muchas de las
cuales presentan latencia fisica debido a la cubierta impermeable de sus semillas. Este estudio desarrollé la puesta a punto del protocolo
de escarificacidon mecanica controlada para superar dicha latencia. Se evalu6 la eficacia del tratamiento en cuatro leguminosas mediterra-
neas silvestres de interés para la conservacion (Colutea brevialata, Coronilla glauca, Genista scorpius y Spartium junceum), comparando la
germinacion con un grupo control sin escarificaciéon y aplicando diferentes niveles de intensidad del tratamiento. Tras uno de los niveles de
escarificaciéon, se aumentd significativamente la germinacion en todas las especies tratadas, con maximos de 94-100 % en C. brevialata, C.
glauca y G. scorpius, que apenas germinaban sin tratamiento (0-31 %). El incremento fue mas moderado en S. junceum (29-51 %) por la
presencia de un componente fisiolégico en su latencia. Se determiné que la escarificacién que alcanza el endospermo sin dafiar el embrion
es la dptima para este protocolo. En conjunto, el método desarrollado ofrece una herramienta eficaz y replicable para optimizar la germi-
nacién de especies con latencia fisica, contribuyendo a la conservaciéon de taxones vegetales, ademés de ser recursos genéticos forestales.

The Fabaceae family comprises a diverse group of plants widely distributed across Mediterranean ecosystems, many of which exhibit
physical dormancy due to the impermeable seed coat. This study developed and optimized a controlled mechanical scarification protocol
to overcome this dormancy. The effectiveness of the treatment was evaluated in four wild Mediterranean lequme species of conservation
interest (Colutea brevialata, Coronilla glauca, Genista scorpius and Spartium junceum), comparing germination with an unscarified control
group and applying different levels of treatment intensity. After one of the scarification levels, germination increased significantly in all
species treated, reaching 94-100% in C. brevialata, C. glauca and G. scorpius, which barely germinated without treatment (0-31%). The
increase was more moderate in S. junceum (29-51%) due to the presence of a physiological component in its dormancy. It was determi-
ned that scarification reaching the endosperm without damaging the embryo is optimal for this protocol. Overall, the developed method
provides an effective and replicable tool to optimize the germination of species with physical dormancy, contributing to the conservation

of plant taxa and their use as forest genetic resources.
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Introduccion

La familia Fabaceae Lindl., con 772 géneros y 22 360 espe-
cies, es la tercera familia mas numerosa de angiospermas
después de Asteraceae y Orchidaceae (Govaerts, 2025), lo
que le ha permitido tener una distribucion global que abarca
todos los principales biomas de la Tierra (Lewis et al., 2005).
Entre ellos, el bioma de bosque mediterrdneo destaca por al-
bergar una elevada diversidad de esta familia, en un contexto
de marcada variabilidad ambiental que ha desencadenado la
evolucion de diversas respuestas funcionales de adaptacion.
Una de las mas ampliamente documentadas en esta familia
es la presencia de un tegumento o cubierta impermeable en
sus semillas, compuesto por una capa de células en empa-
lizada. Esta estructura dota a las semillas de un mecanismo
de “latencia fisica”, pues impide su hidratacion y, por tanto,
su germinacion, hasta que ciertos factores ambientales pro-
vocan una alteraciéon mecénica de la testa que permite la
entrada de agua (Baskin & Baskin, 2014).

Esta latencia fisica puede superarse eficazmente de manera
artificial mediante escarificacion mecéanica, un método exten-
samente descrito en la literatura que consiste en deteriorar
la testa por abrasién manual con papel de lija para permitir
la entrada de agua (Baskin & Baskin, 2014). Con esta técnica
aumentan significativamente los valores de germinacion en

leguminosas (Rusdy, 2017), siendo este tratamiento abrasivo
mas eficiente y seguro que otros métodos como la inmersién
en acido sulfurico (Jara-Pefia & Marin-Bravo, 2023). Este mé-
todo debe realizarse con precision suficiente para lijar la testa
impermeable sin herir el cotiledén ni el eje embrionario, ya
que, si el lijado es excesivo, puede conducir a una reduccion
significativa de la viabilidad. Es por ello por lo que se debe
adaptar el tipo y el grano de lija, asi como la presion ejercida
en funcién del tamafno y dureza de la semilla (Kimura & Is-
lam, 2012; Rusdy, 2017).

Dado este delicado equilibrio técnico en el método de esca-
rificacion, en el presente estudio se evaluo la eficacia de la
escarificacion mecanica a diferentes niveles de intensidad en
semillas recién recolectadas de cuatro especies silvestres de
leguminosas mediterraneas: Colutea brevialata Lange, Coro-
nilla valentina subsp. glauca (L.) Batt. (= Coronilla glauca L.),
Genista scorpius (L.) DC. y Spartium junceum L. La eleccion
de estas especies responde a su especial interés desde el pun-
to de vista de la conservacién. En particular, Coronilla glauca
y Colutea brevialata estan incluidas como taxones de interés
especial en el Catalogo Regional de Especies Amenazadas de
Castilla-La Mancha (Decreto 200/2001, DOCM num. 119),
mientras que Spartium junceum y Genista scorpius figuran
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en la Lista de taxones forestales para la conservacion ex situ
(Decreto 159/2022, de 1 de marzo, sobre conservaciéon de
los recursos genéticos forestales y de la flora silvestre). Los re-
sultados obtenidos en este estudio contribuyen a una mejora
del conocimiento sobre la puesta a punto de un protocolo
de escarificacion y germinacion 6ptimo, lo cual resulta clave
para establecer estrategias de propagacion ex situ, conserva-
cién y restauracion ecologica.

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar
la eficacia de diferentes grados de escarificacion mecanica
como tratamiento para superar la latencia fisica en semillas
de cuatro especies silvestres de leguminosas mediterraneas
(Colutea brevialata, Coronilla glauca, Genista scorpius'y Spar-
tium junceum). Para cada especie, (1) se determiné el grado
de escarificacién éptimo para superar la latencia fisica de las
semillas, preservando la integridad del eje embrionario y los
cotiledones y (2) se evalué la promocion de la germinacion
de las semillas mediante la comparacion entre distintos lo-
tes sometidos a diferentes pretratamientos de escarificacion
mecanica frente a un lote control sin tratamiento. La germi-
nacion se considera en este estudio Unicamente como una
variable respuesta que permite cuantificar la eficacia de cada
método de escarificacion propuesto durante la optimizacion
del protocolo para romper la latencia fisica de las semillas.

Material y Métodos
Material vegetal

El material para realizar los ensayos de germinacion corres-
ponde a un total de 400 semillas recolectadas de cada es-
pecie, recién alcanzada su madurez, de 20-30 plantas con
aspecto saludable por cada una de las especies silvestres
analizadas en este estudio en poblaciones de Alicante, Gua-
dalajara y Murcia (Tabla 1).

Meétodo de escarificacion

Para evaluar el efecto de diferentes niveles de escarificacion,
se establecieron cuatro lotes de 100 semillas por especie. Un
lote se mantuvo intacto como control, mientras que los otros
tres fueron sometidos a escarificacién mecanica con distinta
intensidad (Fig. 1):

e Escarificacion tipo I: Frotado superficial que preserva el brillo
caracteristico de la testa.

e Escarificacion tipo II: Lijado moderado hasta la atenuacién
del brillo de la testa, exponiendo una pequefa porcién del
endospermo subyacente.

e Escarificaciéon tipo lll: Lijado profundo hasta exponer el
embrion.

Figura 1. Detalle del estado de las semillas tras aplicar diferentes tratamientos de escarificacion en cuatro especies de Fabaceae. En cada fila (1 a 4) se representan, res-
pectivamente, Colutea brevialata, Coronilla glauca, Genista scorpius y Spartium junceum. a) Escarificacion tipo Il b) Escarificacion tipo lll. ¢) Comparacion en la capacidad
de hidratacién entre una semilla escarificada de tipo | y por lo tanto con una testa integra e impermeable (izquierda), y una escarificada de tipo II, visiblemente hinchada

tras la imbibicion (derecha). (Fotos: Natalia Celaya-Rojas)



Tabla 1. Procedencia, fecha de recoleccion e incremento de peso calculado debido a la hidratacion en un lote de 100 semillas (A P= Phomedo-
Pseco) (l0s valores corresponden a los lotes sometidos a la escarificacion tipos I1'y lll, que consiguieron una hidratacién del 100% de las

semillas en ambos tratamientos). A: Alicante, GU: Guadalajara; MU: Murcia.

Especie Localidad Municipio Fecha A Peso (g)
(provincia)

Colutea brevialata Sierra Mariola Alcoy (A) 19/07/2024 0,58

Coronilla glauca Embalse de Alcorlo La Toba (GU) 19/06/2024 1,08

Genista scorpius Turquillas Orea (GU) 17/08/2024 0,97

Spartium junceum Sierra de Burete Cehegin (MU) 12/07/2024 0,77

Tabla 2. Porcentaje de germinacion (media + error estandar) en semillas viables sometidas al ensayo control y tras los pretratamientos de escarificacion
mecanica descritos. El valor p corresponde a la prueba t de Student realizada entre el control y los diferentes tratamientos de escarificacion dentro de cada
especie. En negrita se indican las comparaciones con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001).

Escarificacion

Escarificacion

Escarificacion

Especie Control - p- valor tipo Il
Co/u.tea 0 0+0 1 94 +£0,9
brevialata

Coronilla 6+14 7+05 0,75 100+ 0
glauca

Genls_ta 31£09 30+0 0,60 100+ 0
scorpius

$part/um 14+£17 15+ 1 0,82 51+0,8
junceum

Después de aplicar los distintos tratamientos de escarificacion
a los diferentes lotes de semillas, se evalud la capacidad de
hidratacion, incluyendo el lote control. Para ello, se pesaron
en una balanza para obtener el dato de peso seco y se su-
mergieron en agua destilada durante 24 horas. Transcurrido
este tiempo, se retird el exceso de agua superficial con papel
secante y se volvieron a pesar para obtener el peso humedo.

Ensayo de germinacion

Como variable respuesta para comprobar la eficacia de los
diferentes métodos de escarificacion, cada lote de 100 se-
millas fue dividido en cuatro réplicas de 25 unidades (n=25).
Cada uno de estos sublotes se colocd en una placa de Petri de
140 mm de didmetro, sobre una doble capa de papel de filtro
estéril humedecido con agua destilada, y se sellé con Parafilm
para mantener la humedad y prevenir la contaminacién. Se-
guidamente, las placas se sometieron durante 4 semanas a
un régimen diario de temperatura alterna de 20°C/7°C en el
interior de una cdmara de germinacion (IBERCEX, modelo F-4,
Madrid). Este régimen se corresponde con la temperatura me-
dia de las maximas y media de las minimas de octubre/abril en
la zona de procedencia de las semillas (Santiago et al., 2013).
La alternancia de temperaturas en la cdmara de germinacion
se simultaned con un ciclo de luz/oscuridad 12h/12h (luz 1350
limenes), en el que la fase de luz se hizo coincidir con la tem-
peratura de 20°C y la de oscuridad con la temperatura de 7°C.
Las placas se revisaron diariamente durante el fotoperiodo de
luz, anotando y retirando las semillas que habian germinado.
Se asumié que una semilla habia germinado cuando su radi-
cula habia protruido la cubierta externa, al menos, en T mm
de longitud (Baskin y Baskin, 2014).

Analisis estadistico

Para los ensayos de germinacion, se calcularon los porcen-
tajes acumulados a lo largo de las cuatro semanas del ex-
perimento. Estos porcentajes se expresaron en relacion con
el numero de semillas viables, determinado mediante una
prueba de corte (Celaya-Rojas et al., 2024).

p- valor tipo Il p- valor
< 0,001 0+0 1

< 0,001 0+0 < 0,001
< 0,001 0+0 < 0,001
< 0,001 0+0 < 0,001

A partir de las cuatro réplicas de 25 semillas por tratamiento
(control y escarificacién) para cada especie, se calcularon la
media y el error estandar. Posteriormente, se aplicé la prueba
de Shapiro-Wilk, con el objetivo de comprobar la normalidad
de los datos.

Una vez que se cumplié el supuesto de normalidad, se empled
una prueba t de Student para muestras independientes, con
el fin de evaluar la existencia de diferencias significativas entre
los tratamientos. Todos los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el entorno de programacion R (R 4.5.1, 2025).

Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos durante el ensayo de hidratacién
fueron cuantificados mediante el incremento de peso hime-
do respecto al peso seco de cada lote. Estos datos revelaron
gue Unicamente dos de los tratamientos de escarificaciéon de
los tres ensayados mostraron diferencias en cuanto a la ca-
pacidad de hidratacion respecto al control. El lote sometido
a escarificacion tipo | no presenté variacion frente a la hidra-
tacion obtenida en el control. En este sentido, cabe destacar
que C. brevialata no mostré capacidad de hidratacion en el
control ni en la escarificaciéon tipo I, aunque si se constaté
un porcentaje de hidrataciéon del 6%, 31 % y 14 % en C
glauca, G. scorpiusy S. junceum. En el caso de los lotes con
escarificacion tipo Il y lll se mostraron incrementos de peso
debido a la hidratacion en todas las semillas del lote (Tabla 1).
Esto muestra la superacion de la impermeabilidad de |a testa
gue le confiere su tegumento, caracteristica que ha sido rela-
cionada con la accién de genes que regulan la acumulacion
de lipidos de cadena larga en la cubierta seminal (Jayasuriya
etal., 2013; Wen et al., 2024).

En los ensayos de germinacién, tanto el control como el lote
con escarificacion tipo | presentaron porcentajes de germi-
nacion en tres de las cuatro especies (Tabla 2), coincidentes
con las semillas que lograron hidratarse y resultaron viables.
Este resultado sugiere que las semillas capaces de germinar
sin tratamiento previo carecen de latencia fisica, debido a

Conservacidn Vegetal 29

N
ul



gue su testa es naturalmente permeable al agua. En la esca-
rificacion tipo Il, estos porcentajes fueron significativamente
superiores a los demas tratamientos (p <0,05) (Tabla 2), los
cuales se sitian dentro del rango reportado en la literatura,
entre 34% (Garduza-Acosta et al., 2019) y 99% (Kheloufi et
al., 2019). Por el contrario, la escarificacion tipo Il produjo
valores nulos de germinacion en las cuatro especies (Tabla
2), lo que indica un dafo directo en las estructuras del eje
embrionario y cotiledones. Asi, se establece que la escari-
ficacion tipo | resulta insuficiente, al no superar los valores
del control (Tabla 2), mientras que la escarificacion tipo Il es
excesiva, causando danos evidentes en las estructuras semi-
nales (Kimura & Islam, 2012; Rusdy, 2017). Por tanto, los re-
sultados demuestran que la escarificacion tipo Il constituye el
tratamiento 6ptimo para maximizar la germinacion, ya que la
superacién de esta latencia fisica fue practicamente total en
tres especies: C. brevialata, C. glauca y G. scorpius (Tabla 2).

En consecuencia, se puede concluir que hay tres situaciones
distintas (Tabla 2): 1) C. brevialata presenta exclusivamente
semillas con latencia fisica que requieren un tratamiento de
escarificacion tipo Il para superarla; 2) C. glauca 'y G. scorpius
presentan un porcentaje de semillas con latencia fisica, asi
como una proporcién de semillas no latentes que germinan
en el control sin necesidad de tratamiento; 3) S. junceum
presenta semillas con latencia fisica y un porcentaje de semi-
llas no latentes, sin embargo, la germinacion fue parcial in-
cluso después del tratamiento éptimo de escarificacion tipo
I, alcanzando Unicamente el 51 % (Tabla 2). Estos resultados
en S. junceum sugieren que esta proporcion de semillas via-
bles y permeables que no germinan, muestran una latencia
combinada, al presentar simultdneamente un tegumento im-
permeable que impide la hidratacion (latencia fisica) y meca-
nismos internos que bloguean la germinacién incluso tras la
absorcién de agua (latencia fisiolégica), coincidiendo con lo
concluido sobre esta especie por Taghizadeh & Sajadi (2023).
Por lo tanto, el tratamiento de escarificacion de tipo Il pre-
sentado en este estudio, se muestra totalmente eficaz para
superar la latencia fisica en estas especies, pero en el caso de
S. junceum podrian ser necesarios tratamientos adicionales,
como la estratificacion térmica, para romper la componente
fisiologica de la latencia y maximizar la germinacion (Kissing
Kucek et al., 2020).

Conclusiones

Los resultados de este estudio validan el uso del método
presentado de escarificacién mecanica de tipo Il descrito en
el apartado de metodologia, pues demuestra ser un trata-
miento efectivo para superar la latencia fisica impuesta por
la impermeabilidad de la testa de las semillas en todas las
especies estudiadas (Colutea brevialata, Coronilla glauca,
Genista scorpius y Spartium junceum). La aplicacion de este
método facilité la degradacién suficiente de la testa como
para permitir la hidratacion de la semilla sin comprometer la
integridad de sus tejidos internos, como el eje embrionario
y cotiledones. Esto no ocurrié para la escarificacion de tipo
[, ya que no se consiguié esta hidratacion, asi como en la
escarificacion de tipo Il resultd ser excesiva, traduciéndose
en una germinacion nula.

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden tener im-
portantes implicaciones para la estandarizacién de proto-
colos de rotura de latencia fisica para la germinacion y la
produccién de plantulas necesarias para su reintroduccion
en habitats degradados o en situaciéon de riesgo, en el caso
de semillas con este tipo de latencia. Ademas, el interés de
este trabajo se incrementa, dado que las especies estudiadas
estan incluidas en catalogos regionales de especies amena-
zadas o bien se consideran prioritarias para la conservacion y
el uso sostenible de los recursos genéticos forestales, por lo
gue su propagacion ex situ asistida y los programas orienta-
dos a su restauracion ecoldgica resultan fundamentales para
promover la resiliencia de los ecosistemas mediterraneos.
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