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Introduccidon General 1

1.G.1.1. Las fanerégamas marinas se distribuyen a lo largo de todo el mundo,

estando presentes tres especies en las Islas Canarias.

Las faner6gamas marinas son angiospermas acudticas que pertenecen a la
division Magnoliophyta y a la clase Liliopsida (monocotiledoneas) (Kuo & den Hartog,
2001). Provienen evolutivamente de ancestros terrestres y estdn presentes en todas las
regiones de la Tierra excepto en la Antartida (Kuo & den Hartog, 2006). Estos autores
reconocen un total de 4 familias, 64 especies y 12 géneros, tal y como representamos en
la Fig. 1.G.1, e incluyen en su descripcion taxonoémica a dos especies de plantas
acuaticas por su relacion con el ambiente marino: Ruppia tuberosa (Ruppiaceae) y
Lepilaena marina (Zannichelliaceae), aunque la inclusion de estos dos géneros sigue
siendo materia de debate. De los 12 géneros tipicamente reconocidos como fanerogamas
marinas o seagrasses, 7 se distribuyen por las costas tropicales (Thalassia, Halophila,
Syringodium, Halodule, Cymodocea, Thalassodendron y Enhalus), mientras que 5 son
de aguas mas templadas (Zostera, Phyllospadix, Heterozostera, Posidonia y
Amphibolis) (Kuo & den Hartog, 2006). Sin embargo, las fronteras no estan claramente
definidas, ya que las especies Cymodocea, Halophila y Thalassodendron se extienden
también por climas templados, y las especies Zostera y Posidonia presentan una
distribucion bipolar, distribuyéndose tanto en el hemisferio sur como en el norte (Kuo &

den Hartog, 2006).

Estas especies forman praderas submarinas, generalmente en fondos arenosos
bien iluminados, extendiéndose desde la orilla hasta los 40 metros de profundidad. En
las Islas Canarias se encuentran tres especies: Cymodocea nodosa, Halophila decipiens
y Zostera noltii (Afonso Carrillo & Gil Rodriguez, 1980; Gil Rodriguez & Cruz Simo,
1982; Gil Rodriguez et al., 1987; Afonso Carrillo & Sansén, 1999; Haroun et al., 2002),
distribuidas principalmente por las costas protegidas de la vertiente sur y este del
archipi¢lago (Pavon-Salas et al., 2000). De las tres, C. nodosa es la especie dominante
(Afonso Carrillo & Gil Rodriguez, 1980; Reyes et al., 1995), formando praderas densas
entre los 2 y los 35 metros de profundidad (Pavon-Salas et al., 2000), mientras que H.
decipiens forma praderas mas laxas, localizadas y profundas, entre los 6 y los 40 metros
de profundidad (Gil Rodriguez & Cruz Simo6, 1982, Pavon-Salas et al., 2000). La
presencia de Z. noltii se confirm6 en 1987 en las costas de Lanzarote, por Gil Rodriguez
et al., quienes observaron que esta especie formaba praderas densas, que permanecian

parcialmente emergidas en bajamar, y se extendian hasta los 1.5 metros de profundidad.

Maite Zarranz Elso



Introduccidon General 2

Clase Liliopsida (Monocotiledéneas)

Subclase Helobiae (Alismatales)

> Orden Potamoaetonales > Orden Hydrocharitales

> Familia Cymodocaceae > Familia Hydrocharitaceae

— Amphibolis (2 especies) — Enhalus (1 especie)
Cymodocea (4 especies) — Halophila (15 especies)
Halodule (7 especies) — Thalassia (2 especies)
Syringodium (2 especies)
— Thalassodendron (2 especies)
> Familia Posidoniaceae
— Posidonia (9 especies)
> Familia Zosteraceae
— Heterozostera (4 especies)
—  Phyllospadix (5 especies)

—  Zostera (11 especies)

Fig. .G.1. Clasificacion taxondmica de las faner6gamas marinas (basado en Kuo & den

Hartog, 2001, 2006).
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Introduccidon General 3

1.G.1.2. El habitat que forman las praderas de fanerégamas marinas tiene una
importante funcion ecolégica de la que se derivan importantes repercusiones

economicas.

Las praderas de fanerdgamas marinas juegan un importante papel ecologico en
los ecosistemas costeros de todo el mundo, ademds de incrementar la riqueza,
abundancia y biomasa de especies en comparacion a substratos sin vegetacion (Orth et
al., 2006). Esto es debido a que la estructura tridimensional de la planta aumenta el
espacio habitable, y proporciona la proteccion y el substrato necesario para la existencia
de una gran variedad de plantas y animales que no podrian vivir en fondos sin
vegetacion (Mena et al., 1993; Terrados & Borum, 2004; Orth ef al., 2006). Asi mismo,
las hojas, los rizomas y las raices de estas plantas son utilizados por muchas especies de
interés pesquero como zonas de puesta y desarrollo de los juveniles (Mena et al., 1993;
Orth et al., 2006). En consecuencia, la biodiversidad y la densidad de la flora y la fauna
en las praderas es mucho maés elevada que en areas adyacentes sin vegetacion (Terrados

& Borum, 2004; Orth et al., 2006).

Paralelamente, debido a que estos habitats albergan una gran diversidad de
organismos, las praderas se consideran fuente de nuevo sedimento. Las particulas
organicas son las componentes principales del sedimento en las costas, por lo que, en
muchas zonas, las particulas producidas en las praderas pueden contribuir notablemente
a alimentar las playas, ademas de reducir la erosion de las costas (Terrados & Borum,
2004). Por lo tanto, el mantenimiento y conservacion de estos ecosistemas puede servir
como estrategia de gestion para preservar y mejorar la calidad ambiental de las zonas

costeras (Terrados & Borum, 2004).

Por otro lado, la cantidad de alimento disponible en estos habitats es varios
ordenes de magnitud mayor en comparacién con otros ambientes. Estas praderas son
fuente de alimentacion para algunos herbivoros grandes como las tortugas, los dugons y
los manaties, y proporcionan grandes cantidades de carbon, parte del cual es exportando
a las profundidades marinas y supone un importante aporte de materia organica en estos
ambientes tan limitados (Orth et al., 2006). Las faner6gamas marinas presentan,
ademas, altas tasas de produccion primaria (Terrados & Borum, 2004), a lo que hay que
sumar la alta productividad de los epifitos algales. Igualmente, la produccion primaria

de todo el sistema se ve favorecida con la captura de particulas organicas y nutrientes
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presentes en el agua y sedimentos, ya que estos vegetales funcionan a modo de filtros

con capacidad para controlar la transparencia del agua (Terrados & Borum, 2004).

Asi mismo, estas especies pueden considerarse como centinelas bioldgicos (Orth
et al., 2006), ya que al ser individuos sésiles son capaces de integrar aspectos de la
calidad del agua. Debido a la sensibilidad que presentan las praderas a determinados
estreses y al servicio ecologico que prestan, las faner6gamas marinas son uno de los 5
indicadores de contaminacion en la US National Estuarine Eutrophication Assessment

(Orth et al., 2006).

Por otra parte, gracias a la densidad de hojas y a la red de rizomas y raices, las
praderas submarinas influyen en las caracteristicas del ambiente, reduciendo la
velocidad de las corrientes e incrementando la deposicion de particulas, el asentamiento
larvario y la estabilidad del sedimento (Fonseca & Cahalan, 1992). Impiden asi que se
produzcan grandes desplazamientos, lo que permite preservar la flora microbiana que

vive en el sedimento y reducir la erosion de las costas (Terrados & Borum, 2004).

Por ultimo, las faner6gamas marinas han servido al hombre tradicionalmente en
diferentes usos, empleandolas, por ejemplo, como material de embalaje o para fabricar

adobes, aislantes, construir diques o alimentar al ganado (Terrados & Borum, 2004).

1.G.1.3. La monitorizacion y el estudio de las praderas de fanerogamas

marinas revelan que existen sintomas de regresion.

La franja del litoral ocupada por las faner6gamas marinas coincide con las zonas
de mayor presion antropica, por lo que, a pesar de tener una importante funcion
ecologica, estan sometidas a numerosos impactos ambientales (Orth et al., 2006). Asi,
estudios recientes revelan que el 15 % de las especies de faner6gamas marinas se
encuentran amenazadas, al igual que un gran numero de especies asociadas a ellas (~ n
=70) (Hughes et al., 2009). Globalmente, se estima que la pérdida de estos ecosistemas
en las ultimas dos décadas es del 18 % de toda el area documentada (Duarte et al.,
2004), estimandose ratios anuales de pérdida de entre un 2 y un 5 % (Duarte & Gattuso
2008). En Australia, por ejemplo, se han perdido 45000 ha de praderas de fanerogamas
marinas (Walker & McComb, 1992; Hamdorf & Kirkman, 1995). En Tampa Bay
(Florida, EEUU), de 31000 ha de praderas existentes en los afios 30 han pasado a 8800

en 1982 (Johansson & Greening, 2000). La principal causa de esta regresion,
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independientemente de las perturbaciones naturales, son las actividades humanas, como
pueden ser los vertidos provocados por accidentes navales o ligados a los asentamientos
humanos e industriales en el litoral, el anclaje de embarcaciones, la pesca de arrastre, la
acuicultura, o la alteracion del habitat relacionada con las construcciones costeras
(puertos comerciales, industriales y deportivos, diques de abrigo, playas artificiales,
emisarios submarinos...) (Sanchez-Jerez, 1994; Duarte et al., 2004; Fernandez

Torquemada &. Sanchez Lizaso, 2006; Erftemeijer, 2006).

De todos los impactos humanos, la eutrofizacion es, segiin varios autores, el que
mas afecta a los vegetales marinos (Johansson & Greening, 2000; Ralph et al., 2006). El
exceso de nutrientes tiene un efecto toxico y favorece el crecimiento de fitoplancton y
macroalgas epifitas de ciclos de vida muy cortos, que en ultimo término bloquean la
penetracion de la luz hasta las hojas (Ralph et al., 2006). Entre las décadas de los afios
60 y 80, varias especies sufrieron un fuerte declive debido a la eutrofizacion, entre ellas
Posidonia spp. y Amphibolis spp. en Australia, Posidonia oceanica en Europa (Ralph et
al., 2006 y referencias contenidas en este articulo) y Thalassia testudinum en EEUU
(Johansson & Greening, 2000). El desarrollo urbanistico trajo consigo también una serie
de contaminantes antropogénicos que afectaban a las praderas, entre los que destacan
los metales pesados, los herbicidas, los pesticidas y los compuestos petroquimicos

(Ralph et al., 2006).

En el Archipiélago Canario, el desarrollo urbanistico experimentado durante los
ultimos afios ha sometido al litoral de las islas a una desmesurada presion antropica,
provocando el deterioro de algunas praderas y la desaparicion de otras. Observamos,
tras revisar la bibliografia, una regresion de las praderas de Cymodocea nodosa, siendo
mas problematica atn la desaparicion de la especie Zostera noltii de las costas canarias.
Pavon-Salas et al., en el afio 2000, no encontraron ninguna localizacion de Z. noltii en
las costas de Lanzarote donde se distribuia antiguamente (segin el estudio de Gil
Rodriguez et al., 1987 sobre la distribucion de Z. noltii en las Islas Canarias), siendo la
ultima cita conocida sobre la existencia de esta especie de Guadalupe et al. (1995).
Estos autores realizan sus ultimos muestreos en 1992, y ya mencionan que la presencia
de Z. noltii ha quedado restringida a manchas puntuales con escasisimos ejemplares.
Para esta especie, su escasa distribucion inicial y el hecho de ocupar la franja
intermareal del litoral, le ha provocado una mayor sensibilidad a los impactos humanos

y una menor capacidad de amortiguacion.
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Para la especie Halophila decipiens existen menos estudios sobre su distribucion
actual en las Islas Canarias, y Unicamente los autores Pavon-Salas et al. (2000)
localizaron varias praderas en la costa este y sureste de Tenerife, una en Gran Canaria y
otra en la Palma. Por otra parte, es probable que estas praderas estén menos afectadas
por la contaminacion y las actividades humanas debido a que ocupan una franja costera

de mayor profundidad.

En el caso de Cymodocea nodosa, hay datos sobre su presencia en determinadas
areas donde actualmente no existen o se observan praderas escasamente distribuidas. Es
el caso de la presencia de esta especie en la playa de las Canteras, en la isla de Gran
Canaria. Varios autores (Afonso Carrillo & Gil Rodriguez, 1980; Pavon-Salas et al.,
1998, 2000; y Gonzalez, 1976, como Zostera marina) citan su presencia en esta playa
formando praderas relativamente compactas entre los 1.5 y los 5 metros de profundidad.
Gonzalez (1980) observa incluso flores masculinas, lo cual es un indicativo de la salud
que mantenian estas praderas en la época. Actualmente, ha desaparecido casi por
completo de esta zona, debido posiblemente a los distintos factores humanos que la han
afectado en las ultimas décadas, como la misma construccion de la ciudad de Las
Palmas sobre el istmo de la Isleta, que ha impedido la libre circulaciéon de arena
favoreciendo la deposicion y el enterramiento de la pradera. Otro ejemplo documentado
es la regresion de la pradera de Cymodocea nodosa de la bahia de Melenara, la cual, tras
la instalacion de jaulas de acuicultura en 1999, disminuy¢ significativamente el numero
de haces m™, la altura de los haces y el % de cobertura x 100 m? tras dos afios de
seguimiento (Vergara Martin et al., 2005). Ademds, conforme esta pradera se fue
degradando, los peces asociados a ella desaparecieron (Vergara Martin et al., 2005).
Otras praderas del Archipi¢lago Canario se encuentran aparentemente en regresion,

aunque no existen estudios exhaustivos sobre su estado de conservacion actual.

Las evidencias mencionadas de regresion de praderas o de desaparicion de
especies de fanerogamas marinas en las Islas Canarias, demuestran la fragilidad
de estos ecosistemas frente a los impactos humanos y la necesidad de proteccion de

todas las praderas presentes en el Archipiélago.
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1.G.1.4. El deterioro de las praderas exige la adopcion de diferentes estrategias

de conservacion, entre ellas:

a) La elaboracién de planes y leyes para la proteccion.

Como medidas de proteccion deben adoptarse leyes que protejan
especificamente las praderas de fanerégamas, leyes que regulen las actividades que las
afectan, o leyes que promuevan la proteccion de las areas donde crecen, con la
delimitacion de reservas marinas o con la instalacion de arrecifes artificiales para evitar
la pesca de arrastre. Entendemos que se deben llevar a cabo programas de conservacion,
donde participen de forma activa tanto la comunidad cientifica como los ciudadanos.
Siguiendo el modelo aplicado en Tampa Bay (Florida), por ejemplo, mediante la
adopcion de estrategias para la evaluacion y el control de la calidad de las aguas
(niveles de carga de nitrogeno al sistema basados en los requerimiento de luz de
Thalassia testudinum), se ha superado la tendencia a la regresion de las praderas,

pasando de 8.800 ha en 1982 a 10.930 ha en 1997 (Johansson & Greening, 2000).

En el caso de Cymodocea nodosa, el habitat constituido por esta especie se
encuentra protegido por la UE dentro de la Directiva Habitats (Directiva 92/43/CEE del
Consejo, de 21 de mayo de 1992), relativa a la conservacion de los héabitats naturales y
de la fauna y flora silvestres, con el cddigo 1110. Las zonas costeras que albergan estos
habitats pasan a formar parte de la Red Natura 2000 con la denominacion de Lugares de
Importancia Comunitaria (LIC’s) y posteriormente como Zonas de Especial
Conservacion (ZEC). A nivel autondmico, C. nodosa esta incluida en el Catalogo de
Especies Amenazadas de Canarias, regulado por el decreto 151/2001, como “sensible a
la alteracion del habitat”. Cualquier actuacion que cause una regresion, degradacion o

destruccion de estas praderas puede considerarse una agresion medioambiental grave.

En 2003, debido a la grave situacion en la que se encontraban las fanerogamas
marinas en Canarias, se redactd el Plan de Conservacion del habitat de Cymodocea
nodosa como posible solucion a estas afecciones. En este Plan se recogieron las
medidas y actuaciones especificas que deben llevarse a cabo para conservar de manera
favorable las poblaciones de C. nodosa que se encuentran en regresion o que pueden ser
afectadas irremediablemente por actuaciones en el litoral. El Plan aborda tres tipos de
ambitos, el relacionado con la especie (estudios genéticos, cultivo in vitro,

trasplantes...), el relacionado con el ecosistema (determinar el estado de conservacion
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de las praderas, hacer cumplir la legislacion vigente, estudios de impacto ambiental....),
y por ultimo el ambito social (con programas de divulgacion y concienciacion, canales
de comunicacién....). Por el momento, el Plan de Conservacion del habitat de C. nodosa

en Canarias se encuentra pendiente de aprobacion por las autoridades competentes.

b) La conservacion mediante actuaciones in situ y ex situ: programas de

rehabilitacidn, restauracion y mitigacion.

En primer lugar es conveniente hacer una definicion de los diferentes términos
empleados en este sentido: rehabilitacion, restauracion y mitigacion. La rehabilitacion
de praderas de fanerégamas marinas es un término general, que implica el retorno de
praderas en zonas donde existian previamente (no implica necesariamente a la misma
especie ni el funcionamiento del ecosistema) (Seddon, 2004). El término restauracién
hace referencia al retorno de las praderas hasta las condiciones preexistentes. En esta
ocasion si implica a la misma especie, abundancia, distribucion y funciones del
ecosistema (Seddon, 2004). Se entiende por mitigacion las actuaciones llevadas a cabo
para contrarrestar o0 minimizar los impactos y compensar la pérdida o degradacion de

praderas de fanerogamas marinas (Lord ef al., 1999).

Segun Fonseca et al. (1998), existen 5 objetivos principales que deben

alcanzarse en un proyecto de mitigacion o restauracion de fanerégamas marinas:

1°. Desarrollar una cubierta vegetal estable.

2°. Trasplantar un area vegetal equivalente a la perdida.
3°. Aumentar el area trasplantada lo méximo posible.
4°. Reemplazar la misma especie que se ha perdido.

5°. Desarrollar una fauna estable y equivalente a la natural en la pradera control.

A nivel global, llevan realizandose actuaciones en praderas de fanerdgamas
marinas degradadas por la actuaciéon humana desde la segunda mitad del siglo XX, con
el fin de mejorar las condiciones ecologicas de las mismas (Addy, 1947; Phillips, 1974,
1980, 1990; Fonseca et al., 1998; Gordon, 1996; Johansson & Greening, 2000). Se han
llevado a cabo diferentes experimentos de restauraciéon y mitigacion con diferentes
grados de ¢éxito en Norte y Centro América (Thorhaug, 1983, 1985; Davis & Short,
1997; Sheridan et al., 1998; Harwell & Orth, 1999, Fonseca et al., 1994; 1998; 2003;
Orth et al., 1999; Heidelbaugh et al., 2000; Herrera-Silveira et al, 2000), Australia
(Lord et al., 1999; Paling et al., 2000, 2001, 2007; van Keulen et al., 2003), Japén
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(Watanabe & Terawaki, 1986) y Europa: Dinamarca (Christensen et al., 1995), Holanda
(van Katwijk, 2003), Italia (Balestri et al., 1998; Piazzi et al., 1998; Curiel et al., 2003),
Espana (Ruiz de la Rosa et al., 2006) o Francia (Meinesz et al.,1993; Molenaar ef al.,
1993; Molenaar & Meinesz, 1995).

Los primeros intentos de trasplante se realizaron en el mar de Wadden con la
especie Zostera marina, tras las catastroficas pérdidas sufridas a comienzos de siglo XX
(den Hartog, 1996; van Katwijk, 2003). Debido a esto, Z. marina es una de las especies
mas estudiadas, llevandose a cabo proyectos para la restauracion de sus praderas y la
reintroduccion en zonas donde existia antiguamente (Davis & Short, 1997; Harwell &
Orth, 1999; Orth et al., 1999; van Katwijk, 2003). Junto con Zostera, las especies
Thalassia testudinum, Halodule wrightii y Syringodium filiforme, han sido objetivo de
programas de restauracion en EEUU (Addy, 1947; Fuss & Nelly, 1969; Phillips, 1974;
Thorhaug, 1983, 1985). En el Mediterraneo, el mayor esfuerzo se ha realizado con
Posidonia oceanica, intentando su recuperacion de forma artificial en zonas degradadas
por el efecto de la pesca de arrastre o la contaminacion (Cooper, 1982; Meinesz et al,
1993; Molenaar et al., 1993; Balestri et al., 1998; Lepoint et al., 2004). Con Posidonia
se han alcanzado altas tasas de supervivencia después de tres afios del transplante de
rizomas plagidtropos (Meinesz et al, 1993; Molenaar & Meinesz, 1995; Piazzi et al.,

1998; Procaccini & Piazzi, 2001).

El éxito de los proyectos de restauracion y mitigacion a lo largo de todo el
mundo se establece alrededor del 30% (Fonseca et al., 1998), aunque en algunas
regiones se han recogido indices mayores. El éxito de los trasplantes va a depender de
muchos factores, por una parte de la propia especie y sus requerimientos ambientales, y

por otra de los métodos de trasplante empleados, del lugar y de la época de trasplante.

Segin Gordon (1996), existen una serie de consideraciones que deben ser

tenidas en cuenta a la hora de restaurar, rehabilitar o crear una pradera:

1°. Seleccionar sitios favorables para el trasplante (en cuanto a calidad de agua,
estabilidad del sedimento...).

2°. Desarrollar una metodologia que se adapte a las condiciones del lugar.

3°. Incrementar y mejorar las tasas de crecimiento y cobertura de la pradera.

4°. Minimizar el impacto en las praderas donantes.

5°. Tener en cuenta el tiempo y dinero consumidos.

6°. Conseguir reemplazar las funciones ecologicas naturales de la pradera.
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1.G.1.5. Los métodos empleados para la restauracion de praderas son muy
heterogéneos, y varian en funcion de la especie y de las condiciones hidrodindamicas

del entorno.

De forma general se pueden diferenciar los métodos de trasplante manuales y los
mecanicos. Los métodos manuales se basan, por una parte, en la recoleccion de
semillas de la pradera donante para dispersarlas directamente (Thorhaug, 1985; Orth et
al., 1994; Harwell & Orth, 1999; Pickerell et al., 2005), o para hacerlas germinar y
trasplantar las plantulas a la pradera receptora (Cooper, 1982; Meinesz et al., 1993;
Balestri et al., 1998; Kirkman, 1998); o, por otra parte, en la recogida de fragmentos de
rizoma o ramets de una pradera donante, libres o con sedimento, y su transplante a la
pradera receptora con diferentes formas de anclaje. Asi se denominan y definen algunos

de los métodos basados en la recoleccion de rizomas:

- Plugs, sods, cores o peat pot. consistentes en fragmentos de rizoma con
sedimento intacto y extraidos con cores o palas (Thorhaug, 1985; Heidelbaugh et al.,
2000; van Keulen et al., 2003; Curiel ef al., 2003; Seddon, 2004; Ruiz de la Rosa ef al.,
20006; Paling et al., 2007).

- Sprigs: son fragmentos de rizoma libres de sedimento (Thorhaug, 1985; Paling

etal.,2007).

- Staple: método consistente en un rizoma con dos haces, libre de sedimento, y
fijado al fondo con una grapa de metal (van Keulen et al., 2003; Curiel et al., 2003;
Park & Lee, 2007) o de material biodegradable (Davis & Short, 1997).

- Terfs o mesh: haces libres de sedimento y fijados en una estructura de red
metalica (Ruiz de la Rosa et al., 2006; Park & Lee, 2007) o de material biodegradable
(Lepoint et al., 2004).

- Shell method o método de la concha: que consiste en un rizoma y dos haces,
libres de sedimento, unidos a una concha, y en el cual, seglin el autor, no es necesario el

trabajo de buceadores (Park & Lee, 2007).

En general se han llevado a cabo numerosos proyectos de restauracion a pequeia
escala (<1 ha) con métodos manuales, aunque ha aumentado el interés en programas de
trasplante a mayor escala (Fonseca et al., 1998). Ya en 1982 comenzé un proyecto de

restauracion a gran escala en la Bahia de Biscayne, Florida, abarcando una superficie de
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4.20 ha (Thorhaug, 1985). Se trasplantaron tres especies de seagrasses, Thalassia
testudinum, Halodule wrightii y Syringodium filiforme mediante 2 métodos manuales,
sprigs y plugs, obteniéndose los mejores resultados en los sprigs de Thalassia con un
70% de supervivencia 18 meses después del trasplante. Davis & Short (1997),
trasplantaron 2.52 hectareas de Zostera marina para mitigar el impacto de la expansion
de un puerto en una pradera ya existente. Para ello emplearon una nueva técnica con
rizomas horizontales, reduciendo en un 80% el numero de plantas requeridas de la
pradera donante, y disminuyendo asi su impacto. Un afio después del trasplante los
indices de supervivencia rondaron el 75-98%. En 1996, en Chesapeake Bay (EEUU),
comenz6 un proyecto de restauracion a gran escala empleando una técnica mas simple
que las utilizadas hasta ese momento, la cual consistié en trasplantar haces individuales
sin anclar y sin proteccion, plantados en angulo, reduciendo asi el tiempo de trasplante
(Orth et al., 1999). Los haces individuales se establecieron satisfactoriamente y
mostraron un crecimiento rapido durante los 20 primeros meses. Esta técnica de haces
individuales reducia en un 50% el niimero de plantas mencionadas en el trabajo de

Davis & Short (1997).

La bibliografia revisada revela, ademas, que las experiencias de trasplante con
métodos manuales han tenido menos éxito en Australia que en EEUU, debido
probablemente a que en Norte América las fanerdgamas marinas se dan en estuarios o
costas con bajo hidrodinamismo, mientras que en Australia ocupan habitats mas
expuestos al oleaje (Paling et al., 2000). Kirkman (1998) y Van Keulen (2003), llevaron
a cabo sin éxito varios experimentos de trasplante en las costas australianas, debido a
que los sistemas de anclaje no eran suficientes para mantener las plantas en el
sedimento. Mas recientemente, también en Australia, Paling et al., (2007) consiguieron
mejorar los resultados anteriores mediante el empleo de dos métodos de trasplante
manuales (plugs y sprigs) con la especie Posidonia sinuosa, trabajando a 3
profundidades (3, 5 y 9 m) y en 7 localidades distintas. El método de los plugs se
considerd como el mas favorable, ya que mostré mayores porcentajes de supervivencia
dos afios después del trasplante, en los diferentes sitios y condiciones. Por otro lado, los
sprigs fueron menos costosos que los plugs, y tuvieron mayores porcentajes en aguas
poco profundas con sedimento fino, movimiento moderado del agua y maxima luz
disponible. Park & Lee (2007), en Corea, emplearon 3 técnicas de trasplante con
Zostera marina en varios sitios y con diferentes tipos de sedimentos. El método staple

obtuvo la mayor supervivencia (77.1-93.8%) en los tres sitios, pero resultd mas costoso
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laboralmente. El método de los ferfs, en donde fijaron 72 haces en una estructura
metalica de 60 x 60 cm para obtener una densidad de 200 haces m™, también dio buenos
resultados (58.7-69%) en todos los sitios. Estos autores emplearon también el método
de la concha con muy buenos resultados en sedimentos fangosos (81.3%) y limosos
(76.5%), pero muy bajos porcentajes en sedimentos arenosos (5%). Los terfs y las
conchas redujeron el tiempo de trabajo bajo el agua, por lo que, segin los autores, son

adecuados para restauraciones a gran escala.

La restauracion de praderas recogiendo rizomas de la pradera donante y
plantando en sitios nuevos, como ya hemos visto, no siempre ha dado buenos
resultados, ademds de ser una labor bastante cara. Orth et al. (2006) sugirieron que las
praderas creadas con fragmentos de rizoma trasplantados tendian a ser genéticamente
mas homogéneas, crecian mas despacio, producian menos semillas y tenian menores
indices de germinacion que las praderas mas diversas genéticamente. Procaccini &
Piazzi (2001) sugirieron que la variabilidad genética del material de partida era
importante para el éxito de la restauracion de praderas degradadas. La variabilidad
genética se ve aumentada por la reproduccion sexual; por lo tanto, las plantulas
germinadas a partir de semillas pueden ser una fuente de material dptima para el
trasplante (Williams & Orth, 1998). Es por esto que cada vez hay mayor interés en
usar semillas como método alternativo para la restauracion de habitats
degradados. Estas técnicas tienen la ventaja de que el impacto en la pradera donante es
menor, y el trabajo con semillas es menos laborioso (Christensen et al., 2004).
Recientemente, los proyectos de restauracion de praderas de fanerogamas marinas se
centran también en las metodologias que favorecen el proceso de recolonizacién natural,
denominadas compressed succesion (Fonseca et al., 2000). En ellas se favorece el
crecimiento de especies colonizadoras de rapido crecimiento (como Halodule wrightii),
y se planta entre ellas la especie climax (por ejemplo Thalassia testudinum o Posidonia
sp.), tanto con plantulas recolectadas como cultivadas. En este sentido, los resultados de
van Keulen et al., (2003) indicaron que los cores de Posidonia crecian mejor cuando se
plantaban en medio de una pradera de Heterozostera, comparado con sedimentos

desnudos o en sedimentos desnudos con alguna proteccion.

La técnicas mecanicas fueron implantadas en las costas de EEUU a partir de
1997 (Ehringer & Anderson, 2002), cuando James Anderson construy6 un barco con un

sistema de inyeccion de nutrientes en el sedimento. En 1998, James Anderson ide6 otro
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barco para sembrar haces de Halodule wrightii y plantulas de Thalassia testudinum
crecidas a partir de semillas, con el que era posible plantar mas de un acre por dia
(4.046 m?). Mas recientemente, se desarrollé un plantador de semillas mecéanico (Traber
et al., 2003), que permitio llevar a cabo un experimento con semillas de Zostera marina
sembradas con métodos mecanicos y compararla con los métodos manuales
tradicionales en la region de Chesapeake Bay (Orth ef al., 2009). Estos autores
concluyeron que el establecimiento de las plantulas sigue siendo escaso con ambos
métodos, lo que dificulta la restauracion de estas praderas, obteniéndose los mejores
resultados (18.8%) en semillas inyectadas a mano con pipetas (Orth et al., 2009). En
Australia también se desarrollaron técnicas mecanicas para llevar a cabo los trasplantes.
Asi, desarrollaron en 1996 una maquina sumergible, denominada ECOSUB 1 (1996) y
posteriormente ECOSUB 2 (2000), capaz de extraer y trasplantar grandes parcelas de
seagrasses (0,25 m* y 0,5 m de profundidad) (Paling ef al., 2001; Seddon, 2004). Estas
parcelas, denominadas sods, abarcaban una mayor biomasa y proporcionaban un
sistema de anclaje mejor que los métodos manuales (Seddon, 2004). Paling et al. (2001)
comprobaron que la supervivencia dependia principalmente de la especie, y dos afios
después del trasplante de sods con ECOSUBI1 obtuvieron unos porcentajes de
supervivencia de 76.8% para Posidonia sinuosa, de 75.8% para P. coriacea y de 44.3%
para Amphibolis griffithii. La técnicas mecanicas han permitido mejorar enormemente el
rendimiento, aumentar los porcentajes de supervivencia, acelerar el recubrimiento de
zonas dafadas y disminuir los costes de trasplante (Paling et al. 2001; Ehringer &

Anderson, 2002; Seddon, 2004).

Las experiencias de trasplante con Cymodocea nodosa son muy limitadas,
presentdndose solo dos citas publicadas, y basadas, en ambos casos, en métodos
manuales con fragmentos de plantas adultas recolectadas de praderas donantes. En el
afio 2003, se publican los resultados obtenidos de experimentos llevados a cabo en el
lago de Venice (Italia) por Curiel et al., (2003). Estos autores emplearon dos métodos
de trasplante, sods y rizomas libres de sedimento unidos al fondo con un clip de plastico
(método staple), obteniendo unos porcentajes de supervivencia cercanos al 80% dos
afos después del trasplante. Con ambos tipos de métodos aumentaron la densidad inicial
de haces y concluyeron que C. nodosa puede ser trasplantada satisfactoriamente, ya que
el funcionamiento de la pradera trasplantada, tras dos estaciones vegetativas, es similar

al de la pradera natural (Curiel et al., 2003).
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El segundo trabajo sobre trasplantes de Cymodocea nodosa se llevo a cabo en las
Islas Canarias, donde se probaron 4 métodos de trasplante: sods, recipientes
biodegradables con pequefos sods insertos y rizomas libres unidos a cuerdas y mallas
(Ruiz de la Rosa et al., 2006). Estos autores concluyeron que el método mas efectivo y
rentable es el de los sods (37% de supervivencia 15 meses después del trasplante), al
igual que en el trabajo previo llevado a cabo por Curiel ef al. (2003), aunque todavia no
lo consideran viable para trasplantes a gran escala. Los diferentes resultados de
supervivencia obtenidos en ambos estudios pueden ser debidos a que los trasplantes
llevados a cabo en Canarias han sido expuestos a un mayor hidrodinamismo, lo que
posiblemente ha reducido la supervivencia de los trasplantes (Ruiz de la Rosa et al.,

2006).

En general, se puede afirmar que uno de los mayores riesgos de los planes de
restauracion es la obtencion del material de trasplante, ya que va a producir una
perturbacion en la pradera donante. Una forma de remediar este problema es la
propagacion vegetativa in vitro, generalmente denominada micropropagacion, que
permita clonar en un corto espacio de tiempo las diferentes especies de fanerd6gamas
marinas y proporcionar suficiente material para el trasplante sin dafiar las praderas
naturales. Por el momento no se conocen estudios de micropropagacion (organogénesis
o embriogénesis somatica) que hayan tenido éxito con faner6gamas marinas. Los
estudios in vitro se limitan a la propagacion clonal de explantos, como fragmentos de

rizoma, o al cultivo en condiciones asépticas de plantulas germinadas in vitro.
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Por todo lo anteriormente expuesto:

El trabajo realizado se desarrolla con el objetivo de plantear soluciones a los
problemas de conservacion que afectan a la especie Cymodocea nodosa y su ecosistema
en Canarias. De esta forma, se pretenden llevar a cabo estrategias de conservacion ex
situ que incluyan el desarrollo de una técnica de propagacion con la que obtener

plantulas germinadas a partir de semillas, su aclimatacion y trasplante al mar.

Con la experiencia adquirida se estableceran las bases del cultivo in vitro a partir
de tejido embrionario, para poder obtener, en un futuro, material vegetal con el que
llevar a cabo los programas de restauracion y trasplante sin recurrir a las praderas

naturales.
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CAPITULO I

Propagacion in vitro de semillas de Cymodocea nodosa
como técnica de restauracion ex situ.
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I.1.1. La especie Cymodocea nodosa se distribuye por el Mar Mediterrdneo y el

Atlantico Nororiental formando praderas submarinas poco profundas.

Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson (syn: Cymodocea aequorea, Koening) es
una faner6gama marina perteneciente a la familia Cymodoceae (Afonso-Carrillo & Gil-
Rodriguez, 1980). Aunque su origen es tropical, crece en ambientes templados, con
temperaturas que varian entre los 10 y los 30°C (Greve & Binzer, 2004). Actualmente se
localiza en el Mar Mediterraneo y en el Atlantico Nororiental, desde el sur de Portugal,
hasta las costas de Senegal, incluyendo Madeira y el Archipiélago Canario (Afonso-
Carrillo & Gil-Rodriguez, 1980; Reyes et al., 1995; Afonso Carrillo & Sansén, 1999;
Pavon-Salas ef al., 2000; Cunha & Araajo 2009) (Fig. I.1A).

En el Archipiélago Canario, esta especie forma praderas en fondos arenosos bien
iluminados, entre los 2 y los 35 metros de profundidad (Reyes et al., 1995; Pavon-Salas
et al., 2000). Las praderas se localizan en las zonas abrigadas de las islas, coincidiendo
con las costas de la vertiente Sur y Este y son conocidas con el nombre de sebadales
(Afonso-Carrillo & Gil-Rodriguez, 1980). Estos ecosistemas se encuentran mejor
representados en las islas centro-orientales, preferentemente en las costas de sotavento,
semiexpuestas y abrigadas (Wildpret et al., 1987). Atendiendo a Reyes ef al. (1995),
existen 51 localidades en el litoral de las islas con presencia de praderas de Cymodocea
nodosa (Fig. 1.1B). Por islas, se cita una pradera en las islas de La Palma, El Hierro, La
Gomera y La Graciosa, 16 en la isla de Tenerife, 13 en Gran Canaria, 12 en
Fuerteventura y 6 en Lanzarote. Actualmente algunos de estos sebadales se encuentran

en regresion o han desparecido en su totalidad, como hemos mencionado anteriormente.

Con frecuencia estas praderas crecen de manera aislada, formando comunidades
monoespecificas denominadas Cymodocetum nodosae (Fig. 1.2A) (Afonso-Carrillo &
Gil Rodriguez, 1980), pero también pueden ser mixtas, apareciendo acompafiadas por la
faner6gama marina Halophila decipiens (Pavon-Salas et al., 2000) o por algunas algas
verdes del género Caulerpa, como C. racemosa, C. mexicana, o C. prolifera, con la que
forma importantes asociaciones (Fig. 1.2B) (Afonso-Carrillo & Gil Rodriguez, 1980,
Gonzalez, 1986; Pavon-Salas et al., 2000; Barberd et al., 2005). Segin Gonzalez
(1986), otras asociaciones pueden estar presentes, como Cymodocea-Cottoniella,
Cymodocea-Daysa, Cymodocea-Cystoseira abies-marina, Cymodocea-Cystoseira-

Stypocaulon o Cymodocea-Cymopolia.
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1.1.2. Cymodocea nodosa presenta la morfologia tipica de las fanerégamas

marinas, ademds de una floracion y fructificacion anual.

La morfologia de Cymodocea nodosa fue descrita con detalle por Bornet (1864)
bajo el nombre de Phucagostis major Cavalini y mas recientemente por Afonso-Carrillo
& Gil Rodriguez (1980), Caye & Meinesz (1985) y Reyes & Sanson (1994). Esta
especie es un hidrofito herbaceo marino, que presenta un rizoma vegetativo de
crecimiento horizontal, del que, a nivel de los nudos, parten raices y rizomas erectos
(Fig. L.2C-D). El rizoma horizontal se denomina plagiotropo, es herbaceo, cilindrico y
con ramificaciéon monopodial (Reyes & Sanson, 1994). Segiin Caye & Meinesz (1985)
pueden alcanzar un indice de crecimiento de 1.80 m/afio en praderas de baja densidad.
Este rizoma, a su vez, produce ramificaciones secundarias laterales de crecimiento
vertical denominadas rizomas ortétropos. Estos rizomas son erectos, poco ramificados y
portan a nivel de sus nudos las hojas agrupadas en haces y protegidas por vainas (Reyes
& Sanson, 1994). En los rizomas ortotropos se producen las flores y presentan un ritmo
de crecimiento menor (1-2 cm/afio) (Caye & Meinesz, 1985). Segin las condiciones
ambientales, ambos tipos de rizomas pueden intercambiar sus funciones, ya que el
meristemo apical de los 2 ejes no esta diferenciado de forma irreversible, y su modo de
crecimiento puede cambiar (Marba et al., 2004). Asi, en poblaciones muy densas, donde
hay poco espacio disponible, un rizoma horizontal tiene la capacidad de crecer
verticalmente (Caye & Meinesz, 1985). De igual manera, cuando el apice del rizoma
plagiotropo resulta dafiado, los ejes verticales pueden asumir un crecimiento horizontal

(Reyes & Sanson, 1994; Marba et al., 2004).

Los rizomas y raices de Cymodocea nodosa presentan la anatomia tipica de las
monocotiledones (Reyes & Sansén, 1994). Las raices se forman a nivel de los nudos de
los rizomas plagiotropos, como ya se ha mencionado, son adventicias, de color
blanquecino y con ramificacion monopodial. Las hojas que portan los rizomas erectos
son alternas, disticas y su crecimiento es principalmente por medio de un meristemo
basal. Las hojas en desarrollo se mantienen protegidas por las vainas de las hojas
maduras del mismo haz, que normalmente quedan enterradas en el sedimento. Las
laminas foliares presentan alrededor de 10 nervios paralelos, son alargadas y estrechas,
y pueden llegar a medir hasta 40 y 50 cm de largo y 3-5 mm de ancho. Presentan, al
igual que otras especies de faner6gamas marinas, dientes marginales, particularmente

hacia el &pice de la lamina foliar (Kuo & den Hartog, 2006).
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Las flores de Cymodocea nodosa son solitarias, unisexuales y carecen de
periantio (Bornet, 1864; Afonso-Carrillo & Gil Rodriguez, 1980). Al igual que el resto
de miembros de la familia Cymodoceae, C. nodosa es una especie dioica. Las plantas
masculinas y femeninas pueden crecer entremezcladas aunque generalmente tienden a
formar grandes manchas s6lo constituidas por individuos de uno u otro sexo (Reyes &

Sanson, 1994) (Fig. [.2E).

Esta especie produce pares de frutos drupaceos, lateralmente comprimidos y con
un epicarpio carnoso de color amarillento (Reyes & Sansén, 1994; Kuo & den Hartog,
2006). Son indehiscentes y con maduracion geocarpica (Ackerman, 2006; Kuo & den
Hartog, 2006). Una vez desarrollados permanecen unos meses unidos a la planta madre,
hasta que finalmente maduran y se separan, desprendiéndose al sedimento.
Posteriormente el epicarpio se pudre y la semilla permanece enterrada en el sedimento

protegida por el endocarpio (Caye & Meinesz, 1986; Reyes & Sanson, 1994).

El ciclo reproductivo de Cymodocea nodosa, desde la floraciéon hasta la
germinacion, dura aproximadamente 1 afio, con 1-2 meses para la floracion, 2-3 meses
para la fructificacion y 7-9 meses para la dormancia de las semillas (Buia & Mazzella,
1991; Reyes et al., 1995). La floracion suele ser anual, entre los meses de marzo y
junio, (Caye & Meinesz, 1985; Reyes et al., 1995) y relativamente abundante,
particularmente en praderas densas (Tabla 1.1). La fructificacion, segun Reyes et al.
(1995), comienza a finales de abril y en mayo se encuentran los primeros haces con
frutos maduros (Tabla I.1). Una pauta similar fue observada en distintas localidades del
Mediterraneo (Caye & Meinesz, 1985; Pirc et al., 1986; Buia & Mazzella, 1991;
Terrados, 1993), aunque aqui se detectd un retraso en la fructificacion con respecto a

Canarias (julio-agosto en el Mediterraneo; abril-mayo en Tenerife).
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Tabla I.1. Recopilacién bibliografica sobre la fenologia reproductiva de Cymodocea nodosa. (n.d. no datos).

Referencia N° Flores Pe.r IOdO. . N Fmtos 0 L N’p lgntulas % Germinacion
Fructificacion semillas Germinacion germinadas
S . 2 semillas
Caye & Meinesz (1985) Mar Mediterrénco. Mas de 2_226 Verano Entre.80 y 2_%0 germinadas en todos n.d.
Costa francesa flores m semillas m
sus muestreos
Mar Mediterraneo. Miéx. en iulio
Pirc et al., (1986) Isla de Ischia n.d. n.d. n.d. Mayo- Agosto n.d. con u.n SJ‘V )
(Golfo de Napoles) ’
Mar Mediterraneo. . .
Buia & Mazzella (1991) Isla de Ischia Entre 3y 99y lio-Agosto e 14y 340 Hasta 71 | Max. en julio
. flores m semillas m plantulas m con un 100%
(Golfo de Napoles)
Mar Menor y Entre 0 y 44.8 Entre 0y 220.3 Entre 0y 7 o, (3)
Terrados (1993) Sureste Mediterraneo flores m™ n.d. semillas m™. plantulas m™ 3.6%
Océano Atlantico. . Entre 3 y 353 . Entre 55y 638 Entre 5y 75 Max. en abril
Reyes et al., (1995) Marzo-Junio flores m> Abril-Mayo frutos m™ pléntulas m> con un 52% @

U Pirc et al., (1986): 54% de germinaciones en Julio en relacion al muestreo de 100 semillas; 100% = 100 semillas.

@ Buia & Mazzella (1991): 100% de germinaciones teniendo en cuenta las semillas y plantulas encontradas en el mes de julio en la estacion D de la pradera de San

Pietro (14 plantulas / 14 semillas); 100% = 14 semillas.

®) Terrados (1993): 3.6% de germinaciones teniendo en cuenta el niimero de frutos totales entre el nimero maximo de plantulas encontradas en la pradera Veneziola en

el Mar Menor (7 plantulas / 194 semillas); 100% = 194 semillas.

@ Reyes et al. (1995): 52% de germinaciones en abril en relacién al nimero de frutos encontrados ese mes (64 plantulas / 122 semillas); 100% = 122 semillas
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1.1.3. La especie Cymodocea nodosa es del tipo de fanerégamas marinas que

forma bancos de semillas donde un porcentaje muy bajo germina en la naturaleza.

Las semillas de Cymodocea nodosa son més densas que el agua de mar y se
forman en la base de los haces enterrados en el sedimento, por lo que la distancia de
dispersion de la planta madre se estima en una escala de centimetros (Buia & Mazzella,
1991; Marba et al., 2004; Orth et al., 2006). Estas semillas pueden permanecer
enterradas en el sedimento en estado de dormancia por un periodo de 7-8 meses y su
germinacion ocurrir en la primavera siguiente a su formacion (Pirc et al. 1986; Buia &
Mazzella, 1991). Por consiguiente, la escasa dispersion y el estado de dormancia
contribuyen a la generacion de bancos de semillas permanentes, cuya germinacion
contribuye mas al mantenimiento de praderas establecidas que a la formacion de nuevas
(Buia & Mazzella, 1991). Tanto en el Mediterraneo como en Canarias se menciona la
existencia de bancos de semillas permanentes a lo largo del afio (Tabla I.1) (Caye &
Meinesz, 1985; Caye et al., 1992; Terrados, 1993; Reyes et al., 1995). Sin embargo, en
momentos de gran dindmica del sedimento, provocado por fuertes tormentas o por una
gran actividad bidtica, las semillas pueden transportarse largas distancias, donde la
formacion de nuevos parches es posible (Pirc et al., 1986; Terrados, 1993). En este
sentido, Terrados (1993) observé plantulas en los alrededores de las praderas, incluso la
existencia de parches laxos establecidos a partir de plantulas. Segiin Marba et al. (2004),
la dispersion de semillas se evidencia también por la presencia de praderas separadas
mas de 300 Km. y porque las semillas de C. nodosa pueden observarse en alguna

ocasion en las playas.

A pesar del elevado nimero de frutos generalmente encontrados en el
sedimento, se ha documentado la existencia de praderas con ausencia total de
germinaciones (Terrados, 1993), praderas donde el numero de germinaciones fue muy
bajo (Caye & Meinesz, 1985) y praderas donde la germinaciéon fue abundante y
recurrente todos los afnos (Pirc et al., 1986; Buia & Mazzella, 1991; Terrados, 1993;
Reyes et al. 1995) (Tabla I.1). Respecto a los porcentajes de germinacion reflejados en
la Tabla I.1, creemos que no representan el potencial germinativo real de las semillas en
la naturaleza, ya que para poder calcularlo se deberian de tener en cuenta por una parte
el nimero total de semillas producidas durante todo un afio, y por otra el nimero de
plantulas germinadas a lo largo del afio siguiente. En este sentido, el estudio mas

exhaustivo sobre la fenologia reproductiva de Cymodocea nodosa fue llevado a cabo
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por Reyes et al. (1995), ya que estudiaron la fructificacion y germinacién de semillas en
la naturaleza durante dos ciclo anuales. Analizando estos resultados, podemos
acercarnos a unos valores de germinacion en la naturaleza més aproximados a la
realidad. Teniendo en cuenta el nimero de plantulas germinadas a lo largo de un ciclo
anual completo y del nimero de frutos hallados en la naturaleza por estos autores el afio
anterior, obtenemos un valor de germinacion del 5.7% anual (209 plantulas / 3647
semillas). En nuestros propios muestreos, el numero de plantulas encontrado es siempre
muy bajo (entre 5-6 plantulas por muestreo como maximo), y, a pesar de que no se llevo
a cabo un estudio exhaustivo en este sentido, por no estar dentro de nuestro objetivo,
podemos afirmar que el nimero de plantulas germinadas en la naturaleza es muy bajo
en relacion al elevado niumero de frutos producidos. En definitiva, se puede concluir que
un gran numero de propagulos sexuales se pierde irremediablemente en la naturaleza.
Ademas, las plantulas germinadas presentan, por lo general, una escasa supervivencia
(Caye & Meinesz, 1986; Buia & Mazzella, 1991; Terrados, 1993; Reyes et al., 1995),
siendo mayor en praderas bien establecidas que en substratos desnudos (Terrados, 1993;
Reyes, 1993). Pirc et al. (1986) observaron que el 50% de las plantulas germinadas se
perdieron a finales del verano por mortalidad, y, tinicamente Terrados (1993) cita la
presencia de plantulas de 2 afios de edad con un rizoma desarrollado en una pradera del
Mar Menor. Segin Marba et al. (2004), 1a mortalidad de las plantulas antes de iniciar un
crecimiento clonal se debe a que requieren de la acumulacion de gran cantidad de
recursos para su crecimiento. Por los tanto, creemos que puede resultar beneficioso
para la conservacion de la especie la extraccion de las semillas y su germinacion en
condiciones controladas de laboratorio. Asi, aumentar la capacidad de
germinacion de estas semillas y la supervivencia de las plantulas significaria una

buena estrategia para la conservacion de la especie y su habitat.

El proceso de germinacién de Cymodocea nodosa ha sido descrito por varios
autores (Caye & Meinesz, 1986; Reyes & Sanson, 1994), aunque ninguno presenta una
descripcion histologica detallada. Describen el inicio de la germinacién con la apertura
del extremo distal de la cresta dorsal del fruto y la emergencia del cotiledon. En esto
coinciden ambos trabajos, pero difieren ligeramente en la descripcion posterior. Segun
Reyes & Sanson (1994), mientras el cotiledon se elonga y se vuelve verde, la radicula se
desarrolla, se ablanda, y se cubre de numerosos pelos muy delicados. Cuando el
cotiledon alcanza 4 cm de largo pueden diferenciarse las distintas partes del embrion: la

radicula; el hipocotilo o primer entrenudo, de color blanco, cilindrico y con un pequefio
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engrosamiento terminal; el cotileddn, cilindrico y de color verde; y la gémula, situada
en el interior de la vaina del cotiledon. Estos autores contintian su descripcion con la
salida de las dos primeras raices, que emergen a partir de dos pequefias protuberancias
opuestas a cada lado del engrosamiento distal del hipocotilo. Segiin Reyes & Sansén
(1994), la primera hoja se forma a la vez que el cotiledon y sucesivamente se
desarrollan la segunda y tercera hoja y, a la vez, el segundo y tercer par de raices, con la
misma disposicion que las primeras. Por otro lado, Caye & Meinesz (1986) no
mencionan la formacidn de la radicula sino la presencia de la plumula que es expulsada
de la semilla. Ademas, no mencionan la presencia del hipocotilo, ni de la radicula, ni de
la gémula, y describen la formacion de la primera hoja dentro del cotiledon, el cual
funciona como vaina protectora y no es hasta la aparicion de la tercera hoja cuando
desarrollan las primeras raices adventicias. El trabajo llevado a cabo en nuestro
laboratorio nos va a permitir contrastar estas definiciones y profundizar en la

descripcion morfologica e histologica de la germinacion en la especie C. nodosa.

1.1.4. La germinacion de Cymodocea nodosa y otras fanerogamas marinas

puede inducirse in vitro alterando las variables fisico-quimicas del medio.

Se han llevado a cabo numerosas experiencias sobre la germinacioén de semillas
de distintas faner6gamas marinas en el laboratorio que demuestran que la salinidad, la
temperatura, la luz, la escarificacion del tegumento, y el oxigeno, son algunos de los

aspectos clave que influyen en la germinacion (Orth et al., 2006).

McMillan (1987, 1988) observo que la luz era un factor importante para inducir
la germinacion en Halophila engelmanii y H. decipiens. Las semillas de H. engelmannii
comenzaban a germinar 3 0 4 semanas después de la recoleccion. Se observd un
incremento en la germinacion bajo condiciones de luz de intensidad elevada y todas las
semillas retrasaban la germinacion al transferirlas a la oscuridad. Se pudo observar
también que las semillas no germinaban si estaban enterradas, y que tras el movimiento
del sedimento, y la exposicion de las semillas a la luz, comenzaban a germinar
permitiendo la colonizacion de nuevos substratos (McMillan, 1987). Igualmente, las
semillas de H. decipiens germinaban en 2-3 dias tras retirar el sedimento (86%), y bajo
condiciones de salinidad de entre 25 y 34 psu (McMillan, 1988). Balestri & Cinelli
(1995) recogieron semillas de Posidonia oceanica para su germinacion en el laboratorio

y el estudio de diversos factores (incluido la luz y tipo de contenedor de crecimiento) en
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los patrones de germinacion, desarrollo y porcentaje de supervivencia de las plantulas.
El més alto porcentaje de germinacion (86.5 + 9.2) y de supervivencia (94.4 + 7.8) se
alcanz6 a los 18 dias en condiciones de luz elevadas. Otras especies, sin embargo, no se
ven afectadas por las condiciones luminicas. Es el caso de las semillas de Halophila
spinulosa, que mostraron periodos de dormancia de unas 5 semanas, tras lo cual la
germinacion fue elevada tanto en luz como en oscuridad, aunque todas las plantulas
obtenidas murieron en la fase de crecimiento de la segunda o tercera hoja (Birch, 1981).
Por otro lado, la luz no se consider6 importante en la germinacion de especies como

Zostera marina o Z. noltii (Hootsman et al., 1987; Harrison, 1991; Moore et al., 1993).

El nivel de oxigeno y otras propiedades del sedimento son factores que también
afectan a la germinacion de las semillas. Moore et al. (1993) observaron una
germinacion mas rapida en semillas de Zostera marina en sedimentos y en frascos con
agua donde se retird el oxigeno, comparado con otras experiencias en presencia de
oxigeno. Kawasaki (1993) también mostré que la germinacion de Z. marina se vio
favorecida cubriendo las semillas con sedimento o sumergiéndolas en agua con una
cantidad de oxigeno menor de 1 ppm. Por el contrario, los niveles de oxigeno no fueron
determinantes en el porcentaje de germinacion de Z. capricorni (Brenchley & Probert,
1998), ya que éste fue, a 16°C y 15 psu, del 80% tanto en condiciones aerdbicas como
anaerobicas. No obstante, la velocidad de germinacion se incrementd en condiciones
anaerobicas (41 dias frente a 136 en presencia de O,). Observaron, por otra parte, que la
salinidad no fue una variable determinante. Todos estos resultados contrastan con los
obtenidos por Churchill (1992), el cual encontr6 que las semillas de Zostera marina que
germinaban y eran retenidas bajo condiciones anaerdbicas no se desarrollaban
adecuadamente. De igual manera, Hootsmans et al. (1987) observaron que la desecacion

y las condiciones anaerdbicas fueron letales para las semillas de Z. marina.

Las hormonas pueden estimular la germinacién o bien inducir el fin de la
dormancia (Orth et al., 2000). Loques et al. (1990) anadieron concentraciones de
giberelinas (GA7) de 1 ppm que no tuvieron efecto en la germinacion de Zostera noltii.
Sin embargo, soluciones mas concentradas de giberelinas (50 ppm GAj;), KNO;3 y
thiourea (50 ppm), promovieron la germinacion de Z. capricorni (Conacher et al.,
1994). Anos mas tarde, Balestri & Bertini (2003) trataron las semillas de Posidonia
oceanica con un estimulador de la germinacion (Sprintene), pero no observaron

diferencias significativas en el porcentaje de germinacion final.
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La salinidad es el factor que mas parece afectar la germinaciéon de las
faner6gamas marinas. Hootsmans et al. (1987) estudiaron la germinacion de Zostera
marina y de Z. noltii en el laboratorio, en relacion a la temperatura (10, 20 y 30°C),
salinidad (1, 10, 20, 30 y 40 psu) y estratificacion (4°C). Ambas especies mostraron un
maximo de germinacion a 30°C y 1 psu de salinidad, disminuyendo con mayores
salinidades y menores temperaturas. La estratificacion estimul6 la germinacion sélo con
salinidades iguales o superiores a 20 psu. Observaron que ambas especies sobrevivieron
mejor a 10°C y 10-20 psu de salinidad para Z. marina y 1 psu para Z. noltii. Aiios mas
tarde, Alexandre et al. (2006) estudiaron la germinacion de Z. noltii en el laboratorio
siguiendo el protocolo establecido previamente por Hootsmans et al. (1987), y
obtuvieron un 70% de germinaciones tras 26 dias en condiciones de 1 psu y 22°C.
Aumentaron la salinidad a 10 psu tras la germinacion y a 20 psu en la fase de plantula,
sin embargo, Unicamente el 10% de las semillas germinadas alcanzaron esta fase, y
todas terminaban muriendo antes de los 72 dias. Churchill (1983) estudié la
germinacion de Z. marina, y observo que la baja salinidad (5-10 psu) era la principal
variable que promovia la germinacidn, independientemente de la temperatura. Sin
embargo, el estudio cuestionaba la relevancia bioldgica del efecto de la salinidad, ya

que ésta, en muchas zonas del area de estudio, no descendia por debajo de 20 psu.

La disminucién de la salinidad es también el principal factor que permite la
germinacion de semillas en el género Cymodocea (McMillan et al., 1982; Caye &
Meinesz, 1986). McMillan et al. (1982) obtuvieron los mayores porcentajes de
germinacion (88%) en C. rotundata con salinidad de 15 psu, mientras que a 35 psu fue
del 46%. Caye & Meinesz (1986) indujeron la germinacion de semillas de C. nodosa a
lo largo del afio bajo condiciones de laboratorio de salinidad reducida y temperaturas
superiores a los 17°C. Comprobaron que la germinacion aument6 rapidamente con el
incremento de la temperatura (de 10 a 34°C) y con el descenso de la salinidad (de 27
psu a 0 psu), pudiéndose alcanzar un 90% de germinaciones en 10 dias, en cualquier
momento del afio. Posteriormente, Caye et al. (1992) comprobaron que cuando la
salinidad era de 38 psu la germinacidon no tenia lugar, mientras que con salinidades
reducidas (20 psu) se veia favorecida. Con salinidad de 10 psu (0.3 osm 1) la

germinacion era rapida y elevada, pudiéndose inducir a lo largo del afio en agua dulce.

Por otra parte, hay estudios que no han mostrado un efecto de la salinidad en la

germinacion. Por ejemplo, McMillan (1981) estudid la germinacion de las semillas de
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Halodule wrightii y Syringodium filiforme observando bajos porcentajes de germinacion
para las dos especies durante extensos periodos de tiempo, a pesar de que la
germinacion para ambas fanerégamas ocurre en amplios rangos de salinidad: de 5 a 50

psu para Halodule y entre 20 y 50 psu para Syringodium.

En otras ocasiones, se demostrd que el factor limitante no era la salinidad sino la
temperatura. McMillan (1983) observo que la germinacion de las semillas de Zostera
marina era similar en condiciones de salinidad de 15 o 35 psu, y se inhibia a 28-32°C,
rango de temperatura cercano a las condiciones estivales. Orth & Moore (1983) también
observaron que la mayoria de las semillas de Z. marina germinaban con temperaturas

entre 0 y 10°C sin importar el régimen de salinidad al que estaban expuestas.

En varios estudios se ha demostrado una interaccion entre la disminucion de la
salinidad y la escarificacion de la cubierta seminal. Loques ef al. (1990) estudiaron la
germinacion de Zostera noltii, con distintos tratamientos de temperatura, salinidad,
estratificacion e incision en el tegumento de la semilla. De todos ellos, la disminucion
de la salinidad (1-10 psu) y la incision en el tegumento fueron los que aumentaron el
porcentaje de germinacion. Conacher et al. (1994) también demostraron que las semillas
de Zostera capricorni, con tratamientos de salinidad baja (1-10 psu) e incisiones en la
cubierta seminal, germinaban de manera répida y completa. Asi mismo, la
escarificacion de la cubierta de la semilla, junto a una disminucion de la salinidad, ha
resultado en un incremento de los indices de germinacioén en Zostera marina (Harrison,
1991). Caye et al. (1992) observaron que la incision o eliminacion del tegumento de la
semilla en la especie Cymodocea nodosa aceler6 la germinacion cuando la salinidad era
de 20 psu (90% de germinaciones a las 24 horas), pero no afectd con salinidad de 38
psu, lo que indic6 que el tegumento lo Unico que hace es alargar el tiempo de
germinacion. Otros autores, sin embargo, no encontraron efecto al eliminar el
tegumento de la semilla en distintas especies como Halophila engelmanii, H. decipiens

y H. spinulosa (McMillan, 1987, 1988; Birch, 1981).

Por otra parte, en algunas especies como Halophila spinulosa, no se observo
ninguna tendencia en la germinacion, independientemente del tratamiento (Birch, 1981).
Este autor estudid la germinacion de la especie con varias intensidades de luz y
temperatura, reduccion de salinidad, ausencia o presencia de sustrato, escarificacion, y
presencia o ausencia de nutrientes. Bajo ningun tratamiento las semillas germinaban

antes de las 5 semanas, interpretandose que existia un control interno de la dormancia.
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1.1.5. Las semillas y plantulas germinadas in vitro ofrecen un método eficiente

y rentable para la restauracion de praderas de faneréogamas marinas.

Las técnicas basadas en el empleo de rizomas o fragmentos de pradera para la
restauracion y rehabilitacion a gran escala, pueden causar un grave dafio a las praderas
donantes, por lo que muchos autores piensan que deben emplearse otras técnicas menos
destructivas, como semillas o plantulas germinadas in vitro. Asi, varios trabajos centran
su atencion en las semillas, su produccion, dispersion y estrategias de reclutamiento,
ademas de su papel potencial en proyectos de restauracion (Orth et al., 1994; Harwell &
Orth, 1999; Orth et al., 2000; Kenworthy, 2000; Inglis, 2000; Granger et al., 2002;
Balestri & Bertini, 2003; Orth et al., 2009). La importancia del empleo de semillas,
como técnica de restauracion menos destructiva, radica en su capacidad para el
establecimiento de praderas (Duarte & Sand-Jensen, 1990; Meehan & West, 2004;
Olesen et al., 2004), para el mantenimiento de la diversidad genética (Waycott, 1995;
Procaccini & Piazzi, 2001; Reusch, 2002), y para la recolonizacion de areas perturbadas
de forma mas rapida que la propagacion vegetativa (Plus et al., 2003, Whitfield et al.,
2004; Greve et al., 2005). Por todo ello, la proteccion de las praderas existentes,
especialmente aquellas que son fuente de un gran numero de semillas, deben de ser

prioridad en la gestioén de los recursos (Orth et al., 2006).

Segin Ailstock & Shafer (2006), la propagacion de semillas ofrece el
mecanismo mas barato para la restauracion a gran escala, diverso genéticamente, y que
permite el automantenimiento de las poblaciones de fanerégamas marinas. Estos autores
hacen referencia en su trabajo a los tres métodos normalmente empleados para el

almacenamiento de semillas y su dispersion en proyectos de restauracion:

1°. La dispersion de semillas nada mas ser recolectadas (Pickerell ez al., 2005).

2°. El almacenamiento e incubacion de semillas en tanques con flujos continuos
de agua de mar para facilitar la maduracion del embrién y su germinacion.
La distribucion se lleva a cabo a través de las semillas ya maduras o
germinadas, y se estudia el establecimiento posterior de las plantulas (Orth et

al., 1994; Harwell & Orth, 1999; Piazzi et al., 1999).

3°. El almacenamiento durante tiempos mas prolongados, con el fin de tener

semillas disponibles siempre que sean necesarias.
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En algunos proyectos de restauracion y rehabilitacion de praderas se ha
contemplado el uso de semillas o plantulas germinadas in vitro como alternativa al
empleo de plantas adultas (Addy, 1947; Thorhaug, 1974; 1985; Cooper, 1982; Meinesz
et al., 1993; Orth ef al., 1994, 2009; Kirkman, 1998; Balestri ef al., 1998; Harwell &
Orth, 1999; Granger et al., 2002; Seddon, 2004; Seddon et al., 2004; Pickerell et al.,
2005; Wear et al., 2006). Thorhaug (1985), por ejemplo, tras un programa de
restauracion a gran escala donde probd varios métodos de trasplante con diferentes
especies, concluyo que el método de trasplante méas rentable era a través de semillas. En
algunos trabajos con Zostera marina, las semillas fueron recolectadas recogiendo los
haces fértiles de la pradera natural y almacenandolos en tanques con agua de mar hasta
que las semillas maduraron y fueron liberadas (Orth et al., 1994; Harwell & Orth,
1999). A continuacion se dispersaron al medio natural y alrededor del 15% de las
semillas viables consiguieron establecerse, alcanzando el 41-56% cuando las semillas se
protegian con bolsas (Harwell & Orth, 1999). En este sentido, Granger et al. (2002)
dieron una guia completa del método empleado para restaurar praderas de Z. marina por
medio de semillas, recogiendo primero los haces fértiles para su fructificacion en
tanques aireados, y conservado las semillas para su germinacion y posterior trasplante.
Recientemente, Pickerell et al. (2005) describieron un método innovador para la
restauracion de praderas de Z. marina en las costas de EEUU (Sag Harbor Cove, NY)
basado en la dispersion de semillas. Este método consistia en recoger los haces fértiles y
disponerlos en mallas suspendidas en boyas fijas. A medida que las semillas
maduraban, traspasaban la red y se dispersaban naturalmente. Las semillas, ya en el
sedimento, germinaban y formaban praderas debajo de cada boya. Observaron que el
reclutamiento era del 6.9%, de acuerdo al nimero de semillas de cada malla. La ventaja
de este método era que se eliminaba la necesidad de almacenar los haces fértiles, y que
una vez entrenados, los ciudadanos podian participar en la recoleccion de haces,
aumentando la conciencia y el valor hacia los programas de restauracion. En la
actualidad, Orth et al. (2009) han llevado a cabo un experimento de trasplante con
semillas de Z. marina sembradas con métodos mecanicos y manuales, donde observaron
que el establecimiento de las plantulas seguia siendo escaso con ambos métodos (hasta
un maximo del 18.8%), lo que dificulta considerablemente la restauracion de estas

praderas.
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En el caso del trasplante con plantulas procedentes de la germinacion de semillas
in vitro, se han llevado a cabo diversas experiencias con distintas especies de
faner6gamas marinas. En el Mediterraneo, se han realizado experimentos de trasplante
con plantulas de Posidonia oceanica desde los afios 70 y 80 (Cooper, 1982; Meinesz et
al., 1993; Balestri et al., 1998, Piazzi et al., 1998). En particular, el grupo de Piazzi
consiguié un 70% de supervivencia tres afios después del trasplante, lo que supone que
las plantulas de P. oceanica pudieron ser empleadas para la restauracion del area
concreta de este estudio, en el mar de Liguria (Mediterraneo, Italia). En Australia,
Kirkman (1998) llevé a cabo varios ensayos de trasplante con plantulas de Posidonia y
Amphibolis. Obtuvo los mejores resultados de supervivencia con las especies Posidonia
australis 'y P. sinuosa, las cuales permanecieron vivas varios afios después del
trasplante. Varias técnicas novedosas para la restauracion de praderas estan siendo
estudiadas actualmente en Australia. Entre ellas, la de conseguir fijar las plantulas al
sedimento con recipientes biodegradables (Seddon et al., 2004), o la de favorecer el
reclutamiento natural de especies como Amphibolis antarctica y A. griffithii, mediante
el empleo de sustratos artificiales (Wear et al., 2006). Estos autores obtuvieron unos
rangos de reclutamiento de entre 6 y 141 plantulas m™ (segun el tipo de saco
biodegradable empleado) doce meses después de su instalacion, por lo que lo
consideraron como un método factible para restaurar praderas en zonas con moderado

hidrodinamismo.

Tras la revision bibliografica realizada, hemos constatado que el empleo de
semillas y plantulas germinadas in vifro, como estrategia para la restauracion o
mitigacion de praderas ex situ, no se ha descrito para la especie Cymodocea nodosa en

las Islas Canarias ni en otras regiones del mundo.
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El objetivo principal de este capitulo es la obtencion de plantulas de Cymodocea
nodosa en el laboratorio, su aclimatacion y trasplante al mar, como futura medida para
la recuperacion y restauracion de praderas degradadas o en regresion. Dividimos el

estudio en cuatro fases:

I) Obtencién de plantulas de Cymodocea nodosa a partir de semillas germinadas

de forma aséptica, v bajo condiciones controladas en el laboratorio. En base a los

antecedentes realizaremos distintos tratamientos con baja salinidad para inducir la
germinacion. Determinaremos cual es el mejor tratamiento y estudiaremos el
crecimiento y desarrollo posterior de las plantulas. El estudio se completa con una
descripcion morfologica de la germinacion, y los estudios histologicos correspondientes

del fruto, la semilla y la plantula recién germinada.

IT) Fase de aclimatacion en tanques y acuarios. Una vez obtenidas las plantulas

se aclimataran en los acuarios bajo determinadas condiciones de luz, temperatura y flujo
continuo de agua de mar. Al final del experimento determinaremos las pautas de

crecimiento en esta fase, y estableceremos el momento 6ptimo para el trasplante al mar.

IIT) Trasplante al mar. Superada la aclimatacion, las plantulas se llevaran al mar,

empleando distintos métodos de anclaje, y se realizard un seguimiento durante los
meses siguientes para obtener datos de supervivencia y crecimiento. Se determinard el

método mas apropiado de trasplante y la mejor época del aio para llevarlos a cabo.

IV) Aplicaciones. Una vez desarrollado el protocolo para la obtencion de
plantulas a partir de semillas germinadas en el laboratorio, su aclimatacion y trasplante
al mar, llevaremos a cabo una experiencia de restauraciéon a mayor escala dentro del
“Proyecto piloto sobre la evaluacion de las metodologias para la reubicacion de la

fanerogama marina Cymodocea nodosa de la zona costera de Granadilla (Tenerife)”.
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1.3.1. Recoleccion de semillas y condiciones del cultivo in vitro.

Para la obtencion de semillas con las que llevar a cabo las distintas experiencias
de germinacion, se eligid una pradera situada en la costa sureste de Gran Canaria, en la
localidad de Juan Grande (27°48°00”N; 15°25°40”W) (Fig. 1.3A). Se trata de un sebadal
en buen estado de conservacidon, cuyo limite inferior esta situado a 4 metros de
profundidad. La recogida de semillas se llevd a cabo por medio de inmersiones con
escafandra autonoma. Las semillas se encontraron tanto en la superficie del sedimento
como a pocos centimetros de profundidad (hasta 15-20 cm), entre las raices de las
plantas, y se fueron guardando en mallas con un diametro de poro que permite la
entrada de agua y la salida de arena y otros restos. Una vez fuera del mar, y hasta la
puesta en germinacion de las semillas, se guardaron en botes con agua de mar y en

condiciones de oscuridad para evitar una posible activacion de la semilla.

Previo a la siembra y para prevenir el crecimiento de la flora bacteriana
asociada, se realizd un tratamiento de esterilizacion superficial de las semillas. Este
consistié en una limpieza con un cepillo de dientes, para sumergirlas a continuacion en
una solucion de agua de mar estéril durante 10 minutos, conteniendo un 10% de lejia
comercial y una gota de Tween 80 como agente tensoactivo (Aisltock et al., 1991).

Finalmente, se lavaron 3 veces en agua de mar esterilizada.

Las semillas se sembraron en recipientes tipo Magenta®~G7 (Sigma Co.USA)
con 40 ml de arena y 200 ml de agua de mar esterilizada (Fig. 1.4). El agua de mar se
diluy6 previamente con agua ultrapura (Millipore Q Gard ® 2) para llevar a cabo los
distintos tratamientos de shock hiposalino que veremos en el apartado 1.3.3. En las
diluciones, la salinidad resultante se ajusta linealmente a la relacién proporcion de agua
de mar y agua ultrapura (v:v). Asi, el agua de mar con salinidad de 36 psu, tras la
dilucion al 50% (v:v), reduce su salinidad a 18 psu. Igualmente, siguiendo el Handbook
of chemistry and Physics (Weast & Astle, 1981), los valores de osmolaridad y presion
osmotica resultantes de la dilucion del agua de mar se ajustan linealmente a las

ecuaciones de la Fig. L.5.

A continuacién se enriquecié el agua de mar con nutrientes y soluciones
nutritivas. El medio de cultivo empleado se presenta en las Tablas 1.2-1.5 y esta basado
en la formulacion de Provasoli (PES, Provasoli Enriched Seaweater; Provasoli, 1968) y

reformulado en base a experimentos previos con Cymodocea nodosa (Garcia Jiménez et

al., 2006).
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Tabla 1.2. Composicion de las soluciones de micronutrientes (PII) usada en la elaboracion del

medio PES (cantidad de compuesto para 200 ml de solucion en agua bi-destilada).

Compuesto Cantidad (mg)

FeS0,.7H,0 50,34
H;BO; 1140
Mn SO,. H,0 122,90
ZnCl, 10,48 (*)
CoCl, 4,03 (¥)
Na-EDTA.2 H,0 1000

(*) a partir de solucion stock conteniendo 104,8 mg de Zn y 40,3 mg de Co en 10 ml de agua
destilada (afiadir 1ml a 200 de PII)

Tabla I.3. Composicion de la solucion de EDTA ferroso (EDTA-Fe) del medio PES (cantidad de

compuesto para 50 ml de agua bi-destilada).

Compuesto Cantidad (mg)

FCSO4.H20 245

Na-EDTA.2H,0 330

Tabla I.4. Composicion de la solucion de vitaminas empleadas en la elaboracion del medio PES

(cantidades para 100 ml de agua bi-destilada).

Vitamina Cantidad (mg)

Tiamina-HCI 100

Biotina 1(*)

Piridoxina 1(*)
B, 0,2 (%)

(*) A partir de solucion stock con 10 mg en 10 ml de agua destilada para biotina y piridoxina y Img en
20 ml para B;, (preparar y afiadir en su totalidad)
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Tabla 1.5. Composicion final del medio de cultivo PES (Provasoli, 1968) reformulado segun

Garcia-Jimenez ef al., (2006).

Compuesto o solucion  Cantidad

NH,CI 70 mg
KH,PO, 10 mg
Solucion PII 1 ml
Solucion EDTA-Fe 0,5 ml
Solucion vitaminas 1 ml
Agua de mar 1000 ml

Las soluciones de las Tablas 1.2 a 1.4 son las soluciones madre de los nutrientes,
de las cuales afiadimos una pequefia cantidad al medio (Tabla 1.5). Se formulan y
construyen por separado, para evitar la interaccion entre elementos y la formacion de
precipitados, ya que se afiaden en solucion y acompanados por agentes quelantes como
el EDTA. Esto es especialmente valido para el hierro, cuya forma libre se oxida y

precipita.

El nitrégeno y el fosforo son nutrientes esenciales y limitantes del crecimiento
de los vegetales en general. En el medio PES reformulado (Tabla 1.5), el nitrogeno se
afade como cloruro de amonio y el fésforo como fosfato potasico monobasico, ya que
son las formas quimicas que mejor asimilan los explantos de Cymodocea nodosa

(Garcia-Jiménez et al., 2006).

Finalmente, los recipientes de cultivo, conteniendo la arena y el agua de mar
enriquecida y diluida a la correspondiente salinidad, se esterilizaron en el autoclave
(121°C, 20 min) y se dejaron reposar durante 24 horas previo a la siembra de las
semillas, para que se depositara la arena y se igualaran los niveles de fosforo y
nitrogeno entre el agua y el sedimento. Los cultivos se mantuvieron en una cdmara de
cultivo modelo Koxka a 24 + 2°C, fotoperiodo 18:6 (luz:oscuridad) y 30 pumoles de

fotones m~ s a nivel de los recipientes de cultivo.
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1.3.2. Seguimiento estructural de la germinacion de semillas de C. nodosa.

Las semillas y frutos recolectados, asi como las plantulas germinadas in vitro
(que fueron divididas en 3 partes: zona apical, intermedia y basal), sirvieron para
realizar una descripcion morfologica e histologica de la germinacion, del fruto, la
semilla y la plantula recién germinada. Para realizar el estudio histologico se siguio el
protocolo descrito previamente en Garcia-Jiménez et al. (1998).

El material vegetal fue fijado durante 4 horas, a temperatura ambiente, en una
solucion fijadora al 5% de glutaraldehido (v:v) en solucion tampon de cacodilato sodico
0.1 M y sacarosa 0.25 M. La sacarosa se anadidé para mantener la osmolaridad de la
solucién entre 1 y 1.5 Osm L. A continuacion se realizaron 4 lavados de 15-30
minutos de duracién cada uno, con la misma solucion de cacodilato sodico 0.1 M en
ausencia del fijador, y disminuyendo gradualmente la concentracion de sacarosa (0.25
M, 0.125 M, 0.0625 M y 0 M).

Después de la fijacion, el material vegetal fue sometido al proceso de pre-
infiltracion e infiltracion. El proceso de pre-infiltracion, consistente en eliminar el agua
del tejido, se realizé sometiéndolo a vacio durante 2 horas en una solucion 1:1 (v:v) de
etanol al 95% y la solucion de infiltracion. La solucion de infiltracion se prepard
disolviendo 0.5 g de activador en 50 ml de Basic Resin (Historesin Embedding Kit,
marca registrada). A continuaciéon se sumergid el material vegetal en solucion de
infiltracion durante toda la noche en condiciones de vacio.

El material fue incluido en Glicol-Metacrilato (GMA, Historesin TM, Reichert-
Jung). Para ello, el material fue depositado y orientado en los moldes en la posicion
adecuada, donde se le afiadi6 la solucion de inclusién. Esta se prepard con 15 ml de
solucion de infiltracion y 1 ml de endurecedor. La polimerizacion transcurrié a 50°C
durante 10-15 minutos y se dejo reposar toda la noche.

Se obtuvieron secciones seriadas de 3 um, cortadas con cuchilla de tugsteno en
un microtomo marca Reichert-Jung modelo 2050. Los cortes se depositaron en un bafio
de agua destilada a temperatura ambiente para su estiramiento, se recogieron en portas y
se mantuvieron en una estufa a 50°C. Una vez adheridos, los cortes fueron tefiidos con
azul de toluidina durante 1 minuto o con hematoxilina durante 15 minutos para tefiir la
estructura general de las células (Tsekos, 1983), y lavadas con abundante agua
destilada. Las preparaciones fueron observadas con un microscopio 6ptico, Olympus U-
SPT y una lupa Olympus SZ-PT, fotografiadas con una cdmara de fotos MicroPublisher
3.3 RTV, y tratadas con un programa de captacion de fotos QCapture.
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1.3.3. Induccion de la germinacion en semillas de Cymodocea nodosa con

distintos tratamientos hiposalinos.

Se empleo el shock hiposalino como método de induccion de la germinacion de
semillas de Cymodocea nodosa. Se recolectaron y sembraron 104 semillas en abril de
2005 para llevar a cabo los tratamientos con distintas salinidades. Se trataron las
semillas con 4 salinidades distintas (36.6, 18.3, 11.16 y 5.05 psu), mediante dilucién del
agua de mar con agua ultrapura (Millipore Q Gard ® 2), segtn la Tabla 1.6.

Tabla I.6. Proporcion, en porcentaje, de agua de mar y agua ultrapura necesarias para obtener las
salinidades de 36, 18, 11 y 5 psu que hemos empleado en los tratamientos de shock hiposalino y la

osmolaridad resultante (Osm L), de acuerdo a la ecuacion obtenida en la Fig. 1.5.

PSU % % Osm L'
Agua de mar Agua ultrapura Osmolaridad
36.6 100 0 1.0518
18.3 50 50 0.5394
11.16 30.50 69.50 0.3395
5.05 13.80 86.20 0.1684

Para cada tratamiento de salinidad se emplearon 13 recipientes con 2 semillas en
cada uno (26 semillas por tratamiento). A partir del segundo mes, las semillas o
plantulas recién germinadas fueron trasplantadas a recipientes tipo magenta,
conteniendo la arena y el agua de mar enriquecida, y salinidad de 36 psu para favorecer

su crecimiento y desarrollo posterior.

Se tomaron datos sobre el porcentaje de germinacion y estado de crecimiento
una vez al mes, durante los tres meses siguientes a la siembra (mayo, junio y julio). Se
cre6 un indice de 0 a 3 segun el estado de desarrollo de la plantula, para poder estudiar

la germinacion de las semillas y su crecimiento posterior (Tabla 1.7).

Los resultados obtenidos permitieron definir el tratamiento mas efectivo para la
induccion de la germinacion y el desarrollo de las plantulas, el cudl se empleo en todo el

trabajo posterior de la tesis.
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Tabla 1.7. Estados de desarrollo de la plantula segun el indice creado para estudiar la

germinacion de las semillas y su crecimiento.

Estado

Caracteristicas
de desarrollo

No se ha inducido la germinacion, la
0 semilla permanece en estado de
dormancia.

El extremo de la cresta dorsal de la
1 semilla se abre permitiendo la salida
del cotiledon

) El cotiledén se elonga y se vuelve |
verde.

Plantula con 1 o 2 hojas desarrolladas
y primeras raices emitidas.
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Analisis estadistico y representaciones graficas.

Para comparar la frecuencia de semillas germinadas y la frecuencia de las
plantulas que alcanzan el estado 3 de desarrollo segun los diferentes tratamiento de
salinidad, se realizaron tablas de contingencia y se analizaron empleando el Test de Chi
cuadrado (p < 0.05). Se emplearon los programas SPSS®13.0 for Windows® (SPSS
Inc. Chicago, Illinois, USA) para el andlisis estadistico y el Sigmaplot 8.02 para la

representacion grafica.

1.3.4. Aclimatacion de plantulas de Cymodocea nodosa obtenidas a partir de

semillas germinadas en el laboratorio.

Una vez que las plantulas germinadas en el laboratorio alcanzaban el estado 3 de
desarrollo, es decir, desarrollaban la primera y segunda hoja, continuaban con la fase de
aclimatacion. Esta fase pretende simular las condiciones naturales del medio marino,

favoreciendo el crecimiento de las plantulas en condiciones controladas.

Para las primeras experiencias de aclimatacion se emplearon acuarios de 0.15
m’, con una profundidad de arena de 10 cm y flujo continuo de agua de mar (Fig. L.6A-
B). Se obtuvieron unos datos medios de luz en el acuario de 81.55 pumoles de fotones m”
257 en dias luminosos, 8.09 pmoles de fotones m™s™ en dias nublados, y 38.95 pmoles
de fotones m? s en dias intermedios, medidos con un radiometro LI. 192SA
Underwater Quantum Sensor de Licor-INC. Los valores medios de temperatura y
oxigeno disuelto en el acuario fueron de 23,09°C y 6,21 mg I"' respectivamente, frente a

los 22,71°C y 6,71 mg 1" obtenidos como promedio en aguas de Canarias, ambos

pardmetros medidos con una sonda YSI63.

Para las experiencias de aclimatacion a mayor escala, utilizamos tanques de 1.68
m’, con una profundidad de arena de 20 cm, flujo continuo de agua de mar y una
temperatura media de 22,9°C (Fig. I.6C-E). Tal y como se puede apreciar en las fotos,
estos tanques disponen de un techo sombreado para disminuir la intensidad luminica
que incide sobre las plantulas, con un promedio de luz incidente de 60 umoles de

fotones m>s™.
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1.3.5. Evaluacion del crecimiento durante la aclimatacion y determinacion del

momento dptimo para el trasplante.

Se cultivaron en los acuarios 30 plantulas en estado 3 (julio 2005) y se
numeraron del 1 al 30 para realizar el estudio biométrico. Las plantas permanecieron 45
dias en el acuario, y cada 15 dias se midio la longitud de la hoja mas larga desde su
insercion con la semilla; se cont6 el nimero de raices, hojas y haces foliares, y se midio
la longitud de la raiz mas larga. Para evaluar el crecimiento se determinaron los

siguientes indices:

Tasa de Crecimiento Foliar (cm d'l):

TCF = LFt;-LFto/t;-ty (Eq. 1)
TCF = Tasa de Crecimiento Foliar
LF = Longitud méaxima foliar.

t;-ty = Intervalo de tiempo de 15, 30 6 45 dias.

Tasa de Emision de Haces Foliares (n° haces foliares d'l):

TEHF = NHFt,-NHFto/t;-to (Eq. 2)

TEHF= Tasa de Emision de Haces Foliares.
NHF = N° de haces foliares.
t;-ty = Intervalo de tiempo de 15, 30 6 45 dias.

Tasa de Emision de Hojas (n° hojas dh:

TEH = NHt;-NHto/t;-to (Eq. 3)

TEH= Tasa de Emision de Hojas.
NH = N° de hojas.
t;-ty = Intervalo de tiempo de 15, 30 6 45 dias.
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Tasa de Emision de Raices (n° raices d'l):

TER = NRt;-NRty/t;-ty (Eq.4)

TER = Tasa de Emision de Raices.
NR = N° de raices.
t;-ty = Intervalo de tiempo de 15, 30 6 45 dias.

Tasa de Crecimiento de la Raiz (cm d'l):

TCR = LRt;-LRto/t;-to (Eq.5)

TCR = Tasa de Crecimiento de la Raiz.
LR = Longitud de la raiz principal.
t;-ty = Intervalo de tiempo de 15, 30 6 45 dias.

Ademas de obtener las tasas de crecimiento absolutas durante el periodo de 45
dias, se calcularon y representaron graficamente las tasas de crecimiento en intervalos
de 15 dias, con el fin de determinar el periodo de crecimiento maximo de las plantulas
en la fase de aclimatacion y poder determinar asi el momento 6ptimo para el trasplante.
Se evalud también el crecimiento mediante la representacion de los valores medios de

longitud foliar, longitud de raices y nimero de haces y raices cada 15 dias.

Los resultados obtenidos permitieron determinar el periodo de aclimatacion
necesario para el crecimiento de las plantulas en condiciones semicontroladas, que se

empleara en el desarrollo de todo el trabajo de tesis.

Analisis estadistico v representaciones graficas.

Se analiz¢ la variabilidad de las tasas de crecimiento y de los valores medidos a
lo largo del tiempo mediante ANOVA de un factor y Post Hoc Tests (TukeyHSD y
DunnettT3) en los casos en que los datos siguen distribuciones normales y varianzas
homogéneas (tasa de crecimiento foliar y radicular, y longitud media foliar), y el test de
Kruskal-Wallis y Mann-Whitney cuando no siguen distribuciones normales (tasas de
emision de haces foliares y raices, y valores medios de nimero de haces, nimero de
raices y longitud de raiz). Se emplearon los programas SPSS®13.0 for Windows®
(SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA) para el analisis estadistico y el Sigmaplot 8.02 para

la representacion grafica.
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1.3.6. Experiencias de trasplante con plantulas de Cymodocea nodosa

obtenidas a partir de semillas germinadas en el laboratorio y aclimatadas en tanques.

a) Determinacién de la época éptima de trasplante a lo largo del afio.

Se llevaron a cabo varias experiencias de trasplante, entre los meses de abril a
septiembre de 2006, para determinar el momento Optimo de trasplante. Cada mes se
llevaban al mar plantas aclimatadas y germinadas a partir de semillas en el laboratorio,
para evaluar asi cual es la mejor época para el trasplante. Todas las plantulas tenian 3

meses de edad (1.5 meses para la germinacion y 1.5 meses de aclimatacion).

Las plantulas se ataron previamente a mallas de nylon y se fijaron con grapas
metalicas al fondo (Fig. 1.7A). Estas mallas sirvieron como soporte para mejorar el

anclaje y evitar las perdidas por fuertes corrientes.

Las plantulas se sembraron en el borde de una pradera laxa situada en una zona
protegida cerca del muelle de Taliarte (Gran Canaria) (Fig. 1.3B), a una profundidad de

6 metros, y de facil acceso para permitir la monitorizacion del crecimiento.

Se realizd el seguimiento de las plantulas durante los meses siguientes al
trasplante y se calcul6 su supervivencia y su tasa de crecimiento foliar en intervalos de

tiempo de 30 dias (Eq.1).

b) Evaluacién del crecimiento y la supervivencia de las plantulas empleando

distintas metodologias de trasplante.

Una vez determinada la mejor época para realizar los trasplantes se llevaron a
cabo 3 experimentos (mayo 2008) en los que se determind la importancia del periodo de
aclimatacion, del método de anclaje empleado y de la densidad inicial de las plantulas
(Tabla 1.8). Se eligi6 el mismo borde de pradera laxa situado cerca del muelle de

Taliarte (Gran Canaria) para realizar los trasplantes (Fig. .3B).

En todos los experimentos, una vez las plantulas en el mar, y cada 30 dias, se
tomaron datos del numero de plantulas presentes y de la longitud foliar durante un
periodo de 9 meses. Los datos se presentan como porcentaje de supervivencia, longitud

media foliar y tasa de crecimiento foliar (Eq. /) para cada periodo de 30 dias.
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Tabla I.8. Experimentos de trasplante con distintos métodos y periodos de aclimatacion.

Experimentos Periodo de N°de Densidad inicial Método de
P aclimatacion (dias) plantulas (plantulas m?) trasplante
Experimento 1 30 60 500 mallas
. recipientes
Experimento 2 60 94 3333 biodegradables
Experimento 3 0 76 3377 libres

Para el experimento 1 se ataron con hilo un total de 60 plantulas, aclimatadas
durante 30 dias, a tres mallas de tela de 20 x 20 cm (lo que equivale a una densidad
inicial de 500 plantulas m™), que sirvieron como soporte y que fueron fijadas con grapas

metalicas al fondo (Fig. 1.7A).

En el experimento 2 se emplearon 94 plantulas aclimatadas durante dos meses
en recipientes biodegradables de fibra de coco de 9 x 12 cm, los cuales permiten un
crecimiento saludable de las raices a través del recipiente (Fig. 1.7B). Cada uno presenta
12 compartimentos de 3 x 3 x 5 cm, en los cuales se sembraron 3 plantulas, hasta un
maximo de 36 plantulas por recipiente, obteniéndose una densidad inicial de 3333

plantulas m™,

En el tercer experimento (Fig. .7C) se usaron 76 plantulas sin ningln tipo de
anclaje al sustrato ni periodo de aclimatacion y se sembraron todas juntas formando un

cepellén denso y ocupando una superficie de 20 x 20 cm (~3377 plantulas m™).

1.3.7. Implementacion del protocolo de restauracion en una pradera ubicada

en la isla de Tenerife.

Se llevaron a cabo 2 experimentos (abril y noviembre de 2006) para evaluar el
procedimiento completo de propagacion desde el laboratorio hasta la implantacion en
una pradera natural que va a ser afectada por la construccion de un puerto en la costa

este de la isla de Tenerife (Granadilla; 28°05°06°N; 16°29°06”W) (Fig. .8A).

Los experimentos se enmarcan dentro del “Proyecto piloto sobre la evaluacion
de las metodologias para la reubicacion de la fanerégama marina Cymodocea nodosa de
la zona costera de Granadilla (Tenerife)”, llevado a cabo por el Departamento de

Gestion Litoral y Desarrollo Sostenible del Instituto Canario de Ciencia Marinas.
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Los tratamientos de germinacion in vitro se realizaron en los laboratorios de
fisiologia y biotecnologia vegetal marina (Biologia) de la Universidad de las Palmas de
Gran Canaria (ULPGC), y la aclimatacion de las plantulas en las instalaciones de

cultivo del Instituto Canario de Ciencia Marinas (ICCM).

a) Recoleccidn, esterilizacidén y germinacion de semillas.

La recoleccion de semillas se llevd a cabo por medio de inmersiones con
escafandra autonoma en una pradera situada en la costa sureste de la isla de Tenerife
(Fig. 1.8A). Las semillas recogidas para cada experiencia se conservaron en agua de mar

hasta su posterior tratamiento en los laboratorios de la ULPGC.

Se esterilizaron (segun la metodologia descrita anteriormente) un total de 463
semillas (116 magentas) en abril y 564 (141 magentas) en diciembre de 2006. Las
semillas, en numero de 4 por cada recipiente de cultivo, se sembraron en medios
esterilizados, conteniendo la arena y el agua de mar enriquecida y diluida (18 psu), tal y

como se ha descrito previamente.

A los 30 dias se les renovo el medio de cultivo aumentando la salinidad a 36 psu.
Los cultivos se mantuvieron en una camara de cultivo tipo Koxka a 24 + 2°C,

fotoperiodo 18:6 (luz:oscuridad) y 30 pmoles de fotones m? s™.

b) Aclimatacién.

Mes y medio después de la siembra, las plantulas con un tamafio adecuado
fueron llevadas a las instalaciones de cultivo del ICCM, para su posterior crecimiento y

aclimatacion en tanques (Fig. L.9A-D).

Del total de plantulas obtenidas a partir de la germinacion de semillas (338 en el
experimento 1 y 417 en el experimento 2) se eligieron 30 al azar para realizar el estudio

de crecimiento durante la aclimatacion en tanques.

Se tomaron medidas de la longitud de la hoja mas larga desde su insercion con la
semilla; se contd el nimero de raices, hojas y de haces foliares, y se midi6 la longitud
de la raiz mas larga. Los datos se presentan en forma de tasas de crecimiento desde el
momento que comienza la aclimatacion (ty) hasta que son trasplantadas al mar (t;) (t;-to
= 60 dias para la primera experiencia y 35 dias para la segunda), empleando las mismas

formulas descritas anteriormente (Eq. 1 a 3).
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c) Trasplante al mar.

En agosto de 2006 y marzo de 2007 se llevaron a cabo las campafias de
trasplante de plantulas germinadas in vitro. Las plantulas fueron transportadas, desde las
instalaciones de cultivo del ICCM en la isla de Gran Canaria, hasta Tenerife, en neveras

refrigeradas con agua de mar aireada.

Previo al trasplante, las plantulas se ataron de 15 en 15 a mallas de 20 x 20 cm
(densidad inicial de 375 plantulas m™) para facilitar su transporte y fijacién al sustrato.
Se llevaron un total de 338 plantulas atadas a 23 mallas en la primera experiencia, y 417

plantulas atadas a 28 mallas en la segunda.

Se construyeron unas jaulas con mallas metalicas de 0.25 m” para evitar los
posibles ataques por herbivoria, y en cada una de ellas se dispuso una malla con 15
plantulas (Fig. [.9E-F). Las jaulas se distribuyeron en una zona cercana a un borde de
pradera (Fig. 1.8B), a 10 metros de profundidad, y ocupando una superficie de arena de

625 m” y equidistantes 0.5 m entre ellas.

Se realizo el seguimiento de las plantulas durante los meses siguientes, en
intervalos de tiempo de 60 dias, eligiendo al azar entre 30 y 80 plantulas. En ellas se
midio la longitud de la hoja mas larga, se contd el nimero de hojas y de haces foliares,
y se calculd igualmente las tasas de crecimiento en intervalos de tiempo de 60 dias,

empleando las formulas descritas previamente (Eq. I a 3).
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1.4.1. Seguimiento estructural de la germinacion de semillas de C. nodosa.

Tras las numerosas inmersiones y muestreos llevados a cabo en las praderas de
Cymodocea nodosa, se ha corroborado, tal y como se ha descrito previamente, que esta
especie produce pares de frutos drupaceos con un epicarpio carnoso de color amarillento
(Fig. .10A-B). Son indehiscentes, lateralmente comprimidos, y miden entre 10 y 15
mm de largo, 2 mm de grosor y 8 mm de ancho. De forma semicircular, poseen un apice
alargado que puede prolongarse hasta los 10 mm (Fig. .10B). Una vez desarrollados,
los frutos permanecen unos meses unidos a la planta madre hasta que finalmente
maduran y se separan, desprendiéndose al sedimento. Posteriormente el epicarpio se

pudre y la semilla permanece enterrada en el sedimento protegida por el endocarpio.

Macroscopicamente, las semillas de Cymodocea nodosa son también
semicirculares y lateralmente comprimidas, con una coloracion que varia entre el
amarillo y el marron oscuro (Fig. I.10C). El endocarpio es liso, duro y coriaceo, con una
cresta ondulada en la parte dorsal. Esta cresta dorsal es la linea de dehiscencia por
donde se produce la germinaciéon (Fig. 1.10D). La parte ventral es mas recta y gruesa.
Las semillas suelen medir entre 10-12 mm de largo, 7-8 mm de ancho y 1 mm de
grosor. La semilla se encuentra rodeada por una fina cubierta o cuticula denominada
testa, y en las semillas jovenes puede verse una cicatriz o hilio, que marca el punto por
donde el fruto estaba adherido al tallo (Fig. .10D). En el interior de la semilla se
encuentra el embrion triangular, formado por el cotiledon y el hipocotilo. El hipocotilo,
que ocupa la mayor parte de la semilla, es triangular y de color blanquecino. El
cotiledon es cilindrico, y estd dispuesto a lo largo del eje dorsal de la semilla (Fig.

1.10D).

Microscopicamente distinguimos en el embrion de la semilla el hipocotilo y el
cotiledon, en el cual se inserta un meristemo foliar apical o plumula (SAM o Shoot
Apical Meristem) (Fig. 1.11A). El hipocotilo estd formado por un conjunto de células
compactas cargadas de sustancias de reserva (almidon), que se emplearan como la
principal fuente de nutrientes durante la germinacion y posterior desarrollo de la
plantula (Fig. I.11B). Estructuralmente, el cotiledon esta rodeado de células epidérmicas
y formado por células compactas que protegen al SAM (Fig. [.11C-E). En las semillas
sin germinar no se aprecia el meristemo radicular (RAM o Root Apical Meristem) y

carecen de un tejido vascular desarrollado.

Maite Zarranz Elso



Resultados Capitulo | 52

La germinacion de las semillas de Cymodocea nodosa se inicia con la apertura
de la cresta dorsal y la emergencia del cotiledon (Fig. 1.12A). El cotiledon crece por
alargamiento celular, y arrastra consigo el meristemo foliar o plimula. El cotiledén, que
es cilindrico y blanco en un primer momento (Fig. I.12B), contintia su crecimiento hasta
que una vez superado el sustrato se vuelve verde, entre los dias 10 y 15 (Fig. 1.12C),
convirtiéndose en el primer 6rgano fotosintetizador de la plantula. El cotiledon crece
hasta alrededor del dia 20, alcanzando un tamafio medio de 3.52 + 0.094 cm (Fig.
[.12D). A partir de este momento el cotiledon no va a crecer mas, y permanecera en la
plantula durante varias semanas. En la base del cotiledon se observa el primer
entrenudo, de color blanquecino, a partir del cual se forman las 2 primeras raices que
nacen de forma opuesta (Fig. .12D), y en ningun caso se observd la emergencia de la
radicula. Practicamente al mismo tiempo, cerca del dia 25, se desarrolla la primera hoja
a partir del meristemo foliar o SAM situado en la parte superior del primer entrenudo
del cotiledon (Fig. 1.12E). Alrededor del dia 30 emerge la segunda hoja, con la
consiguiente formaciéon del primer haz y se desarrollan nuevas raices seminales en la
base del primer entrenudo (Fig. .12F). El dia 35 es ya una plantula desarrollada

conformada por un haz, 3 hojas y varias raices seminales (Fig. [.12G).

De las secciones histologicas realizadas a la plantula recién germinada,
distinguimos en el apice del cotiledon células muy alargadas y vacuolizadas (Fig.
I.13A-C). A lo largo de todo el cotiledon se diferencian claramente una epidermis, un
parénquima de células cargadas de sustancias de reserva y un sistema vascular central
(Fig. L.14A-C). En la zona intermedia del cotiledon se localiza el meristemo foliar o
SAM (Shoot Apical Meristem), formado por células meristematicas en la base y
conectado con el meristemo radicular por medio del sistema de haces vasculares (Fig.
I.15A). Se pueden apreciar, ademds, varias yemas laterales y un primordio foliar
bastante desarrollado, emergiendo del cotiledon (Fig. [.15B-C). En la base del cotiledén
(Fig. .16A-F) se observan células con sustancias de reserva, que se alargan y tabican,
compactandose y conforméandose en el meristemo radicular o RAM (Root Apical
Meristem), a partir del cual se forman las 2 primeras raices. Se observa también el

comienzo del tejido vascular que conecta el meristemo radicular con el meristemo foliar

(Fig. I.16E-F).
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1.4.2. Induccion de la germinacion en semillas de Cymodocea nodosa con

distintos tratamientos de salinidad.

En la Tabla 1.9 se muestra el nimero de semillas germinadas y el porcentaje de
germinacion segun los diferentes tratamientos de salinidad (n° de semillas germinadas
por tratamiento/total sembradas por tratamiento, n = 26) y el porcentaje de germinacion
total a lo largo de los 3 meses de estudio (numero total de semillas germinadas cada

mes/total sembradas, n = 104).

Tres meses después de la siembra se obtuvieron un 59.61% de germinaciones
teniendo en cuenta todos los tratamientos empleados. Se puede observar que el groso de
las germinaciones se dio en el primer mes, con un 45.19% del total. Estas
germinaciones fueron debidas, en su mayoria, a la respuesta de las semillas a los
tratamientos con salinidad reducida (5 psu y 11 psu). En el segundo y tercer mes, el
porcentaje de germinacion total aumentd ligeramente, con un incremento de 11 y 3
puntos respectivamente en relacion al mes anterior (56.73% y 59.61%). Estas
germinaciones mas tardias ocurrieron con los tratamientos de mayor salinidad (36 psu y

18 psu), en los cuales la induccion de la germinacion se ve ligeramente retardada.

Tabla I.9. Numero y % de semillas germinadas segun los diferentes tratamientos de salinidad (n°
de semillas germinadas por tratamiento/total sembradas por tratamiento, n = 26) y % de germinacion total
a lo largo de 3 meses (nimero total de semillas germinadas cada mes/total sembradas, n = 104). Diferente

letra entre paréntesis hace referencia a diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

Duracion del Germinacion
: . Germinacion por salinidad :
experimento . l l total
: n=26 5 psu 11 psu 18 psu 36 psu n =104
Mes 1 N° semillas germinadas 21 19 7 0 47
Lo L 80.77®  73.08®  2692® 000 |  45.19
Mes 2 N° semillas germinadas 21 20 13 5 59
% 80.77®  76.92® 50.00“" 1923 56.73
Mes 3 N° semillas germinadas 21 20 15 6 62
o 80779 7692 5760®  23.08™ | 5061

Los porcentajes de germinacion que se observan en la Tabla 1.9, en relacion a los
tratamientos de salinidad, muestran como los tratamientos de menor salinidad, de 5 y 11

psu, indujeron la germinacion de forma elevada desde el primer mes, mostrando
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diferencias significativas respecto a los tratamientos de 18 y 36 psu (p < 0.05). El
tratamiento de salinidad de 5 psu es el que inicialmente mejor indujo la germinacion de
las semillas, con un 80.77% de germinaciones, que se mantuvo constante a lo largo de
todo el experimento, sin registrarse nuevas germinaciones. El tratamiento de salinidad
de 11 psu indujo igualmente una germinacion elevada desde el primer mes, con un
73.08% del total de las semillas, ascendiendo ligeramente en el segundo mes (76.92%)
y manteniéndose constante hasta el final del experimento. El tratamiento con salinidad
de 18 psu indujo la germinacion de forma progresiva a lo largo de los tres meses de
estudio. De una germinacion inicial de 26.92% en el primer mes, se llegd al 50% en el
segundo, para finalizar en el tercero con un maximo del 57.69%. El tratamiento control,
con salinidad de 36 psu, fue el Unico que no indujo la germinacién desde el primer
momento, y no fue hasta el segundo y tercer mes cuando se obtuvieron un 19.23% y un
23.08% de germinaciones respectivamente. El porcentaje de germinacion final obtenido
con este tratamiento resultd ser significativamente inferior al resto de tratamientos (p <
0.05).

En la Tabla 1.10 se muestra el nimero y el porcentaje de semillas germinadas
que alcanzan el estado 3 de desarrollo (plantula con 1 o 2 hojas desarrolladas y primeras
raices emitidas) segun los diferentes tratamientos de salinidad (nimero de semillas
germinadas en estado 3 por tratamiento/total sembradas por tratamiento, n = 26) a lo
largo de los 3 meses de estudio. Alcanzar este estado de desarrollo va a permitir a las

plantulas pasar a la fase de aclimatacion.

Tabla I.10. Numero y porcentaje de semillas germinadas que alcanzan el estado 3 de desarrollo
segun los diferentes tratamientos de salinidad (n° de semillas germinadas en estado 3 por tratamiento/total
sembradas por tratamiento, n = 26) a lo largo de los 3 meses de estudio. Diferente letra entre paréntesis

hace referencia a diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05).

Duracién del ; : ) .
; i Desarrollo segin el tratamiento de salinidad

experimento :
, n=26 5 psu 11 psu 18 psu 36 psu
Mes 1 N° semillas en estado 3 0 1 1 0
% . 000 385 3.85 0.00
Mes 2 N° semillas en estado 3 0 7 12 5
% 0.00  2692®  46.15® 19.23 @
Mes 3 N° semillas en estado 3 0 10 15 6
% . 000 3846®  5769®  23.08®
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Observamos en esta tabla como la viabilidad de las plantulas obtenidas, y su
desarrollo posterior, se ve condicionado por el tratamiento de salinidad empleado.
Conforme disminuye la salinidad el porcentaje de germinacion aumenta, pero la
viabilidad de las plantulas disminuye. Asi, el tratamiento de menor salinidad (5 psu) fue
el que mejor indujo la germinacidn, pero no produjo ninguna plantula viable que
continuara con un desarrollo normal. Todas las semillas germinadas con este
tratamiento (80.77%, Tabla 1.9) murieron en el estado 1 de crecimiento. Algo similar
ocurri6 con el tratamiento de salinidad de 11 psu, que indujo un elevado porcentaje de
germinacion desde el primer mes (73.08%, Tabla 1.9), pero s6lo una pequeia
proporcion de estas semillas (38.46%) siguieron un crecimiento normal, alcanzando en
el tercer mes el estado 3 de desarrollo (Tabla I.10). El resto de las semillas germinadas a
11 psu (38.46%) murieron en el estado 1 (apertura de la semilla y emergencia del
cotiledon), y no continuaron con su desarrollo. Sin embargo, en el tratamiento control,
de 36 psu, aunque la germinaciéon no es muy elevada y no comienza hasta el segundo
mes (19.2%, Tabla 1.9), todas las plantulas crecieron y se desarrollaron bien, alcanzando
en poco tiempo el estado de mayor crecimiento. Finalmente todas las semillas
germinadas con este tratamiento (23.08%) llegaron hasta la fase de aclimatacion (Tabla
[.10). Lo mismo ocurre con el tratamiento de 18 psu, que resulto ser el tratamiento que
permitid6 que un mayor porcentaje de semillas germinadas continuara con un
crecimiento normal hasta alcanzar el estado 3 de desarrollo (plantula con 1 o 2 hojas

desarrolladas), pasando todas ellas a la fase de aclimatacion (57.69%, Tabla 1.10).

A pesar de que los analisis estadisticos no muestran diferencias significativas en
el nimero de semillas que alcanzan el estado de mayor desarrollo entre los tratamientos
de 11, 18 y 36 psu (Tabla 1.10), consideramos el tratamiento de 18 psu como el mas
apropiado para la induccion y posterior desarrollo de las plantulas, el cual emplearemos

en todo el trabajo posterior de tesis.
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1.4.3. Aclimatacion de plantulas de C. nodosa obtenidas a partir de semillas
germinadas en el laboratorio. Evaluacion del crecimiento y determinacion del

momento optimo para el trasplante.

En la Fig. .17 se muestran las iméagenes de las plantulas aclimatadas durante un
periodo de 30-45 dias en acuarios (A-D) y de las plantulas aclimatadas en tanques

durante 60 dias sobre recipientes biodegradables (E-F).

En la Tabla I.11 observamos los diferentes indices empleados para monitorizar
el crecimiento de las plantulas durante el periodo de aclimatacion de 45 dias (tasa de
crecimiento de la hoja larga y de la raiz principal, tasa de emision de raices y de haces).
De ellos se deduce que el crecimiento de la plantula fue mayoritariamente de la parte
aérea, hasta 3 veces superior al de la raiz (0.479 + 0.027 cm d”' de la hoja frente a los

0.132+0.017 cm d”' de la raiz).

Tabla I.11. indices de crecimiento durante el periodo de aclimatacion (45 dias, n = 30). Los datos

representan la media aritmética + el error estandar.

Media EE
Tasa Crecimiento Foliar (cm d™) 0479 £+ 0.027
Tasa Crecimiento Raiz (cm d™) 0.132 £+ 0.017
Tasa Emision Raiz (n° raices d) 0.064 £+ 0.009
Tasa Emision Haz (n® haces d™') 0012 = 0.003

En la Figura I.18 se representan los indices de crecimiento durante el periodo de
aclimatacion de 45 dias, en intervalos de tiempo de 15 dias y respecto al dia de siembra
(tasas de crecimiento de 0 a 15, de 0 a 30 y de 0 a 45), y en la Figura 1.19 los valores

medios de longitud foliar, longitud de raices y nimero de haces y raices cada 15 dias.

En la Fig. 1.18 se observan las mayores tasas de crecimiento a los 30 dias tras el
comienzo de la aclimatacion, con unos valores maximos de crecimiento foliar y
radicular de 0,50 + 0,03 cm d™' y 0.18 + 0.02 cm d' respectivamente, y de emision de
haces foliares de 0.013 + 0.0037 haces d™' (Fig. .1I8A-C). En el caso de la emision de
raices, la planta dedic6 el mayor esfuerzo en el primer intervalo de tiempo, hasta el dia
15, con una tasa de emision de 0,083 + 0.014 raices d” (Fig. 1.18D), y disminuyd
ligeramente en los etapas siguientes (0,076 + 0.009 raices d”' entre los dias 15 y 30, y
0.067 + 0.0078 raices d”' entre los dias 30 y 45).
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En la Fig. 1.19 se observa como las plantulas presentaron un crecimiento
progresivo a lo largo del periodo de 45 dias, manifestandose igualmente un mayor
crecimiento hasta el dia 30 (flechas, Fig. 1.19). En el caso de la longitud foliar (Fig.
I.19A), se observd un incremento progresivo a lo largo del periodo de aclimatacion,
mostrando diferencias significativas en todos los tramos de estudio (p < 0.05). Para el
nimero de haces emitidos (Fig. 1.19B), el crecimiento fue mas lento, encontrandose
diferencias significativas cada 30 dias. En el caso de la raiz, no hubo diferencias
significativas entre el dia 30 y 45, tanto para la longitud de la raiz (Fig. 1.19C) como
para el nimero de raices (Fig. 1.19D), lo que nos indica que a partir del dia 30 se
estabiliza el crecimiento y la emision de raices, como ya hemos mencionado
anteriormente. El momento optimo para el trasplante se ha tomado, por consiguiente, 30

dias después de iniciada la aclimatacion (flechas, Fig. [.18 y 1.19).

1.4.4. Trasplante con plantulas de Cymodocea nodosa obtenidas a partir de

semillas germinadas en el laboratorio y aclimatadas en tanques.

a) Determinacion de la época optima de trasplante a lo largo del afio.

Se llevaron a cabo varias experiencias de trasplante con plantulas fijadas a
mallas entre los meses de abril a septiembre de 2006. En la Fig. 1.20 se muestran las
tasas de crecimiento de la hoja (media + ee) respecto al mes anterior, durante los meses
que permanecieron las plantulas con vida. En los distintos meses y experiencias
observamos unas tendencias oscilantes, en muchos casos tasas de crecimiento negativas,
debidas principalmente a la pérdida de biomasa aérea por parte de herbivoros. En
general, se observaron las hojas mordidas y en muchas ocasiones sélo permanecia la
vaina enterrada y protegida por la arena. Esto debilita mucho a las plantulas, que
permanecen con vida durante algunos meses pero no consiguen sobrevivir por largos
periodos y finalmente acaban muriendo, como vemos en los diferentes graficos de
supervivencia (Fig. 1.21). La mortalidad se acentiia a partir de los meses de octubre y
noviembre, y ninguna plantula sobrevive en diciembre. El mal estado de las plantulas,
carentes de parte aérea, les impide superar las etapas mas desfavorables de crecimiento
que se dan de forma natural durante el invierno. Asi, las plantulas que fueron sembradas
en abril y mayo fueron las que permanecieron con vida durante mayor tiempo, 6 y 5

meses respectivamente.
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b) Evaluacion del crecimiento y la supervivencia de las plantulas empleando

distintas metodologias de trasplante.

Se llevaron a cabo 3 experimentos en los que se determin6 la importancia del
periodo de aclimatacion, del método de anclaje empleado y de la densidad inicial de las
plantulas. En la Figura 1.22 se presentan los datos de supervivencia y de longitud media
foliar de las plantulas transplantadas segin los diferentes métodos de transplante a lo
largo de 9 meses de estudio. Las tasas de crecimiento foliar respecto al mes anterior se

detallan en la Tabla 1.12.

Tabla 1.12. Tasa de crecimiento foliar mensual (cm d') de las plantulas transplantadas con

diferentes métodos de anclaje a lo largo de los 9 meses de estudio.

ACLIMATADAS NO ACLIMATADAS
Tasa de crecimiento Foliar Recipientes
(cmd™) Mallas de nylon biodegradables Libres en cepellén
Mes 1 -0.047 -0.567 0.136
Mes 2 -0.168 0.100 0.071
Mes 3 -0.040 0.147 -0.090
Mes 4 0.193 -0.100 0.011
Mes 5 -0.029 0.138 0.060
Mes 6 nd -0.070 -0.010
Mes 7 nd -0.003 -0.070
Mes 8 nd -0.008 -0.018
Mes 9 nd -0.007 0.010

Se puede observar como para el experimento 1, que se llevd a cabo atando las
plantulas a mallas de 20 x 20 cm con una densidad inicial de 500 plantulas m™ (Fig.
[.23A-B), las tasas de crecimiento son negativas durante los 3 primeros meses (Tabla
1.12), pasando de una longitud media foliar de 17.16 = 0.84 cm en el momento del
trasplante a 9.50 = 1.04 cm en el tercer mes (Fig. [.22B). Esta disminucion es debida a
los ataques por herbivoria, como ya se ha mencionado antes, y en la Fig. .23C-E
pueden apreciarse las plantulas sembradas en mallas y afectadas por el herbivorismo dos
meses después del trasplante. Las tasas de crecimiento foliar se recuperan a partir del
cuarto y quinto mes (Tabla I.12), con longitudes medias foliares de 15.28 + 1.68 y 14.41

+ 2.28 cm respectivamente (Fig. 1.22B), pero no asi la supervivencia, que disminuye
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progresivamente alcanzando un 15% en el 5° mes, para finalmente terminar muriendo a

los 180 dias, correspondientes al mes de noviembre (Fig. [.22A).

Las plantulas del experimento 2 fueron llevadas al mar en recipientes
biodegradables y sembradas formando un cepellén denso (~3333 plantulas m™) (Fig.
1.24A-B). La tasa de crecimiento en el primer mes es muy negativa (-0.567 cm d™)
(Tabla 1.12), pasando de una longitud media foliar de 24.57 + 0.91 a 7.56 + 0.81 cm
(Fig. 1.22B). Esta fuerte disminucién de la longitud foliar es debida a los ataques por
herbivoria, como puede observarse en la Fig. 1.24C-D. En el segundo mes las plantulas
se recuperan ligeramente obteniéndose una tasa de crecimiento positiva (0.10 cm d™)
(Tabla 1.12). Se observa, ademds, como se han formado rizomas apicales y un
importante entramado de raices (Fig. 1.24E-F). A partir del tercer mes las plantulas
permanecen estables, con un ligero descenso en la supervivencia, pero manteniendo

valores cercanos al 30% hasta el final del experimento (Fig. .22A).

Las plantulas sembradas libres sin métodos de anclaje, formando un cepellén
denso (~3377 plantulas m™) y sin periodo de aclimatacion (Fig. 1.25A), presentan un
crecimiento positivo desde el primer mes (0.136 cm d) (Tabla 1.12), pasando de 10.86
+ 0.30 cm en el momento del trasplante a 14.96 = 0.57 cm en el primer mes y 17.08 £
0.72 en el segundo (Fig. 1.22B). Estas plantulas no han sufrido ataques por herbivoria, y
se observa, ademas, la presencia de rizomas plagiétropos desarrollados de unos 3 cm de
longitud tras el primer mes de trasplante (Fig. 1.25B-D). A partir del segundo mes las
plantulas se mantienen estables con unos indices de supervivencia muy elevados, del
100% hasta el sexto mes y ligeras perdidas al final del experimento, manteniéndose un
porcentaje final del 68.5% en el noveno mes, correspondiente al mes de febrero (Fig.

1.22A y Fig. 1.25E-F).
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1.4.5. Implementacion del protocolo de restauracion en una pradera ubicada

en la isla de Tenerife.

El protocolo de restauracion desarrollado en este trabajo se escalo para propagar
cientos de semillas con las que proveer de plantulas a una pradera que va a ser
restaurada en la costa sureste de Tenerife tras ser afectada por la construccion de un

puerto.

a) Germinacion de semillas

En la Tabla 1.13 se muestran los resultados de germinacion, en porcentaje, de los
experimentos llevados a cabo en abril y diciembre de 2006. Dos meses después de la
siembra con salinidad de 18 psu, el porcentaje de germinacion fue elevado y muy
similar en ambos casos, con un 73% en abril y un 74% en diciembre. En este estudio,
para calcular el porcentaje de germinacion final, se tuvieron en cuenta Unicamente las
plantulas que continuaron su crecimiento de forma adecuada y llegaron a desarrollar una

o dos hojas, necesarias para pasar a la fase de aclimatacion.

Tabla I.13. Porcentaje de germinacion de las semillas en las dos épocas del afio mencionadas.

Mes de siembra N° total semillas  Semillas germinadas % Germinaciéon
Exp. 1 (Abril 2006) 463 338 73
Exp. 2 (Diciembre 2006) 564 417 74

b) Aclimatacion.

Las plantulas procedentes de las semillas germinadas en el laboratorio (338 en el
experimento 1 y 417 en el experimento 2), fueron aclimatadas en tanques (Fig. .9A-D)
hasta que alcanzaban una biomasa foliar y radicular suficiente para llevar a cabo los
trasplantes (60 dias para la primera experiencia y 35 dias para la segunda). Del total de
plantulas sembradas en cada experiencia, se seleccionaron 30 al azar para realizar el
estudio de crecimiento durante la aclimatacion. En la Tabla I.14 se muestran los valores
medios de los diferentes parametros medidos (longitud foliar, longitud radicular y n°® de
raices, de hojas y de haces foliares) en el momento t, y t; para la primera (junio/agosto
2006) y segunda (enero/febrero de 2007) experiencia de aclimatacion. En todos los
casos observamos un aumento de los valores medios en t; respecto a ty, excepto en la

emision de hojas y de haces foliares.
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En relacion a las tasas de crecimiento durante el periodo de aclimatacion (t;-ty =
60 dias para la primera experiencia y 35 dias para la segunda) (Tabla 1.14), observamos
de igual manera la existencia de un crecimiento positivo de las plantulas en el tanque,
excepto para la emision de haces y hojas que nos da una tasa de crecimiento negativa, lo
que significa que en este periodo apenas han producido haces nuevos, y las hojas

existentes mas viejas se han sustituido por nuevas.

Tabla 1.14. Valores medios en el momento t, y t; y tasas de crecimiento para todos los

parametros medidos durante los distintos periodos de aclimatacion (n = 30). n.d = no data.

1* Aclimatacién 2* Aclimatacion
(junio/agosto 2006) (enero/febrero 2007)
. Ty T, (60d) Ty T, (35d)
Longitud Media Foliar (cm) 15.80+0.61 29.91+2.11 10.12+0.34 17.54 £ 0.61
Longitud Media Raices (cm) n.d. n.d. 3.11+0.17 5.89+0.57
N° Medio Raices . nd. nd. | 3634014 4274020
N° Medio Hojas | 437+£020 423018 | 400:018  420£023
N° Medio Haces Foliares 1.17 £ 0.07 1.17 +0.07 1.33+0.08 1.23 +0.08
Tasa Crecimiento Foliar (cm d™): 0.235 0.212
Tasa Crecimiento de la Raiz (cm d™): n.d. 0.079
Tasa Emision de Raices (n° raices d'): n.d. 0.018
Tasa Emisién de Hojas (n° hojas d™): | -0.002 0.006
Tasa Emision de Haces (n® haces d”'): | 0.000 i -0.003

Por otra parte, al igual que ya observamos en las experiencias de aclimatacion
previas, la planta dedic6 un mayor esfuerzo al crecimiento foliar en relacion al
crecimiento radicular. En la 2* aclimatacion, que dur6d 35 dias, observamos como las

hojas crecieron 0.212 cm d™' frente a los 0.08 cm d™' de las raices.

Se observa, ademas, una mayor tasa de crecimiento foliar en los meses de verano
-1 ., .. 1
(0.235 cm d7') en comparacion a los meses de invierno (0.212 cm d™), lo que puede

significar que es una €poca mas favorable para el crecimiento y la aclimatacion.

c) Trasplante al mar.

Todas las plantulas aclimatadas en tanques (338 en el experimento 1 y 417 en el
experimento 2) sobrevivieron a la fase de aclimatacion, y se llevaron al mar atadas de

15 en 15 a mallas de 20 x 20 cm (375 plantulas m™) y protegidas por jaulas para evitar
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posibles ataques por herbivoria. A pesar de esto, las plantulas sufrieron igualmente la
herbivoria y, ademas, las jaulas se cubrieron de epifitos, lo que disminuy6 la luz
incidente, y dificulté ain mas la supervivencia (Fig. .9E-F). En 4 meses la mayoria de

las plantulas habian muerto o desaparecido.

En la Tabla .15 se muestran los resultados obtenidos del seguimiento llevado a
cabo para la 1* experiencia de trasplante (agosto 2006), durante los meses que
permanecieron las plantulas con vida. En la 2* experiencia (marzo 2007), las plantulas

no sobrevivieron mas de dos meses, por lo que no se tomaron datos de crecimiento.

Tabla I.15. Datos de los diferentes parametros medidos y tasas de crecimiento de las plantulas en

el mar para la primera experiencia de trasplante (agosto 2006); obtenidas en intervalos de 60 dias.

Agosto Octubre Diciembre
N° de plantas medidas 30 80 82
Longitud hojas (cm) 299+2.1 13.1+0.4 13.8+0.3
N° hojas 42+0.2 24+0.1 2.5+0.1
N° haces 1.16£0.07 1.22+£0.05 1.30+0.05
Tasa Longitud Foliar (cm d™) - -0.28 0.012
Tasa Emision Foliar (n® hojas d™): - -0.029 0.001
Tasa Emision Haces (n° haces foliares d™): - 0.001 0.001

Observamos, para la primera experiencia, una disminucion inicial de la longitud
foliar, pasando de 29.9 + 2.1 cm en el momento del trasplante a 13.1 £ 0.4 cm en el
segundo mes. Igualmente disminuy6 el numero de hojas, pasando de 4.2 + 0.2 a 2.4 +
0.1 y 2.5 £0.1 en los meses siguientes. Esto se refleja en las tasas de crecimiento foliar
y de emision de hojas, que son negativas en el primer intervalo de tiempo. La fuerte
afeccion de herbivoros, a pesar de la proteccion con jaulas, debilitd mucho las plantulas

que no superaron la etapa del invierno, mas desfavorable para el crecimiento.
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1.5.1. Anatomia de la germinacion en la especie Cymodocea nodosa.

La puesta a punto de la técnica de germinacion y cultivo in vitro nos ha
permitido la observacion y descripcion detallada de los acontecimientos que acompaian
a la germinacién y a la formacién de la plantula, tanto a nivel macroscopico como
microscopico. Es de destacar que la bibliografia precedente reconstruye los sucesos que
ocurren durante la germinacion en base al material vegetal recolectado de la naturaleza
o a descripciones macroscopicas no sustentadas en estudios histolégicos (Caye &
Meinesz, 1986; Reyes & Sanson, 1994). Nuestro trabajo puede ser, por lo tanto, el

primero que aporte datos en este sentido.

De forma general, la germinacién puede definirse como una serie de eventos
metabolicos y morfogenéticos que tienen como resultado la transformacion del embrion
en una plantula adulta capaz de mantenerse por si sola (Barcel6-Coll et al., 2001).
Existen dos términos generalmente empleados para describir la germinaciéon en las
plantas: germinacién hipogea y epigea. Segun Tillich (2007), en las plantas
monocotiledoneas estos términos hacen referencia uUnicamente a la posicion de la
semilla en relacion a la superficie del suelo durante la germinacion. Asi, en la
germinacion hipogea, la semilla permanece enterrada en el sedimento, como ocurre en

las semillas de Cymodocea nodosa.

En Cymodocea nodosa, las semillas sin germinar presentan embriones
completamente desarrollados formados por el cotiledon, el hipocotilo y un meristemo
apical o plumula (SAM o Shoot Apical Meristem), el cual desarrollard posteriormente
los haces y rizomas (Fig. I.11A). Por otra parte, no se observa todavia un tejido vascular
ni radicular aparentemente desarrollado. Describimos el hipocotilo como el tejido
embrionario que ocupa la mayor parte de la semilla, triangular y de color blanquecino
(Figs. L.10D y L.11B). Comunmente se relaciona el tejido blanco de la semilla con el
endospermo (tejido tripliode, 3n), procedente de la uniéon de uno de los nucleos del
gametofito masculino (haploide) con los dos nucleos polares del gametofito femenino
(cada uno de ellos haploide) (doble fertilizacion en angiospermas). Sin embargo, varios
autores relacionados con faner6gamas marinas, citan este tejido blanco como parte del
embrion, denominandolo hipocotilo (tejido diploide, 2n). Segun Tillich (2007), en las
especies acuaticas monocotiledoneas, pertenecientes al orden Alismatales, el hipocotilo
suele convertirse en el 6rgano de reserva de los embriones. Watson & Dallwitz (1992) y

Ackerman (2006), mencionan que las semillas maduras de la familia Cymodoceae no
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son endospérmicas, ya que conforme madura el embrion el endospermo se reabsorbe.
Por otra parte, el hipocotilo puede servir no s6lo para almacenar sustancias de reserva,
sino también para orientar y estabilizar la planta en el sedimento (Ackerman, 2006; Kuo
& den Hartog, 2006). En nuestras preparaciones histoldgicas, observamos como el
centro del hipocotilo esta formado por un conjunto de células compactas, cargadas de
sustancias de reserva, que se van a emplear como la principal fuente de nutrientes para

la germinacion y el desarrollo de la plantula (Fig. 1.11B).

Existen varios trabajos en los que se hace una descripcion histologica y detallada
de las semillas de distintas especies de faner6gamas marinas como Halophila spinulosa
(Birch, 1981), Halophila engelmannii (Jewett-Smith & McMillan, 1990), Halophila
ovalis (Kuo & Kirkman, 1992), Halophila beccarii (Zakaria et al., 1999), Halodule
(Bragg & McMillan, 1986), Thalassodendron pachyrhizum (Kuo & Kirkman 1987,
1990), Thalassia hemprichii (Kuo et al., 1991), Amphibolis griffthii y Amphibolis
antartica (Kuo & Kirkman, 1990), Phyllospadix iwatensis y Phyllospadix japonicus
(Kuo et al., 1990), Posidonia oceanica (Belzunce et al., 2005), Posidonia australis,
Posidonia sinuosa y Posidonia coriacea (Kuo & Kirkman, 1996); Zostera noltii
(Loques et al., 1990), Zostera marina (Taylor, 1957a, 1957b) o Cymodocea rotundata
(McMillan et al., 1982).

En esencia, la anatomia de las semillas de Cymodocea nodosa se asemeja a la de
otras faner6gamas marinas, con determinadas particularidades propias de cada familia y
especie. Se observa de forma comun en la descripcion de todas las semillas, la
interpretacion del hipocotilo como el tejido de reserva al que se unen la plimula y el
cotiledon. Las semillas del género Posidonia (Kuo & Kirkman, 1996; Belzunce et al.,
2005), se caracterizan por presentar, al igual que C. nodosa, un hipocotilo largo con
almidon como la sustancia principal de reserva, y que ocupa practicamente toda la
semilla. Sin embargo, y a diferencia de Cymodocea, se observa en las semillas de
Posidonia un sistema vascular muy bien definido para transportar estas sustancias de
reserva, una plumula muy desarrollada, y un sistema de raices primarias que permite la
fijacion al sustrato. En Phyllospadix (Kuo et al., 1990), el embrion, que se encuentra en
medio del hipocotilo, es recto y simple, con una plimula que contiene tres primordios
foliares y un par de primordios radiculares rodeados por el cotiledon. Las especies del
género Halophila presentan, por lo general, un cotiledon enrollado protegiendo los
primordios foliares (Birch, 1981; Jewett-Smith & McMillan, 1990; Kuo & Kirkman,

1992; Zakaria et al., 1999). En este género, el hipocotilo consiste en numerosas células
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parenquimatosas uniformes, que contienen paquetes de almidon, proteinas y lipidos
como nutrientes de almacenamiento (Kuo & Kirkman, 1992). Estas semillas presentan
una pequena zona de células meristematicas en la zona basal y final del hipocotilo, que
probablemente funcionan como radicula que se elonga en la fase inicial de la
germinacion (Kuo & Kirkman, 1992). En el género Thalassia se distinguen igualmente
un hipocotilo que ocupa la mayor parte de la semilla, fusionado con un cotiledéon y un
embrion insertado en la base. El embrion contiene la plimula con hojas desarrolladas y
un par de primordios radiculares (Kuo et al., 1991). El hipocotilo de Cymodocea
nodosa, al igual que en C. rotundata (McMillan et al., 1982), permanece dentro de las
paredes de la semilla, y la cresta dorsal sirve como dispositivo de anclaje al sustrato. De
forma general observamos que las reservas en las semillas de fanerogamas marinas son
utilizadas desde la periferia y la zona basal hacia el centro del hipocotilo, como por
ejemplo en los géneros Posidonia, Halophila y Phyllospadix (Kuo et al., 1990; Kuo &
Kirkman, 1992, 1996). Al igual que en Posidonia (Kuo & Kirkman, 1996), el hipocotilo
de las semillas de C. nodosa va a permanecer unido a la plantula durante varios meses

sirviendo como material de reserva para la nutricion de la plantula.

Observamos, por otra parte, que existen diferencias en la descripcion de las
semillas de Cymodocea nodosa respecto a otras especies de la familia Cymodoceae. Es
el caso de las semillas del género Siringodium (Cymodoceae) que presentan un embrion
con una radicula reducida adyacente a un gran hipocotilo (Kuo & den Hartog, 2006).
Las semillas del género Halodule (Cymodoceae) también muestran un embrion formado
por una pequefia radicula situada junto a un hipocotilo oblongo, compuesto por células
largas y poligonales que contienen granos de almidon, al que se unen la plimula y el
cotiledon incorporados en una invaginacion (Bragg & McMillan, 1986). En las
preparaciones histologicas de C. nodosa no se observa en ningln caso la presencia de
una radicula, al igual que en las semillas de C. rotundata que, segin McMillan et al.,

(1982), estan formadas por el hipocotilo al que se unen la plumula y el cotiledon.

La ausencia de un tejido vascular en las semillas de Cymodocea nodosa se
detalla también para otras especies del género Halodule o Cymodocea (McMillan et al,
1982; Bragg & McMillan, 1986). En especies del género Phyllospadix, Thalassia o
Posidonia (Kuo et al., 1990, 1991; Kuo & Kirkman, 1996; Belzunce et al., 2005), sin
embargo, las semillas presentan un tejido vascular bien definido para trasportar las

sustancias de reserva.
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La germinacion en Cymodocea nodosa se caracteriza por la apertura de la cresta
dorsal y la emergencia del cotiledon (Fig. 1.12A). En este momento el cotiledon es
blanco y cilindrico (Fig. I.12B), y contintia su crecimiento hasta que una vez superado
el sustrato se vuelve verde, entre los dias 10 y 15 (Fig. 1.12C), adquiriendo capacidad
fotosintética. De las secciones histologicas realizadas a la plantula recién germinada,
podemos determinar cémo el crecimiento del cotiledon es fundamentalmente por
elongacion celular més que por crecimiento meristematico localizado, debido a que el
apice del cotiledon esta formado por células muy alargadas y vacuolizadas (Fig. [.13A-
C). El cotileddn crece hasta alrededor del dia 20 (Fig. 1.12D), arrastrando consigo el
meristemo foliar o Shoot Apical Meristem (SAM). A partir de este momento el
cotiledon no va a crecer mas, y permanecera en la plantula durante varias semanas. A lo
largo de todo el cotiledon se diferencian claramente una epidermis, un parénquima de
células cargadas de sustancias de reserva y un sistema vascular central (Fig. [.14A-C).
En la base del cotiledon de la plantula germinada observamos, ahora ya, un meristemo
radicular desarrollado (RAM o Root Apical Meristem) con células cargadas de
sustancias de reserva, que se van alargando y compactando (Fig. 1.16A-D), y
desarrollaran las dos primeras raices que nacen de forma opuesta (raices primarias o
seminales) (Fig. [.12E). En la zona intermedia del cotiledon se situa el meristemo foliar
o Shoot Apical Meristem (SAM), formado por células meristematicas cargadas de
sustancias de reserva de tipo almidon, y conectado con el meristemo radicular por
medio de un sistema de haces vasculares (Fig. [.15A-C). A partir de este punto se
desarrolla la primera hoja alrededor del dia 25 (Fig. I.12E), y la segunda a partir del dia
30, con la consiguiente formacion del primer haz, y se desarrollan nuevas raices
seminales en la base del primer entrenudo (Fig. I.12F). El dia 35-40 es ya una plantula

desarrollada con un haz, 2-3 hojas y varias raices seminales (Fig. [.12G).

En lo que se refiere a las descripciones de eventos macroscopicos durante la
germinacion, nuestros datos coinciden con las descripciones de otras especies de
faner6gamas marinas, donde, por lo general, la germinacién comienza con la
emergencia del cotiledon o primordios foliares en la parte apical del hipocotilo y con la
emergencia de la radicula en la parte basal (Birch, 1981; McMillan, 1981, 1987, 1988S;
Bragg & McMillan, 1986; Jewett-Smith & McMillan, 1990; Kuo & Kirkman, 1992;
Zakaria et al. 1999). En el caso de Posidonia oceanica, debido a que las semillas
presentan unas raices iniciales bien establecidas (Belzunce et al., 2005), emergen

directamente las raices primarias (Belzunce et al., 2008). En Phyllospadix no se
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describe la emergencia de la radicula, aunque si de primordios radiculares que no
emergen hasta 6 meses después de haberse iniciado la germinacion (Kuo et al., 1990).
Esto implica que las reservas del hipocotilo no sirven para la produccion de las raices,
sino que éstas emplean las que producen las hojas ya maduras. Zostera noltii tampoco
inicia la germinacion con la emergencia de la radicula, sino directamente emerge el
cotiledon, y no es hasta que se ha desarrollado la tercera hoja cuando emergen las raices
primarias (Loques et al., 1990). También en Siringodium filiforme se desarrollan
directamente las raices adventicias a partir del nodo cotiledonario (McMillan, 1981). En
la descripcion de la germinacion de la especie Zostera marina tampoco se menciona el
desarrollo de la radicula (Churchill, 1983, 1992). En varias especies, principalmente del
género Halophila, se desarrollan, en el inicio de la germinacion, pelos unicelulares
desde la superficie del hipocotilo, para favorecer el anclaje de la plantula (Birch, 1981;
McMillan, 1987, 1988; Jewett-Smith & McMillan, 1990; Kuo & Kirkman, 1992;
Zakaria et al. 1999). En el caso de Cymodocea nodosa no se observa ni la formacion de

pelos unicelulares ni la emergencia de la radicula.

El estudio histoldgico de la plantula desarrollada nos ha permitido, por otra
parte, determinar los tejidos vegetales susceptibles de ser empleados en el cultivo in
vitro. Asi, el SAM y el RAM se corresponden con tejidos meristematicos que poseen
células jovenes y en division, que emplearemos, como veremos en el Capitulo III, como
explantos con posibilidad de generar respuestas morfogenéticas in vitro (organogénesis

u embriogénesis somatica).
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1.5.2. Efecto del tratamiento hiposalino en la imbibicion de las semillas de

Cymodocea nodosa.

La toma de agua por parte de la semilla es lo que se conoce como imbibicion, y
es el primer evento que tiene lugar durante la germinacion. La imbibicion es un proceso
fisico y no depende de la viabilidad de las semillas, que se imbiben igual estando vivas
o muertas. Durante la imbibicidn, las moléculas de agua penetran al interior de la
semilla provocando un hinchamiento y un aumento en el peso fresco de la misma. Esto
provoca que se dispersen los coloides, necesario para la vuelta a la vida activa, rehidrata
las reservas alimenticias para transformarlas en asequibles al embridn, y se activan los
enzimas responsables de la hidrolisis de las sustancias de reserva (Barcel6-Coll et al.,

2001). El proceso de imbibicion, segin estos autores, consta de tres fases:

- Fase I. Absorcion de agua por la diferencia de potencial hidrico (el potencial
hidrico de la semilla no excede de -1 a -1.5 MPa). Perturbacion de las membranas y
salida de solutos y metabolitos de bajo peso molecular.

- Fase II. Se dan los principales acontecimientos metabolicos que conducen a la
emergencia de la radicula en semillas no durmientes. Las semillas durmientes son
también metabdlicamente activas en esta fase. Solo las semillas aptas para germinar
entran en la tercera fase.

- Fase III. Elongacion de la radicula acompafiada de una nueva absorcion de
agua.
La imbibicidon depende, a su vez, de tres factores:

1) La composicion quimica de la semilla: las semillas ricas en proteinas
absorben mucha agua y las oleaginosas menos.
2) La permeabilidad de la envuelta seminal.

3) La disponibilidad de agua en el medio ambiente.

Es de destacar, que el proceso de la imbibicion y germinacion de las semillas
esta relacionado, ademas, con el grado de hidratacion del embrion. Pammenter & Berjak
(2000), basandose en Vertucci & Ferrant (1995), identifican 5 niveles de hidratacioén en
los tejidos de la semilla. Segun estos niveles de hidratacion, pueden concurrir distintos
procesos metabodlicos en la semilla debido al cambio en las propiedades termodinamicas
del agua. Con altos niveles de agua en el interior de la semilla (Nivel V de hidratacion,

> 0.7 g/g, gramos de agua/ peso semilla; entre -1 y -1.5 MPa de potencial hidrico), se
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presenta un metabolismo normal y la semilla puede germinar. Con niveles de agua algo
menores (Nivel IV; 0.45-0.70 g/g; entre -1.5 y -3 MPa) la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos, junto con la respiracion, es posible, pero no hay agua suficiente para el
crecimiento celular ni la germinacién. Rangos de 0.25 a 0.45 g/g de agua en la semilla
(Nivel III, entre -3 MPa y -11 MPa) no permiten la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos, pero puede detectarse algo de respiracion. Por debajo de estos niveles, s6lo
los eventos de bajo nivel catabdlico pueden ocurrir (Nivel II; entre -11 MPa y -150
MPa; 0.08-0.25 g/g). En el nivel I el agua permanece unida a las macromoléculas como

ocurre en las semillas que sufren deshidratacion (Nivel I; <-150 MPa; 0.08 g/g).

Las semillas de Cymodocea nodosa pertenecen al tipo de semillas denominadas
recalcitrantes (mas detalles en el Capitulo II), que se caracterizan por la necesidad de
mantener un elevado contenido en agua en su interior para permanecer viables
(Obroucheva & Antivopa, 2004). Asi, en condiciones normales, las semillas de C.
nodosa deben situarse en el nivel III de hidratacion, seglin los niveles de hidratacion de
Pammenter & Berjak (2000), con potenciales hidricos alrededor de -3 6 -4 MPa, ya que
el contenido en agua de la semilla de C. nodosa es, segun Caye et al. (1992), alrededor
del 35% de su peso (0.35 g de agua/g peso fresco). A pesar de que estas semillas apenas

se deshidratan, necesitan un aporte extra de agua para alcanzar el nivel V y germinar.

La entrada de agua en el interior de las semillas se debe exclusivamente a una
diferencia de potencial hidrico entre la semilla y el medio ambiente. El tejido que posea
un potencial hidrico bajo, tendera a absorber agua de sus alrededores, siempre que esta
agua se halle a un potencial hidrico mas elevado. En Cymodocea nodosa, la diferencia
de potencial hidrico necesaria para la difusion de agua al interior de la semilla y su
imbibicion puede estar favorecida por la abundante adquisicion de sustancias de
reserva (como hemos apreciado en la histologia), que hacen disminuir el potencial
hidrico del tejido. En nuestro caso, ademas, la disponibilidad de agua es abundante ya
que se encuentran en ambientes acuaticos. Sin embargo, el hecho de ser un ambiente
acuatico marino con salinidad de 36.6 psu en aguas Canarias, disminuye su potencial
hidrico alrededor de -2.5 MPa (Fig. L.5). Aparentemente, esto impediria crear la
diferencia de potencial hidrico necesaria para alcanzar el nivel V de hidratacion (entre -
1 y-1.5 MPa) y la consiguiente activacion del proceso germinativo. En este contexto, la
disminucién de la salinidad natural del agua de mar, de 36 psu (-2.5 MPa) a 18 psu (-

1.27 MPa), provoca la imbibicién inmediata de las semillas por diferencia de potencial
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hidrico y el paso al nivel V de hidratacion. Caye et al. (1992) estudiaron la toma de
agua en semillas de C. nodosa durante la germinacion. Seguin estos autores, debido al
elevado contenido en agua de la semilla en condiciones normales (35% del peso fresco),
la absorcion de la misma durante la germinacion, con salinidades tanto de 20 como de 5
psu, es baja (entre un 3 y un 12% respectivamente), lo que unicamente elevaria el
contenido en agua de la semilla hasta un méaximo de 0.47 g/g (nivel IV de hidratacion).
Sin embargo, este nivel de hidratacion resulta ser suficiente para activar los procesos

fisiologicos conducentes a la germinacion en las semillas de C. nodosa.

Estos resultados indican que la disminucion de la salinidad acelera la entrada de
agua en la semilla y la consiguiente germinacion. Sin embargo, es importante destacar
que no son imprescindibles condiciones de baja salinidad para la activacion de estos
procesos. Asi, hemos podido comprobar que la germinacion ocurre también con
salinidad de 36.6 psu (-2.5 MPa), lo que supone que con una minima entrada de agua en
la semilla por simples procesos fisicos (de -3 6 -4 MPa a -2.5 MPa), la semilla es capaz
de activar los procesos fisioldégicos y metabdlicos necesarios para iniciar la

germinacion.

La disminucién de la salinidad en el mar Mediterraneo, como consecuencia de
lluvias torrenciales y escorrentias, ha servido para justificar la germinacion de las
semillas de Cymodocea nodosa por algunos autores (Caye & Meinesz, 1986; Caye et
al., 1992). Sin embargo, en las Islas Canarias, donde el rango de salinidad va de 36.6 a
36.8 psu a lo largo del afio y la presencia de lluvias es escasa, la germinacion de las
semillas por el efecto de la disminucion de la salinidad carece, a nuestro entender, de

relevancia ecologica.
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1.5.3. Efecto del tratamiento hiposalino en la germinacion de semillas de C.

nodosa y condicionamiento del desarrollo posterior de la plantula.

De los distintos tratamientos de shock hiposalino empleados, fueron los de
menor salinidad los que indujeron los mds altos porcentajes de germinacion. Asi, el
tratamiento de 5 psu indujo la germinacion de forma masiva desde el primer mes (80%).
Salinidades de 11 y 18 psu siguieron la misma tendencia, induciendo germinaciones
elevadas tras finalizar los tres meses de estudio (76 y 57% respectivamente), mostrando,
ademas, diferencias significativas respecto al control (36 psu = 23%; p < 0.05), donde se
observan germinaciones mas tardias (Tabla 1.9). Sin embargo, un buen tratamiento para
inducir la germinacion no conlleva necesariamente un mejor desarrollo de las plantulas
obtenidas. Hemos visto que el tratamiento hiposalino condiciona el posterior
desarrollo de las plantulas, ya que ninguna semilla germinada con el tratamiento de 5
psu alcanzo el estado 3 de desarrollo y el tratamiento de 11 psu lo limit6é con respecto a
salinidades mas altas (Tabla 1.10). La germinacién de las semillas y la optimizacion del
desarrollo de la plantula son importantes en proyectos restauracion, donde el numero de
plantulas producidas es un factor importante a tener en cuenta.

En definitiva, considerando tanto el porcentaje de germinacion, como el
posterior crecimiento hasta el estado 3 de desarrollo, el mejor tratamiento es el de
hiposalinidad a 18 psu durante el primer mes (subiendo la salinidad a 36 psu en el
segundo), en donde todas las semillas germinadas (57.7%) se desarrollan hasta plantula
y pasan a la fase de aclimatacion (Tabla 1.10). En este sentido, Caye & Meinesz (1986),
trabajando con semillas de Cymodocea nodosa, concluyeron que la forma mas adecuada
de inducir su germinacién y el desarrollo hasta plantula era disminuir la salinidad
durante 2-6 dias (10 psu) y luego mantenerla a 27 psu durante 20 dias mas, para obtener
porcentajes de desarrollo méximos del 50%. No obstante, estos autores no continuaron
con el estudio de crecimiento y desarrollo posterior de las plantulas.

La germinacion en el laboratorio mediante tratamientos hiposalinos (18 psu)
permite obtener porcentajes de germinacion de hasta el 70% en cualquier momento del
afio, como vemos en los resultados obtenidos cuando el procedimiento es escalado para
propagar masivamente (Tabla 1.13). Ademads, en este tipo de especies donde la
germinacion en la naturaleza es relativamente rara y escasa, la recuperacion de
semillas y la induccion de la germinacion en el laboratorio mediante tratamientos
hiposalinos puede constituir un método efectivo y de bajo coste para la obtencion

de material vegetal con el que repoblar o restaurar ecosistemas dafnados.

Maite Zarranz Elso



Discusion Capitulo I 72

1.5.4. Estudio del crecimiento posterior de las plantulas de Cymodocea nodosa

germinadas a partir de semillas en el laboratorio y efecto del sistema de cultivo.

Finalmente, en lo que al destino de las plantulas se refiere, observamos un
crecimiento positivo de todos los pardmetros medidos a lo largo de 8 meses de estudio
(Tabla 1.16), con tendencia a continuar su desarrollo de forma positiva ya que las
plantulas estan sanas y fuertes antes de llevarlas al mar. Observamos en el octavo mes el
desarrollo inicial del rizoma, alcanzando un valor aproximado de 2 cm de longitud. Las
plantulas pueden mantenerse durante largos periodos en los tanques (hasta 6-8 meses)

controlando siempre que no degenere el sedimento o las condiciones de cultivo.

Tabla I.16. Recopilacion de diferentes datos de crecimiento (media + ee del n°® hojas, n° raices, n°
haces, longitud de raices, longitud foliar y longitud del rizoma en cm) obtenidos en este trabajo en
plantulas germinadas en el laboratorio y aclimatadas en acuarios a partir del 2° mes de vida (mes 1, n =

30; mes 2,3 y4,n=20; mes 5, n=23; mes §, n= 14). n.d.: no data.

Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4 Mes 5 Mes 8
N° Hojas (n° + ee) 145+0.11  2.00+0.27 4.20+0.21 4.35+0.27 n.d. 3.78£0.30
N° Raices (n°® + ee) 1.70+£0.10  1.75+0.34 4.05+0.26 4.80+0.33 n.d. 7.85+0.90
N° Haces (n° + ee) 1.00 +£0.0 1.00 +0.00 1.40+0.11 1.55+0.13 n.d. 1.14£0.09
Long. Foliar (cm = ee) 4.64+023 7.17+1.13 2225+144 2873+138 3457+091 47.09+2.12
Long. Raices (cm + ee) 091+0.17 2.10£0.58 7.46 +=0.65 8.11 +£0.64 n.d. 34.8+6.19
Long. Rizoma (cm =+ ee) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2.46 +0.23

Nuestros resultados pueden ser comparados con los de Pirc et al. (1986) y Buia
& Mazzella (1991), que estudiaron el crecimiento en el laboratorio de las plantulas de

Cymodocea nodosa germinadas in vitro.

Pirc et al. (1986) recogieron semillas en noviembre, y permanecieron en estado
de dormancia 7-8 meses, tras lo cual empezaban a germinar en mayo. Alcanzaron unos
indices de germinacion en el laboratorio con agua de mar a temperatura ambiente del
100% en julio. El méaximo de produccion de hojas y raices se alcanzo en julio, con 3.84
+ 0.90 hojas y 3.43 £ 0.90 raices por plantula, y el méximo de longitud foliar en agosto
con 11.87 + 3.89 cm. Sin embargo, a partir de este momento los valores disminuyen y

las plantulas terminan muriendo en septiembre, no sobreviviendo por mas de 4 meses.

Pirc et al. (1986) estudiaron también la germinacién y el crecimiento de las
plantulas en la naturaleza. Observaron que el nimero maximo de raices y la longitud

maxima foliar se obtiene en julio con 2.25 + 1.55 raices y 7.65 £ 2.97 cm
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respectivamente, y el nimero maximo de hojas se da en agosto con 3.08 + 3.76 hojas
por plantula. La mortalidad fue igualmente elevada en la naturaleza, y el 50% de las
plantulas germinadas en junio se perdieron en agosto, por lo que no continuaron el

estudio de crecimiento.

En el trabajo de Buia & Mazzella (1991), tras recolectar semillas de Cymodocea
nodosa en enero, obtuvieron unos porcentajes de germinacion en junio de entre 60 y
90%. Observaron el crecimiento de las plantulas en el laboratorio desde junio hasta
agosto. En este periodo las plantulas producian hojas y raices, pero finalmente morian y
no continuaban su crecimiento. Las plantulas tuvieron un crecimiento positivo de junio
a agosto, hallandose maximos de longitud foliar y de nimero de hojas en julio, que
variaban segun la pradera de origen entre 15 y 25 cm, y entre 3 y 4 hojas por plantula.
El crecimiento de la raiz alcanzo su méximo en agosto con hasta 4 raices por plantula y

6 cm de longitud.

En los estudios llevados a cabo por Pirc et al. (1986), tanto en el laboratorio
como en la naturaleza, y por Buia & Mazzella (1991), las plantulas tienen un
crecimiento positivo durante dos meses y empiezan a decaer a partir del tercer mes, lo
que lleva a la muerte de las plantulas en el cuarto mes. Sin embargo, en nuestro estudio,
las plantulas de Cymodocea nodosa tienen un crecimiento positivo y permanecen
saludables por periodos mucho més prolongados, como hemos visto en la Tabla 1.16
(hasta 8 meses en tanques). Aparentemente, la Unica diferencia entre estos estudios y el
nuestro deben de ser las condiciones de cultivo a las que han sido sometidas las
semillas. Asi, Buia & Mazzella (1991) mantienen las semillas en acuarios con flujo
continuo de agua de mar a temperatura y luz ambiente. Pirc et al. (1986) las mantienen
en acuarios con arena procedente del lugar de recoleccion y flujo continuo de agua de
mar a temperatura ambiente y luz adicional con fluorescentes (GRO-LUX F 36 W) y
fotoperiodo de 14:10 dia/noche. Los sistemas de cultivo empleados en nuestro
estudio: recipientes tipo magenta con arena, medio de cultivo PES y agua de mar
durante un periodo de 45-60 dias (24 + 2°C, fotoperiodo 18:6 y 30 umoles de fotones m’
s, y posteriormente en acuarios o tanques de cultivo con arena y flujo continuo de
agua de mar, temperatura ambiente (entre 18° y 24°C) y rangos de luz entre 30 y 200
umoles de fotones m? s”', permiten un desarrollo continuado de las plantulas,
llegando a desarrollar rizomas ortotropicos necesarios para la supervivencia de la

plantula y la formacion de nuevas praderas.
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L.5.5. Necesidad de aclimatacion de las plantulas de Cymodocea nodosa

germinadas en condiciones in vitro.

Se asume que el crecimiento de las plantulas en el acuario va a permitirles la
adquisicion de los recursos necesarios para mejorar la supervivencia en el medio
natural, incrementando el desarrollo de la parte aérea para realizar la fotosintesis y de la
parte subterranea para poder nutrirse y fijarse al substrato. El aumento de la biomasa
foliar y radicular resulta esencial para adaptarse a las nuevas condiciones del medio
natural donde existe una mayor inestabilidad por las fuertes corrientes, la herbivoria y la
menor disponibilidad de luz y nutrientes. El tiempo que van a permanecer en la fase de
aclimatacion dependera de la propia capacidad de la plantula para crecer y adquirir
biomasa suficiente para el trasplante. Debido a las condiciones especiales a las que estan
sometidas las plantulas durante la fase del cultivo in vitro, se pueden obtener individuos
con anormalidades fisioldgicas, morfologicas, y anatdmicas, las cuales deben ser
corregidas para la supervivencia de los trasplantes (Pospisilova et al., 1998). Los
esfuerzos en este sentido se centran en mejorar la supervivencia de las plantulas en el
mar mediante la aclimatacion previa a las condiciones ex vitro. Por otra parte, la
necesidad de aclimatar plantulas se hace patente con los futuros requerimientos de
ejemplares en cualquier época del afio, siendo necesaria la creacion de espacios donde
crezcan y se desarrollen satisfactoriamente, de manera que estén siempre disponibles

para ser empleadas en eventuales proyectos de restauracion y trasplante.

La aclimatacion en fanerégamas marinas es especialmente importante para el
desarrollo de un sistema radicular que sea capaz no solo de adquirir los nutrientes
necesarios, sino también de estabilizar las plantulas en el sedimento (Woodhead & Bird,
1998). Bird & Jewett-Smith (1994) llevaron a cabo experimentos de aclimatacion ex
vitro con fragmentos de rizoma de Halophila engelmannii propagados in vitro.
Emplearon acuarios con arena y flujo continuo de agua de mar, cubiertos por una malla
para reducir la luz solar en un 50%, y tras 6 semanas de cultivo observaron un aumento

en la produccion de raices y un 100% de supervivencia.

La importancia de la aclimatacion se hace evidente, también, en algunos trabajos
de transplante con distintas especies de fanerégamas marinas, como en los experimentos
llevados a cabo por Meinesz et al. (1993), donde mencionan que los trasplantes de
Posidonia oceanica, que han crecido previamente en acuarios durante varios meses,

sobreviven mejor que los trasplantados directamente. Bird et al., (1994) llevaron a cabo
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dos experimentos de trasplante con plantas de Ruppia maritima cultivadas in vitro. El
primer método empleado fue el de los staples o grapas, y las plantas no sobrevivieron al
primer mes. En el segundo método, las plantas fueron aclimatadas en acuarios con
sistemas de flujo abierto durante 6 semanas. Estos trasplantes mostraron unos indices de
supervivencia entre 20 y 80% tras 11 meses, ademas de un aumento considerable del
nimero de haces y de la cobertura. Posteriormente, Woodhead & Bird (1998),
aprovechando las técnicas de micropropagacion clonal desarrolladas para cultivar R.
maritima (Koch & Durako, 1991; Bird et al., 1993, 1996), desarrollaron un protocolo
para acelerar la produccion de las raices de esta especie en cultivo, al mismo tiempo que
aclimataban las plantulas a las condiciones ex vitro. Reportaron que los cultivos de R.
maritima eran fotosintéticamente inactivos en medios que contenian sacarosa, pero eran
capaces de volverse autotrofos inmediatamente de ser transferidos a medios
bicarbonatados. Conforme aumentaba la concentracion de nutrientes la planta respondia
aumentando el niimero de nodos y de raices. Ademas, las plantas aclimatadas en
acuarios permanecian saludables lo que indicaba la necesidad de un sistema de flujo
continuo. Concluyeron que esta especie puede aclimatarse de manera facil y efectiva
con un coste bajo, convirtiéndola en una especie muy Util para proyectos de restauracion
y mitigacion.

Las plantulas de Cymodocea nodosa germinadas in vitro se aclimatan bien al
transferirlas de los recipientes de cultivo (MagentaR—G7; Sigma Co.USA), donde han
permanecido entre 45 y 60 dias desde la puesta en germinacion, a los acuarios o tanques
de cultivo, independientemente de la época del afio, con porcentajes de supervivencia
cercanos al 100%. En vista de las tasas de crecimiento obtenidas (Tablas .11, 1.14 y
1.16) y la apariencia saludable del material vegetal durante la aclimatacion, suponemos
que el rango de condiciones luminicas (entre 30 y 200 pmoles de fotones m™>s™) y el de
temperaturas alcanzadas (entre 18 y 24°C, relativamente constantes en aguas del
Archipi¢lago Canario), resultan apropiadas para la misma. La arena empleada (arena de
obra) y el flujo de entrada de agua de mar no han resultado ser factores criticos. Por el
contrario, se debe tener un especial control del potencial redox del sedimento arenoso,
ya que cuando éste alcanza valores de hasta -300 mV (medido con sensor combinado de
Ph / Potencial redox marca Crison 507, mediante un electrodo de Pt, crison 52-61), se
observa una disminucion de la vigorosidad de la plantula, las hojas se vuelven marrones

y se llenan de epifitos, hasta que se caen y finalmente la plantula muere.
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Del estudio de aclimatacion también se deduce que la tasa de crecimiento en el
tiempo no es lineal (Fig. 1.18), con un periodo de crecimiento maximo entre los dias 15
y 30, excepto para la emision de raices que es mayor durante los 15 primeros dias. En el
primer periodo, el crecimiento es en general menor, debido posiblemente a que las
plantas requieren un tiempo para aclimatarse a las nuevas condiciones. A partir de los
30 dias en cultivo, el crecimiento se estabiliza y las tasas de crecimiento disminuyen
ligeramente. Esto nos permite establecer el momento 6ptimo de trasplante, y situarlo a
partir del dia 30 de aclimatacion, donde las plantulas presentan una media de 4.20 +
0.21 hojas y 4.05 £+ 0.26 raices y una longitud foliar y radicular de 22.25 + 1.44 cm y
7.46 £ 0.65 cm respectivamente. Las plantulas aclimatadas estabilizan su crecimiento, y
en 30 dias se observan sanas y preparadas para el trasplante al medio natural con un

rendimiento del 100% de las plantulas cultivadas.

Atendiendo a las tasas de crecimiento absolutas (Tabla 1.11) observamos que la
plantula dedica mayor esfuerzo al desarrollo de la parte aérea en relacion al desarrollo
de la parte radicular (0.479 + 0.027 cm d”' de la hoja frente a los 0.132 + 0.017 cm d!
de la raiz, obteniéndose una ratio de crecimiento de 3.6 hojas/raices). El término
correlacion de crecimiento se usa para designar al tipo de crecimiento que implica
interdependencia entre el desarrollo de distintas partes de una planta (Barcel6-Coll et
al.,2001). Por ejemplo, conforme el tallo crece en longitud por el efecto del crecimiento
del meristemo apical, también se engruesa, aumentando la rigidez de las zonas mas
viejas. A su vez, este aumento de la longitud del tallo implica un incremento en las
necesidades de agua y nutrientes y, para satisfacerla, se equilibra con el crecimiento del
sistema radicular, lo cual también significa un aumento en las necesidades de sustancias
organicas que debe aportar el tallo. De esta manera, durante toda la vida de la planta hay
un continuo transporte de solutos de una parte a otra, existiendo unos oOrganos
productores (sources) y otros consumidores. Retomando los datos de la Tabla I.11, en
vista de las diferencias entre el crecimiento de la parte aérea y parte radicular de las
plantulas de Cymodocea nodosa, nos planteamos intervenir en el programa de
crecimiento de la planta para mejorar la relacion crecimiento hoja/raiz, de forma que
promovamos un mejor agarre y capacidad de supervivencia del material vegetal a la

hora del trasplante. Este aspecto sera tratado con detalle en el Capitulo II.
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1.5.6. El trasplante al mar de plantulas de Cymodocea nodosa germinadas en

el laboratorio y aclimatadas en tanques de cultivo.

De los diferentes ensayos de trasplante, en los que se ha determinado tanto la
supervivencia como las tasas de crecimiento de las plantulas (Fig. 1.20, [.21; 1.22; Tabla
1.12) hemos podido valorar los diferentes factores que pueden afectar al trasplante, entre
ellos el método de anclaje de las plantulas al sustrato, la época de trasplante, la afeccion

por herbivorismo, la densidad de siembra o el uso directo de plantulas sin aclimatar.

Uno de los mayores problemas para la supervivencia de las plantulas es, segiin
varios autores, la escasa fijacion al sustrato y la perdida por fuertes corrientes, lo que
hace necesario adoptar métodos de anclaje que permitan aumentar la supervivencia.
Meinesz et al. (1993) llevaron al mar 20 plantulas de Posidonia oceanica germinadas en
acuarios y cultivadas durante 14 meses. Tuvieron un 80% de pérdidas tres afos después
del trasplante, lo que atribuyeron al mal anclaje de las mismas. Segin Woodhead &
Bird (1998), el mejor método para trasplantar plantulas de Ruppia maritima es en
esteras de fibra de coco donde han sido aclimatadas previamente, ya que, ademas de
mejorar el anclaje, les permiten extenderse y crecer fuera de las mismas. Kirkman
(1998) también empled un tipo de sujecion al sustrato para sembrar plantulas de
Amphibolis, denominado geotextile. Las plantulas parecian sanas los primeros meses
pero terminaron muriendo antes de cumplir 1 afio. Observé que el recipiente empleado
no era un buen sustrato para esta especie porque las raices y rizomas no podian emerger
fuera del plastico. Segun este autor, la siembra de estas plantulas en el medio natural
requiere, ademas de mucha proteccion, zonas de escasa corriente y un buen anclaje al
substrato. Kirkman (1998) también llevdo a cabo un experimento de trasplante con
plantulas de varias especies de Posidonia en diferentes areas y empleando diversos
métodos de anclaje: libres, en Jiffy Pots (recipientes biodegradables) y en Growool
blocks (recipiente de piedra de con revestimiento de pléstico). El mejor método fue el
de Growool blocks aunque no lo recomienda para restaurar praderas de Posidonia, ya
que, aunque las hojas crecen y aparecen nuevas, los rizomas se propagan escasamente,
mostrando un crecimiento de 1-2 mm tras un periodo de tres afios. Balestri et al. (1998)
obtuvieron cierto éxito en un experimento de trasplante llevado a cabo con plantulas de
P. oceanica crecidas en acuarios durante dos meses. Las llevaron al mar fijadas a mallas
de plastico con hilo de nylon y consiguieron altos porcentajes de supervivencia (70%)

tres afios después del trasplante. Estos resultados indican que las plantulas de P.
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oceanica pueden ser empleadas para la restauracion del area concreta de este estudio, en
el mar de Liguria (Mediterraneo, Italia). Més recientemente, en Australia, Seddon et al.
(2004) y Wear et al. (2006) han empleado recipientes biodegradables con las especies
Posidonia spp. y Amphibolis sp., para solucionar igualmente los problemas de anclaje al

sustrato y facilitar el reclutamiento natural de las plantulas.

En las distintas experiencias de trasplante llevadas a cabo a lo largo de este
estudio con plantulas de Cymodocea nodosa germinadas in vitro, hemos comprobado
que la fijacion al sustrato no es un factor determinante para la supervivencia de éstas
plantulas. En concreto, la zona de Taliarte en la que se han realizado los trasplantes
(Fig. 1.3B), caracterizada por un bajo hidrodinamismo debido a la proteccion de un
muelle, permite la permanencia de las plantulas aunque sean trasplantadas sin ningin
método de anclaje (68.5% de supervivencia 9 meses después del trasplante, Fig. [.22A).
Por otro lado, parece un hecho probado que atar las plantulas con hilo de bala o cuerdas
a las mallas para evitar su desprendimiento, ademds de resultar innecesario, provoca
efectos dafiinos en las plantulas que pueden ser la principal causa del debilitamiento y
muerte final, por lo que desaconsejamos su uso (Fig. 1.20 y 1.21: Tablas 1.12 y L.15).
Nueve meses después del trasplante con distintos métodos de anclaje, las plantulas sin
ningin método de fijacion sobreviven mejor (68.5%) que las atadas a mallas de nylon

(0%) o las trasplantadas sobre recipientes biodegradables (32%) (Fig. 1.22A).

Otro de los factores estudiados en varios trabajos es la afeccion de las praderas
de faner6gamas marinas por el herbivorismo (Cebrian & Duarte, 1998; Valentine &
Heck, 1999; Tomas et al., 2005; Heck & Valentine, 2006; Prado et al., 2007) y como
estas plantas desarrollan mecanismos para su defensa (Verges et al., 2007, 2008). Los
cambios que ocurren en las plantas como consecuencia del herbivorismo son conocidos
como respuestas inductivas, y hacen referencia a la adquisicion de tolerancia o de
mecanismos de defensa (Verges et al., 2008). Considerando que el herbivorismo en
sistemas acuaticos es tres veces mayor que en sistemas terrestres, las plantas deben
desarrollar mecanismos de compensacion a la biomasa perdida y otros que reduzcan la
preferencia de los herbivoros, como la produccion de metabolitos secundarios (Verges
et al., 2008). Estos autores comprobaron que las plantas de Posidonia oceanica tienen
capacidad para inducir un crecimiento compensatorio (de nimero de hojas por haz y
crecimiento foliar) tras ser afectadas por bajos niveles de herbivorismo, aunque no
observaron incremento en la concentracion de compuestos fenolicos. Al mismo tiempo,

concluyeron sobre la importancia de la acumulacién de N en los rizomas, que, gracias a
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su posterior traslocacion, la planta puede mantener los niveles de crecimiento y

fotosintesis para compensar los ataques moderados o elevados de los herbivoros.

El principal herbivoro consumidor de las praderas de Posidonia oceanica es el
esparido Sarpa salpa, responsable del 70% de las pérdidas anuales (dandose el 80% en
el mes de agosto), y el erizo Paracentrotus lividus responsable del otro 30% (Prado et
al., 2007). Tanto Balestri et al. (1998) como Kirkman (1998) observan que los
trasplantes de plantulas de Posidonia se ven afectados por el herbivorismo. En concreto,
un aio después del trasplante llevado a cabo por Kirkman (1998), la mayoria de las
plantulas habian muerto y se observaba un mayor epifitismo en las plantulas
trasplantadas y un mayor niimero de hojas comidas que en la pradera natural. Hughes et
al. (2000) plantean la hipotesis de que los trasplantes de Zostera noltii se ven afectados
por la infauna, particularmente por el poliqueto Nereis diversicolor. Los trasplantes
protegidos con redes del efecto de los poliquetos presentan tasas de supervivencia
mayores, un menor grado de afeccion de raices y una mayor biomasa al final del

experimento en comparacion con los trasplantes no protegidos.

En las Islas Canarias no existen trabajos sobre la depredacion de herbivoros en
las praderas de Cymodocea nodosa. Mena et al. (1993) realizan un estudio sobre la
ictiofauna presente en las praderas de C. nodosa del Archipiélago Canario. De los peces
que segun estos autores pueden encontrarse en las praderas de forma permanente u
ocasional no se reconoce ningin herbivoro estricto. La mayoria son carnivoros y
algunos omnivoros que pueden incluir algas en su dieta como Sparisoma cretense,
Spondyliosoma cantharus, Oblada melanura, Sarpa salpa, Canthigaster rostrata,
Sphoeroides spengleri y juveniles de Diplodus sargus cadenati y Pagellus acarne
(Gonzalez-Jiménez et al., 1997). Asi, es mas probable que las praderas de C. nodosa en
Canarias se vean afectadas por invertebrados tipo moluscos o equinodermos, aunque no
existen estudios al respecto. Aun asi, creemos que el herbivorismo ha sido un factor
determinante en la supervivencia de nuestros trasplantes, que se hace patente en cada
experiencia, ya que a pesar del empleo de jaulas (Fig. 1.9F) se observan las hojas
mordidas y en muchas ocasiones s6lo permanece la vaina enterrada y protegida por la
arena (Fig. 1.23C-E). Esto debilita mucho a las plantulas que permanecen con vida
durante algunos meses, pero no consiguen sobrevivir por largos periodos y finalmente
acaban muriendo como vemos en los diferentes graficos de supervivencia (Fig. 1.21).
Ademas, la mortalidad se acentua a partir de los meses de octubre y noviembre, y

ninguna plantula trasplantada con mallas sobrevive en diciembre. El mal estado de las
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plantulas, carentes de parte aérea, les impide superar las etapas mas desfavorables de

crecimiento que se dan en todas las praderas de forma natural durante el invierno.

Como ya hemos mencionado, las faner6gamas marinas presentan una serie de
ventajas en su fisonomia, que favorecen la adquisicion de la tolerancia y del crecimiento
compensatorio, como la presencia de meristemos basales inaccesibles, la propagacion
clonal, y la integracion fisiologica entre ramets (Verges et al., 2008 y referencias
contenidas en este articulo). Sin embargo, nuestras plantulas son todavia muy jévenes y
estan mas indefensas ante la herbivoria por carecer precisamente de una parte
importante de estas ventajas, como la propagacion clonal y la integracion fisiologica.
Ademas, inicialmente, las plantulas carecen de un rizoma desarrollado que les permita
acumular sustancias de reserva con las que favorecer el crecimiento foliar ante los
ataques por herbivoria. Asi, creemos que la siembra en grupos, formando cepellones
densos (alrededor de 3000 plantulas m™ en los experimentos 2 y 3), ha permitido a las
plantulas adquirir una mayor resistencia a los herbivoros, tal y como se ha visto en la
mayor supervivencia de estas plantulas al final del experimento y las tasas de
crecimiento relativamente constantes, sin perdida de biomasa foliar, en las plantulas del
experimento 3 (Fig. 1.22A-B). En este sentido, Kirkman (1998) también observo
mejores resultados en los trasplantes cuando las plantulas de Posidonia eran sembradas

en grupos, independientemente del método empleado.

La época del afio también debe ser un factor a tener en cuenta, ya que podemos
observar como el trasplante en los meses de abril-mayo es el mas beneficioso para las
plantulas (Fig. 1.20) debido a que es la época de crecimiento natural en la pradera y les
da un margen para crecer y adaptarse a las nuevas condiciones antes de que llegue la
temporada mas desfavorable del invierno donde, segiin Reyes et al. (1995), las praderas

tienden a disminuir su crecimiento.

El periodo de aclimatacién puede no ser un factor imprescindible, ya que las
plantulas de Cymodocea nodosa sembradas directamente, sin periodo de aclimatacion,
estan fisiologicamente preparadas para adaptarse a las nuevas caracteristicas del medio
natural y defenderse de los depredadores (Tabla 1.12; Fig. 1.22 y 1.25). Estas plantulas
han mostrado un crecimiento positivo practicamente durante todo el estudio, llegando
en apenas tres meses de edad a formar rizomas plagiétropos. Meehan & West
(2004) estudiaron el crecimiento de las plantulas de Posidonia oceanica de la
naturaleza, con edades comprendidas entre los 0.7 y 8.2 afios, y de las 57 plantulas

muestreadas s6lo 6 habian desarrollado rizomas plagiétropos que, segin los autores, no
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se producen hasta los 4.3 + 0.7 afios. La produccién de rizomas plagiotropos, significa,
segun varios autores (Kirkman, 1998; Marbd et al., 2004), el establecimiento del
crecimiento vegetativo clonal necesario para la formacion de nuevos parches y praderas.
La proliferacion vegetativa y el crecimiento clonal es el mecanismo principal que
emplean estas especies para propagarse, particularmente durante la colonizacion de
nuevos habitats o de su recuperacion tras perturbaciones (Marba et al., 2004). Sin
embargo, la mayoria de las plantulas germinadas a partir de semillas en la naturaleza
mueren antes de iniciar un crecimiento clonal (50-70% durante el primer afio de vida),
debido a que requieren de la acumulacion de grandes cantidades de recursos y nutrientes
(Marba et al., 2004). La formacion de nuevos clones a partir de semillas se ha estimado
en 0.009 clones m™ afio” '. La estructura clonal de la especie y la acumulacion de
recursos en los organos subterrdneos (carbon y nutrientes), permite a las especies el
mantenimiento del crecimiento en las épocas mas desfavorables y segiin Verges et al.
(2008), la adquisicion de la tolerancia y del crecimiento compensatorio frente a los
herbivoros, como ya hemos mencionado. El hecho de que nuestras plantulas hayan
generado un rizoma plagiotropo en apenas tres meses de edad, una vez trasplantadas al

medio natural, nos permite ser optimistas en este sentido.

Podemos concluir, de los distintos experimentos de trasplante, que las plantulas
de Cymodocea nodosa, germinadas en condiciones in vitro, y trasplantadas a zonas de
bajo hidrodinamismo en los meses de abril y mayo, sin ningin método de anclaje, con o
sin periodo de aclimatacion, pero sembradas en grupos formando un cepellon denso,
pueden ser empleadas para restaurar o recuperar pequefias zonas donde existian

praderas previamente.

A la vista de los resultados positivos de germinacioén, aclimatacion, y
supervivencia en los trasplantes (ademés de la produccion de rizomas plagidtropos), nos
preguntamos porqué no responden de la misma manera las semillas y plantulas
germinadas en la naturaleza. Como respuesta podemos sugerir que existen varios
motivos que explican estas diferencias. El primer motivo y mas evidente puede ser que
las plantulas vienen bien nutridas de los recipientes de cultivo in vitro enriquecidos con
medio de cultivo PES o fortalecidas del periodo de aclimatacion. Por otra parte,
creemos que los bajos porcentajes de germinacion obtenidos en la naturaleza pueden ser
debidos al hecho de que las semillas no germinan inmediatamente al ser liberadas, como
ya hemos mencionado anteriormente, y van enterrandose poco a poco en el sedimento

con el paso del tiempo. Por consiguiente, y dado que el crecimiento del cotiledon tiene
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un crecimiento maximo de unos 6 o 7 cm, las semillas que se encuentren a una
profundidad mayor ven impedida su germinacion. Ademads, si la semilla consigue
germinar dentro de la pradera, la competencia por el espacio, los nutrientes o la luz,
pueden ser factores que determinen la supervivencia. Sin embargo, las semillas que
consiguen desplazarse y germinar fuera de la pradera se encuentran aisladas y
desprotegidas frente a los ataques por herbivoria. Por lo tanto, las condiciones de
siembra que proponemos, en zonas desnudas con bajo hidrodinamismo y sembradas
todas las plantulas juntas formando un cepellén denso para protegerse de los herbivoros

no pueden ser imitadas por la naturaleza.

En la Figura 1. 26 se esquematiza la técnica de propagacion desarrollada en este
Capitulo: germinacion de semillas in vitro, aclimatacidon en tanques y trasplante al mar
de plantulas de Cymodocea nodosa. El protocolo establecido permite proveer con
gran cantidad de biomasa vegetal en forma de plantulas procedentes de semillas
germinadas in vitro (que de otra forma se perderian en la naturaleza), diversas
genéticamente y en cantidad suficiente para llevar a cabo la recuperacion de

pequeiias zonas o el reforzamiento de poblaciones existentes.
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1) Las secciones histologicas de las semillas sin germinar muestran embriones

completamente desarrollados, carentes de tejido vascular y radicula, y formados

por el cotiledon, el hipocotilo y el SAM (Shoot Apical Meristem).

El cotiledon es cilindrico y estirado a lo largo del eje dorsal de la semilla,
formado por una capa exterior de células epidérmicas y un conjunto de
células compactas en el interior.

Dentro del cotiledon se integra el meristemo apical foliar o SAM, a partir del
cual se desarrollaran posteriormente los haces y rizomas.

El hipocotilo es el tejido embrionario que ocupa la mayor parte de la semilla,
formado por células cargadas de sustancias de reserva que van a ser
empleadas como fuente de nutrientes durante la germinacion y el desarrollo

de la plantula.

2) La germinacion de Cymodocea nodosa transcurre de acuerdo a la siguiente

sucesion de eventos macroscopicos: Apertura de la cresta dorsal y emergencia

del cotiledon. Crecimiento del cotiledon hasta que supera el sustrato y se vuelve

verde. Desarrollo, alrededor del dia 20-25, de las 2 primeras raices que nacen de

forma opuesta en la parte inferior del cotiledon y de la primera hoja en la parte

superior del primer entrenudo con la consiguiente formacion del primer haz.

Emision, a partir del dia 30, de la segunda hoja y desarrollo de nuevas raices

seminales en la base del primer entrenudo.

3) Descripcion microscopica de la plantula recién germinada de C. nodosa:

El 4pice del cotiledon es redondeado, con células alargadas y vacuolizadas.
A lo largo del mismo se diferencia una epidermis, un parénquima celular y
un sistema vascular central.

En la base del cotiledon se presenta un meristemo radicular desarrollado
(RAM o Root Apical Meristem) con células provistas de sustancias de
reserva, que se van alargando y compactando, dirigiéndose hacia lo que sera
el crecimiento radicular. Se observa también en este punto el comienzo del

tejido vascular que conecta el meristemo radicular con el meristemo foliar.
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4)

5)

6)

7)

* El meristemo foliar presenta células meristematicas en la base cargadas de
sustancias de reserva, varias yemas laterales y un primordio foliar

desarrollado que emerge del cotiledon.

De los distintos tratamientos de shock hiposalino empleados para inducir la
germinacion de las semillas fueron los tratamientos de menor salinidad los que
indujeron los mas altos porcentajes de germinacion. /n vitro, la disminucion de
la salinidad natural del agua de mar, de 36.6 psu (-2.5 MPa) a 18 psu (-1.27
MPa), provoca la imbibicion inmediata de las semillas por diferencia de
potencial hidrico y la activaciéon de los procesos germinativos. Hemos
comprobado que la germinacidon también ocurre con salinidad de 36.6 psu, lo
que supone que con una minima entrada de agua en la semilla (de -3 6 -4 MPa a
-2.5 MPa), se activan igualmente los procesos fisioldgicos y metabolicos

necesarios para iniciar la germinacion.

El tratamiento hiposalino condiciona el posterior desarrollo de las plantulas. Por
lo tanto, considerando tanto el porcentaje de germinacion como el posterior
crecimiento hasta el estado 3 de desarrollo, el mejor tratamiento es el de
hiposalinidad a 18 psu, en donde todas las semillas germinadas (57.7%) se

desarrollan hasta plantula y pasan a la fase de aclimatacion.

De las diferentes experiencias de aclimatacion observamos que las plantulas se
aclimatan bien al pasarlas de los recipientes de cultivo in vitro a los acuarios o
tanques, independientemente de la época del afio. Nuestras condiciones de
aclimatacion estandar: tanques o acuarios con arena, flujo continuo de agua de
mar, entre 30 y 200 umoles de fotones m™ s™', y temperatura ambiente (entre 18

y 24°C) han resultado apropiadas para el crecimiento de las plantulas.

En general, nuestras plantulas presentan un crecimiento positivo de todos los
parametros medidos a lo largo de 8 meses de estudio, con tendencia a continuar
su desarrollo de forma positiva ya que las plantulas estdn sanas antes de llevarlas
al mar. Las plantulas pueden mantenerse durante largos periodos en los tanques

(hasta 6-8 meses) controlando siempre el potencial redox del sustrato.
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8)

9)

Del estudio de crecimiento realizado durante la aclimatacion de 45 dias
observamos que la tasa de crecimiento en el tiempo no es lineal, lo que nos
permite establecer el momento Optimo de trasplante a partir del dia 30 de

aclimatacion.

De las distintas experiencias de trasplante llevadas a cabo con plantulas de
Cymodocea nodosa germinadas in vitro, valoramos los principales factores que

pueden afectar la supervivencia de las plantulas:

* La fijacion al sustrato no es un factor determinante en zonas de bajo
hidrodinamismo, ya que las plantulas sembradas sin ningtn tipo de anclaje
permanecieron adheridas durante todo el experimento. Sin embargo, puede
resultar dafiino para las plantulas atarlas con hilo de bala o cuerdas a las

mallas para evitar su desprendimiento.

e El herbivorismo ha sido un factor determinante en la mayoria de los
experimentos, ya que debilita mucho a las plantulas que no consiguen

sobrevivir por largos periodos.

* El trasplante en los meses de abril-mayo ha resultado ser més favorable para
la supervivencia, debido a que es la época de crecimiento natural de la

pradera.

e El periodo de aclimataciéon no es un factor imprescindible, ya que las
plantulas sembradas en grupos y sin periodo de aclimatacion, estan
fisiologicamente preparadas para adaptarse a las nuevas caracteristicas del

medio natural y defenderse de los depredadores.

* La densidad es un factor importante, ya que la siembra en grupos, formando
cepellones densos (alrededor de 3000 plantulas m™), permite a las plantulas
adquirir una mayor resistencia a los herbivoros y desarrollar rizomas
plagiotropos, resultando en altas tasas de supervivencia al finalizar el
experimento. La formacion de rizomas plagiotropos es un factor clave, ya
que les va a permitir acumular recursos para mantener el crecimiento en las
épocas mas desfavorables, y la adquisicion de la tolerancia y del crecimiento

compensatorio frente a los herbivoros.
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10) Concluimos finalmente que las plantulas de Cymodocea nodosa, germinadas en
condiciones in vitro, y trasplantadas a zonas de bajo hidrodinamismo en los
meses de abril-mayo, sin ningin método de anclaje, con o sin periodo de
aclimatacion, pero sembradas en grupos formando un cepellén denso, pueden
ser empleadas para restaurar y recuperar pequefias zonas o reforzar poblaciones

existentes.

Maite Zarranz Elso



I.7. BIBLIOGRAFIA CAPITULO I

Maite Zarranz Elso






Bibliografia Capitulo I 87

Ackerman, J.D., 2006. Seagrass reproduction of seagrasses: pollination in the marine context.
In: Seagrasses: Biology, Ecology and Their Conservation. Larkum, A.W.D., Orth, J.J., Duarte,
C.M.,, (Eds). Springer. pp. 89-109.

Addy, C.E., 1947. Eelgrass planting guide. Maryland Conservationist 24, 16—17.

Afonso-Carrillo, J., Gil-Rodriguez, M.C., 1980. Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson
(Zannichelliaceae) y las praderas submarinas o “sebadales" en el Archipiélago Canario. Vieraea

8, 365-376.

Afonso-Carrillo, J., Sanson, M., 1999. Algas, hongos y faner6gamas marinas de las Islas

Canarias. Clave analitica. Servicio de Publicaciones Universidad de La Laguna. pp. 256.

Ailstock, M.S., Fleming, W.J, Cooke, T.J. 1991. The characterization of axenic culture systems
suitable for plant propagation and experimental studies of the submersed aquatic angiosperm

Potamogeton pectinatus (Sago Pondweed). Estuaries 14(1), 57-64.

Ailstock, S., Shafer, D., 2006. Protocol for large-scale collection, processing, and storage of
seeds of two mesohaline submerged aquatic plant species. SAV Technical Notes Collection

(ERDC/TN SAV-06-3). Vicksburg, MS: U.S. Army Engineer Research & Development Center.

Alexandre, A., Cabago, S., Santos, R., Serrdo, E.A., 2006. Timing and success of reproductive
stages in the seagrass Zostera noltii. Aquatic Botany 85, 219-223.

Balestri, E., Cinelli, F., 1995. Culture of seedlings of Posidonia oceanica under laboratory

conditions. La Posidonia Oceanica. Supplemento alla R.M. pp. 62-65.

Balestri, E., Piazzi, L., Cinelli, F., 1998. Survival and growth of transplanted and natural
seedlings of Posidonia oceanica (L.) Delile in a damaged coastal area. Journal of Experimental

Marine Biology and Ecology 228, 209-225.

Balestri, E., Bertini, S., 2003. Growth and development of Posidonia oceanica seedling treated
with plant growth regulators: possible implications for meadow restoration. Aquatic Botany 76,

291-297.

Barbera, C., Tuya, F., Boyra, A., Sanchez-Jerez, P., Blanch, 1., Haroun, R.J., 2005. Spatial
variation in the structural parameters of Cymodocea nodosa seagrass meadows in the Canary

Islands: a multiscaled approach. Botanica Marina 48, 122-126.

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I 88

Barcelo Coll, J., Nicolas Rodrigo, G., Sabater Garcia, B., Sanchez-Tamés, R., 2001. Fisiologia
Vegetal. Ed. Pirdmide, Madrid.

Belzunce, M., Navarro, R.M., Rappoport, H., 2005. Seed and early plantlet structure of the

Mediterranean seagrass Posidonia oceanica. Aquatic Botany 82, 269-283.

Belzunce, M., Navarro, R.M., Rappoport, H., 2008. Posidonia oceanica seedling root structure

and development. Aquatic Botany 88, 203-210.

Birch, W.R., 1981. Morphology of germinating seeds of the seagrass Halophila spinulosa
(R.Br.) Aschers (Hydrocharitaceae). Aquatic Botany 11, 79-90.

Bird, K.T., Cody B.R., Jewett-Smith, J., Kane M.E., 1993. Salinity effects on Ruppia maritima

L. cultured in vitro. Botanica Marina 36, 23-28.

Bird, K.T., Jewett-Smith, J., 1994. Development of a medium and culture system for in vitro

propagation of the seagrass Halophila engelmannii. Canadian Journal of Botany 72, 1503-1510.

Bird, K.T., Jewett-Smith, J., Fonseca, M.S., 1994. Use of in vitro— propagated Ruppia maritima

for sea meadow restoration. Journal of Coastal Research 10, 732-737.

Bird, K.T., Brown, M.S., Henderson, T.T., O’Hara, C.E., Robbie, .M., 1996. Culture studies of
Ruppia maritima L. in bicarbonate and sucrose based media. Journal of Experimental Marine

Biology and Ecology 199, 153-164.

Bornet, E., 1864. Recherches sur le Phucagrostis major Cavol. Annales des Sciences Naturelles

5, Série Botanique 1, 5-51.

Bragg, L.H., McMillan, C., 1986. SEM comparison of fruits of a seagrass, Halodule

(Cymodoceae), from autralia and Texas. American Journal of Botany 73(6), 815-821.

Brenchley, J.L., Probert, R.J., 1998. Seed germination responses to some environmental factors

in the seagrass Zostera capricorni from eastern Australia. Aquatic Botany 62, 177-188.

Buia, M.C., Mazzella, L., 1991. Reproductive phenology of the Mediterrancan secagrasses
Posidonia oceanica (L.) Delile, Cymodocea nodosa (Ucria) Aschers., and Zostera noltii

Hornem. Aquatic Botany 40, 343-362.

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I &9

Caye, G., Meinesz, A., 1985. Observations on the vegetative development, flowering and
seeding of Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson on the Mediterranean coasts of France.

Aquatic Botany 22, 277-289.

Caye, G., Meinesz, A., 1986. Experimental study of seed germination in the seagrass

Cymodocea nodosa. Aquatic Botany 26, 79-87.

Caye, G., Bulard, C., Meinesz, A., Loques, F., 1992. Dominant role of seawater osmotic

pressure on germination in Cymodocea nodosa. Aquatic Botany 42, 187-193.

Cebrian, J., Duarte, C.M., 1998. Patterns in leaf herbivory on seagrasses. Aquatic Botany 60,
67-82.

Churchill, A.C., 1983. Field studies on seed germination and seedling development in Zostera

marina L. Aquatic Botany 9, 201-220.

Churchill, A.C., 1992. Growth characteristics of Zostera marina seedlings under anaerobic

conditions. Aquatic Botany 43, 379-392.

Conacher, C.A., Poiner, L.R., Butler, J., Pun, S., Tree, D.J., 1994. Germination, storage and
viability testing of seeds of Zostera capricorni Aschers. from a tropical bay in Australia.

Aquatic Botany 49, 47-58.

Cooper, G., 1982. Reimplantation de Posidonia oceanica protection des implants. Bulletin

Ecology 13(1), 65-73.

Cunha, A., Aragjo, A., 2009. New distribution limits of seagrass beds in West
Africa. Journal of Biogeography 36 (8), 1621-1622.

Duarte, C.M., Sand-Jensen, K., 1990. Seagrass colonization: patch formation and patch growth

in Cymodocea nodosa. Marine Ecology Progress Series 65, 193-200.

Garcia-Jiménez, P., Rodrigo, M., Robaina, R.R., 1998. Influence of plant growth regulators,
polyamines and glycerol interaction on growth and morphogenesis of carposporelings of

Grateloupia cultured in vitro. Journal of Applied Phycology 10, 95-100.

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I 90

Garcia-Jiménez, P., Navarro, P.E., Santana, C.H., Luque, A., Robaina, R.R., 2006. Anatomical
and nutritional requirements for induction and sustained growth in vitro of Cymodocea nodosa

(Ucria) Ascherson. Aquatic Botany 84, 79-84.

Gonzalez, N., 1986. Florula y vegetacion bentonica de la playa de Las Canteras. Tesis Doctoral.

Departamento Biologia Universidad de La Laguna (unpubl.) pp. 267.

Gonzalez-Jiménez, J.F., Hernandez, C., Marrero, P., Rapp, E., 1997. Peces de Canarias: Guia

Submarina. Lemus, F., (Ed). Spain. pp. 223.

Granger, S., Traber M., Nixon, S.W., Keyes, R., 2002. A practical guide for the use of seeds in
eelgrass (Zostera marina L.) restoration. 1. Collection, processing, and storage. Schwartze, M.,

(Ed). Rhode Island Sea Grant, Narragansett, RI. pp. 20.

Greve, T.M., Binzer, T., 2004. Which factors regulate secagrass growth and distribution? In:
European seagrasses: an introduction to monitoring and management. Borum, J., Duarte, C.M.,

Krause-Jensen, D., Greve, T.M., (Eds). Publisher: The M&MS project. pp. 19-23.

Greve, T.M., Krause-Jensen, D., Rasmussen, M.B., Christensen, P.B., 2005. Means of rapid
eelgrass (Zostera marina L.) recolonisation in former dieback areas. Aquatic Botany 82, 143-

156.

Harrison, P.G., 1991. Mechanisms of seed dormancy in an annual population of Zostera marina

(eelgrass) from The Netherlands. Canadian Journal of Botany 69, 1972-1976.

Harwell, M.C., Orth, R.J., 1999. Eelgrass (Zostera marina L.) seed protection for field

experiments and implication for large scale restoration. Aquatic Botany 64, 51-61.

Heck, K.L.,Jr., Valentine, J.F., 2006. Plant-herbivore interactions in seagrass meadows. Journal

of Experimental Marine Biology and Ecology 330(1), 420-436.

Hootsmans, M.J.M., Vermaat, J.E., van Vierssen, W., 1987. Seed bank development,
germination and early seedling survival of two seagrass species from the Netherlands: Zostera

marina L, and Zostera noltii Hornem. Aquatic Botany 28, 275-285.

Hughes, R.G., Lloyd, D., Ball, L., Emson, D., 2000. The effects of the polychaete Nereis
diversicolor on the distribution and transplanting success of Zostera noltii. Helgoland Marine

Research, 54 (2-3), 129-136.

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I 91

Inglis, G.J., 2000. Variation in the recruitment behaviour of seagrass seeds: implications for

population dynamics and resource management. Pacific Conservation Biology 5, 51-259.

Jewett-Smith, J., McMillan, C., 1990. Germination and seedling development of Halophila

engelmannii Aschers. (Hydrocharitaceae) under axenic conditions. Aquatic Botany 36, 167-177.

Kawasaki, Y., 1993. Effects of some environmental factors on seed germination and seedling
growth of Zostera marina L. In: International Workshop on Seagrass Biology, Itominato.

Proceedings. Ocean Research Institute, University of Tokyo. pp 28-35.

Kenworthy, W.J., 2000. The role of sexual reproduction in maintaining populations of
Halophila decipiens: implications for the biodiversity and conservation of tropical seagrass

ecosystems. Pacific Conservation Biology 5, 251-259.

Kirkman, H., 1998. Pilot experiments on planting seedlings and small seagrass propagules in

Western Australia. Marine Pollution Bulletin 37, 460—467.

Koch, E. W., Durako, M. J., 1991. In vitro studies of the submerged angiosperm Ruppia
maritima: Auxin and cytokinin effects on plant growth and development. Marine Biology
110(1), 1-6.

Kuo, J., Kirkman, H., 1987. Floral and seedling morphology and anatomy of Thalassodendron
pachyrhizum den Hartog (Cymodoceaceae). Aquatic Botany 29, 1-17.

Kuo, J., Kirkman, H., 1990. Anatomy of viviparous seagrasses seedlings of Amphibolis and
Thalassodendron and their nutrient supply. Botanica Marina 33, 117-126.

Kuo, J., lizumi, H., Nilsen, B.E., Aioi, K., 1990. Fruit anatomy, seed germination and seedling

development in the Japanese seagrass Phyllospadix (Zosteraceae). Aquatic Botany 37, 229-245.

Kuo, J., Coles, R.G., Lee Long, W.J., Mellors, J.E., 1991. Fruits and seeds of Thalassia
hemprichii (Hydrocharitaceae) from Queensland, Australia. Aquatic Botany 40, 165-173.

Kuo, J., Kirkman, H., 1992. Fruits, seeds and germination in the seagrass Halophila ovalis

(Hydrocharitaceae). Botanica Marina 35, 197-204.

Kuo, J., Kirkman, H., 1996. Seedling development of selected Posidonia species from

southwest Australia. In: Seagrass biology: Proceedings of an International Workshop. Kuo, J.,

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I 92

Phillips, R.C., Walker, D.I., Kirkman H., (Eds). Rottnest Island Western Australia. Faculty of
Science, University of Western Australia, Perth. pp. 57-64.

Kuo, J., den Hartog, C., 2006. Seagrass morphology, anatomy, and ultrastructure. In:
Seagrasses: Biology, Ecology and Conservation. Larkum, A.W.D., Orth, R.J., Duarte, C.M.,
(Eds). Netherlands, Springer Verlag. pp. 51-87.

Loques, F., Caye, G., Meinesz, A., 1990. Germination in the marine phanerogam Zostera noltii

Hornemann at Golfe Juan (French Mediterranean). Aquatic Botany 38, 249-260.

Marba, N., Duarte, C.M., Alexandra, A., Cabaco, S., 2004. How do seagrasses grow and
spread?. In: European seagrasses: an introduction to monitoring and management. Borum, J.,

Duarte, C.M., Krause-Jensen, D., Greve, T.M., (Eds). Publisher: The M&MS project. pp. 11-19.

McMillan, C., 1981. Seed reserves and seed germination for two seagrasses, Halodule wrightii

and Syringodium filiforme, from the Western Atlantic. Aquatic Botany 11, 279-296.

McMillan, C., Bridges, K.W., Kock, R.L., Falanruw, M., 1982. Fruit and seedlings of
Cymodocea rotundata in Y ap, Micronesia. Aquatic Botany 14, 99-105.

McMillan, C., 1983. Seed germination for an annual form of Zostera marina from the Sea of

Cortez, Mexico. Aquatic Botany 16, 105-110.

McMillan, C., 1987. Seed germination and seedling morphology of the seagrass, Halophila
engelmannii (Hydrocharitaceae). Aquatic Botany 28, 179-188.

McMillan, C., 1988. Seed germination and seedling development of Halophila decipiens
Ostenfeld (Hydrocharitaceae) from Panama. Aquatic Botany 31, 169-176.

Meehan, A.J, West, R.J., 2004. Seedling development and patch formation of the seagrass

Posidonia australis in a southeast Australian estuary. Aquatic Botany 79, 1-14.

Meinesz, A., Caye, G., Loques, F., Molenaar, H., 1993. Polymorphism and development of
Posidonia oceanica transplanted from different parts of the Mediterranean into the National

Park of Port-Cros. Botanica Marina 36, 209-216.

Mena, J., Falcon, J.M., Brito, A., Rodriguez, F.M., Mata, M., 1993. Catalogo preliminar de la
ictiofauna de las praderas de faner6gamas marinas de la isla de Tenerife, Islas Canarias.

Publicacion Especial Instituto Espafiol Oceanografia, 217-222.

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I 93

Moore, K.A., Orth, R.J., Nowak, J.F., 1993. Environmental regulation of seed germination in
Zostera marina L. (eelgrass) in Chesapeake Bay: effects of light, oxygen and sediment burial.

Aquatic Botany 45, 79-91.

Obroucheva, N.V., Antipova, O.V., 2004. The role of water uptake in the transition of
recalcitrant seeds from dormancy to germination. Russian Journal of Plant Physiology 51(6),

848-856.

Olesen, B., Marba, N., Duarte, C.M., Savela, R.S., Fortes, M.D., 2004. Recolonization
dynamics in a mixed seagrass meadow: The role of clonal versus sexual processes. Estuaries

27(5), 770-780.

Orth, R.J., Moore, K.A., 1983. Seed germination and seedling growth of Zostera marina L.
(eelgrass) in the Chesapeake Bay. Aquatic Botany 15(2), 117-131.

Orth, R.J., Luckenbach, M., Moore, K.A., 1994. Seed dispersal in a marine macrophyte:

implications for colonization and restoration. Ecology 75, 1927-1939.

Orth, R.J., Harwell, M.C., Bailey, E.M., Bartholomew, A., Jawad, J.T., Lombana, A.V., Moore,
K.A., Rhode, J.M., Woods, H.E., 2000. A review of issues in seagrass seed dormancy and
germination: implications for conservation and restoration. Marine Ecology Progress Series 200

277-288.

Orth, R.J., Harwell, M.C., Inglis, G.J., 2006. Ecology of seagrass seeds and seagrass dispersal
processes. In: Seagrasses: Biology, Ecology and Conservation. Larkum, A.W.D., Orth, R.J.,
Duarte, C.M., (Eds). Springer Netherlands. pp. 111-133.

Orth, R.J., Marion, S.R., Granger, S., Traber, M., 2009. Evaluation of a mechanical seed planter
for transplanting Zostera marina (eelgrass) seeds. Aquatic Botany 90(2), 204-208.

Pammenter, N.W., Berjak, P., 2000. Aspects of recalcitrant seed physiology. Revista Brasileira
de Fisiologia Vegetal 12, 56-69.

Pavon-Salas, N., Herrera, R., Hernandez-Guerra, A., Haroun, R., 2000. Distribution pattern of
seagrasses in the Canary Islands (Central-East Atlantic Ocean). Journal of Coastal Research 16,

329-335.

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I 94

Piazzi, L., Balestri, E., Magri, M., Cinelli, F., 1998. Experimental transplanting of Posidonia
oceanica (L.) Delile into a disturbed habitat in the Mediterranean Sea. Botanica Marina 41, 593-

601.

Piazzi, L., Acunto, S., Cinelli, F., 1999. In situ survival and development of Posidonia oceanica

(L.) Delile seedlings. Aquatic Botany 63, 103-112.

Pickerell, C.H., Schott, S., Wyllie-Echeverria, S., 2005. Buoy deployed seeding: Demostration

of a new eelgrass (Zostera marina L.) planting method. Ecological Engineering 25, 127-136.

Pirc, H., Buia, M.C., Mazzella, L., 1986. Germination and seedling development of Cymodocea
nodosa (Ucria) Aschers. under laboratory conditions. Aquatic Botany 26(1-2), 181-188.

Plus, M., Deslous-Paoli, J.M., Dagault, F., 2003. Seagrass (Zostera marina L.) bed

recolonization after anoxia-induced full mortality. Aquatic Botany 77, 121-134.

Pospisilova, J., Wilhelmova, N., Synkova, H., Catsky, J., Krebs, D., Ticha, 1., Hanackova, B.,
Snopek, J., 1998. Acclimation of tobacco plantlets to ex vitro conditions as affected by

application of abscisic acid. Journal of Experimental Botany 49, 863-869.

Prado, P., Tomas, F., Alcoverro, T., Romero, J., 2007. Extensive direct measurements of
Posidonia oceanica defoliation confirm the importance of herbivory in temperate seagrass

meadows. Marine Ecology Progress Series 340, 63-71.

Procaccini, G., Piazzi, L., 2001. Genetic polymorphism and transplantation success in the

Mediterranean seagrass Posidonia oceanica. Restoration Ecology 9(3), 332-338.

Provasoli, L., 1968. Media and prospects for cultivation of marine algae. In: Cultures and
Collections of Algae. Watanabe, A., Hattori, A., (Eds). Japanese Society of Plant Physiology,
Tokyo. pp. 47-74.

Reusch, T.B.H., 2002. Microsatellites reveal high population connectivity in eelgrass (Zostera

marina) in two contrasting coastal areas. Limnology and Oceanography 47(1), 78-85.

Reyes, J., Sanson, M., 1994. Morfologia y anatomia de Cymodocea nodosa (Cymodoceae,

Magnoliophyta) en praderas de EI Médano (S Tenerife, islas Canarias). Vieraea 23, 43-64.

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I 95

Reyes, J., Sanson, M., Afonso-Carrillo, J., 1995. Distribution and reproductive phenology of the
seagrass Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson in the Canary Islands. Aquatic Botany 50(2),
171-180.

Seddon, S., 2004. Going with the flow: Facilitating seagrass rehabilitation. Ecological
Management and Restoration 5(3), 167-176.

Seddon, S., Venema, S., Millar, D., 2004. Seagrass rehabilitation in Metropolitan Adelaida. II.
Donor bed independent methods progress report. Progress report to the coast protection branch.

Department for Environment and Heritage. SARDI Aquatic Sciences, Adelaide.

Taylor, A.R.A., 1957a. Studies of the development of Zostera marina L. 1. The embryo and
seed. Canadian Journal of Botany 35, 477-499.

Taylor, A.R.A., 1957b. Studies of the development of Zostera marina L. Il. Germination and
seedling development. Canadian Journal of Botany 35, 681-695.

Terrados, J., 1993. Sexual reproduction and seed banks of Cymodocea nodosa (Ucria)
Ascherson meadows on the southeast Mediterranean coast of Spain. Aquatic Botany 46, 293-

299.

Thorhaug, A., 1974. Transplantation of the seagrass Thalassia testudinum Konig. Aquaculture
4,177-183.

Thorhaug, A., 1985. Large-scale seagrass restoration in a damaged estuary. Marine Pollution

Bulletin 16, 55-62.

Tillich, H.J., 2007. Seedling diversity and the homologies of seedling organs in the order Poales
(Monocotyledons). Annals of Botany 100, 1413-1429.

Tomas, F., Turon, X., Romero, J., 2005. Effects of herbivores on a Posidonia oceanica seagrass

meadow: importance of epiphytes. Marine Ecology Progress Series 287, 115-125.

Tsekos, 1., 1983. The ultrastructure of carposporegenesis in Gigartina teedii (Roth) Lamour.

(Gigartinales, Rhodophyceae): Gonimoblast cells and carpospores. Flora 174, 191-211.

Valentine, J.R., Heck, Jr.K.L., 1999. Seagrass herbivory: evidence for the continual grazing of
marine grasses. Marine Ecology Progress Series 176, 291-302.

Maite Zarranz Elso



Bibliografia Capitulo I 96

Vergés, A., Becerro, M.A., Alcoverro, T., Romero, J., 2007. Experimental evidence of chemical
deterrence against multiple herbivores in the seagrass Posidonia oceanica. Marine Ecology

Progress Series 343, 107-114.

Vergés, A., Pérez, M., Alcoverro, T., Romero, J., 2008. Compensation and resistance to
herbivory in seagrasses: induced responses to simulated fish consumption. Oecologia 155(4),

751-760.

Vertucci, C.W., Farrant, J. M., 1995. Acquisition and loss of desiccation tolerance. In: Seed
development and germination. Kigel, J., Galili, G., (Eds). New York: Marcel Dekker. pp. 237-
271.

Watson, L., Dallwitz, M.J., 1992. The families of flowering plants: descriptions, illustrations,
identification, and information retrieval. Version: 10th April 2008. http://delta-intkey.com.

Waycott, M., 1995. Assessment of genetic variation and clonality in the seagrass Posidonia

australis using RAPD and allozyme analysis. Marine Ecology Progress Series 116, 289-295.

Wear, R.J., Tanner, J.T., Venema, S., 2006. Seagrass rehabilitation in metropolitan Adelaide III:
Development of recruitment facilitation methodologies. Prepared for the Coastal Protection
Branch, Department for Environment and Heritage. SARDI Aquatic Sciences Publication

No.04/0038-3. SARDI, Aquatic Sciences, Adelaide.

Weast, R.C., Astle, M.J., 1981. CRC Handbook of chemistry and physics: A ready reference
book of chemical and physical data. Boca Raton, Florida : CRC Press.

Whitfield, P.E., Kenworthy, W.J., Durako, M.J., Hammerstrom, K.K., Merello, M.F., 2004.
Recruitment of Thalassia testudinum seedlings into physically disturbed seagrass beds. Marine

Ecology Progress Series 267, 121-131.

Wildpret, W., Gil-Rodriguez, M.C., Afonso-Carrillo, J., 1987. Cartografia de los campos de
algas y faner6gamas marinas del piso infralitoral del Archipiélago Canario. Consejeria de

Agricultura y Pesca, Gobierno de Canarias, Santa Cruz de Tenerife.

Woodhead, J.L., Bird, K.T., 1998. Efficient rooting and acclimation of micropropagated Ruppia
maritima Loisel. Journal of Marine Biotechnology 6(3), 152-156.

Zakaria, M.H., Sidik, B.J., Hishamuddin, O., 1999. Flowering, fruiting and seedling of
Halophila beccarii Aschers. (Hydrocharitaceae) from Malaysia. Aquatic Botany 65, 199-207.

Maite Zarranz Elso



I.8. ANEXO CAPITULO 1

Maite Zarranz Elso






Anexo Capitulo I. Figuras 97

Islas Canarias

La Palma

Tenerife

La Gomera

El Hierro

=4

B

Fig. I.1. A. Mapa de distribucion mundial de Cymodocea nodosa (basado en Afonso-Carrillo & Gil-
Rodriguez, 1980; Reyes et al., 1995; Afonso Carrillo & Sanson, 1999; Pavon-Salas et al., 2000). B.
Mapa de distribucion de C. nodosa en Canarias (basado en Reyes et al., 1995; Pavon-Salas et al., 2000;
Barbera et al., 2005). Realizados con Google Earth 5.0 (beta) y Autodesk Map™ Series 2004.
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Fig. 1.2. A. Pradera monoespecifica densa de Cymodocea nodosa. B. Pradera mixta de C. nodosa y
Caulerpa prolifera. C-D. Esquema general de C. nodosa: rizoma plagiotropo del que parten raices y
rizomas ortotropos en cada nudo. Los haces, formados por varias hojas, nacen de los rizomas ortotropos.
Foto inserta: detalle de rizoma ortotropo. E. Flor masculina de C. nodosa.
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Islas Canarias

Gran Canaria

Zona de trasplante

Fig. I.3. A. Mapa de localizacion de la zona de muestreo de semillas de Cymodocea nodosa. B. Zona de
trasplante de plantulas de C. nodosa en la isla de Gran Canaria. Realizado con Google Earth 5.0 (beta).
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Fig. 1.4. Recipiente tipo MagentaR —G7 (Sigma Co.USA),
con arena y agua de mar enriquecida, empleado para la
siembra de las semillas.
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Fig. I.5. Relacion entre salinidad y osmolaridad (Osm L) y presion osmotica (MPa) del medio (basado
en los datos para propiedades del agua de mar del Handbook of chemistry and Physics, Weast & Astle,
1981). Realizado con SPSS®13.0 for Windows® (SPSS Inc. Chicago, Illinois, USA) y Sigmaplot 8.02.
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Fig. 1.6. Experiencias de aclimatacion de plantulas germinadas in vitro. A-B. Acuarios. C-E. Tanques de
cultivo situados en las instalaciones del Instituto Canario de Ciencias Marinas.
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Fig. 1.7. Métodos empleados en los distintos experimentos de trasplante. A. Exp.1. Plantulas unidas a una
malla de 20 x 20 cm. B. Exp.2. Recipiente biodegradable. C. Exp.3. Plantulas sin periodo de aclimatacion
y plantadas libres formando un cepellon.
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Fig. .8. Implementacion del protocolo de restauracion en una pradera ubicada en la isla de Tenerife.
A. Localizacion de la zona de muestreo de semillas de Cymodocea nodosa. B. Zona de trasplante de
plantulas. Realizado con Google Earth 5.0 (beta).
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Fig. 1.9. Implementacion del protocolo de restauracion. A-D. Aclimatacion de plantulas en los tanques
de cultivo del ICCM. E-F. Trasplante de plantulas atadas a mallas y protegidas por jaulas en una
pradera del sureste de Tenerife.
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Fig. 1.10. A. Frutos dispuestos en la planta madre. B. Detalle de frutos. C. Varios tipos de semillas. D.
Semilla abierta y recién germinada (detalle del endocarpio, de la cresta dorsal y del embrion formado por
el hipocotilo y el cotiledon). En esquina inferior derecha foto detalle del hilio y de la testa.
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Fig. .11. A. Embrion de la semilla sin germinar, formado por el hipocotilo, el cotiledon y el SAM (Shoot Apical
Meristem). En esquina superior izquierda detalle del SAM. B. Detalle de las células del hipocotilo. La flecha
indica células cargadas de sustancias de reserva (almidon). C-E. Cotiledon y detalle de la plumula o SAM inserta
en el cotiledon. La flecha en D indica células epidérmicas. Barras = A: 0.175 cm; B: 450 uM; C: 0,125 cm; D:
450 pM; E: 215 uM. Tincién con azul de toluidina (A, D, E) o hematoxilina (B, C).
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Fig. 1.12. Proceso de germinacion macroscopico de las semillas de Cymodocea nodosa.
A. Dia 5. B. Dia 10. C. Dia 15. D. Dia 20. E. Dia 25. F. Dia 30. G. Dia 35.
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Fig. I.13. Secciones histologicas de la plantula recién germinada. A-C. Apice del cotiledon. Tincién con azul
de toluidina. Barras = A: 350 uM; B: 180 uM; C: 50 uM.
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