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RESUMEN

La Gentiana lutea L., denominada cominmente genciana, se distribuye por los pastizales
y laderas en las montafias del centro y sur de Europa y de Asia Menor. Sus compuestos
amargos, principalmente secoiridoides-glicosidos, localizados de forma mayoritaria en las
raices, le otorgan unas cualidades farmacéuticas que hacen que sea utilizada en la
medicina tradicional como estimulante del apetito, asi como para el tratamiento de
diferentes dolencias estomacales. Su caracteristico sabor hace que sea igualmente, muy
apreciada en la elaboracion de bebidas aperitivas, tanto alcoholicas como no alcohdlicas.

Sus propiedades, han hecho que las raices de genciana hayan sido recolectada de forma
generalizada, reduciendo, e incluso esquilmando las poblaciones silvestres, de modo que
en la actualidad existen figuras de proteccion que regulan o prohiben su recoleccion en
toda Europa.

En las montafas de Ledn, donde igualmente sus poblaciones silvestres estan amenazadas,
se desarrolla la G. lutea L. var. aurantiaca, variedad poco reconocida y estudiada, que
destaca por la coloracion de sus flores, anaranjadas e incluso rojizas, diferenciandose de
la G. lutea L. subsp. lutea, con flores completamente amarillas.

La importancia de la proteccion de las poblaciones silvestres, asi como la necesidad de
dotar de nuevas actividades economicas a las zonas de montafia del noroeste de la
provincia de Leon, establece el punto de partida de este estudio. Para llevarlas a cabo es
necesario conocer mas en profundidad la variedad aurantiaca, la variabilidad de las
poblaciones silvestres, asi como identificar las condiciones idoneas para la multiplicacién
y su cultivo.

Para ello, se han prospectado 32 poblaciones silvestres de la variedad aurantiaca, asi
como 15 poblaciones de la subsp. lutea en los Pirineos y 4 de la subsp. vardjanii en los
Alpes Dolomitas, que han servido como control

La aplicacion de los marcadores moleculares ISSR, han revelado diferencias genéticas
entre la variedad aurantiaca y las demas subespecies, reforzando la entidad de la citada
variedad. Igualmente, estos resultados han evidenciado signos de aislamiento genético de
las poblaciones, asi como una escasa diversidad genética dentro de las mismas,
amenazando la supervivencia de estas en un futuro no muy lejano.

La busqueda de un protocolo idoneo que permita romper la dormancia de las semillas,
aunando altas tasas de germinacién y plantas de calidad, para la variedad aurantiaca,
ensayando tratamientos de frio y dosis de &cido giberélico, revelaron, que la dosis
hormonal de 100 mg/l tras una estratificacion a 4°C durante tres meses, logra dichos
objetivos. De igual manera, se detectd una baja capacidad germinativa para aquellas
poblaciones mas aisladas, que habian mostrado baja variabilidad en el analisis con
marcadores moleculares ISSR.



Para su cultivo, se establecieron cuatro ensayos en parcelas con diferentes caracteristicas,
dentro y fuera del habitat natural de la G. lutea L. var. aurantiaca, de modo que los
resultados determinaron que el cultivo sostenible, en zonas de montafia con suelos acidos
y de baja pendiente permite obtener unos rendimientos superiores a las 15 toneladas de
raices frescas por hectarea.

El anélisis de diferentes muestras de raiz de genciana mediante cromatografia HPLC, han
evidenciado, como las concentraciones de compuestos amargos presentes en las raices de
G. lutea L. var. aurantiaca son comparables, e incluso superiores, a las de la subsp. lutea,
y que las concentraciones en las raices cultivadas, principalmente para la amarogentina,
son muy superiores a aquellas obtenidas de plantas silvestres, y aln mas cuando son
recolectadas en primavera.

El conocimiento de la variabilidad de las poblaciones estudiadas, asi como la aplicacion
de los protocolos de multiplicacion adecuados, permitiran obtener raices de G. lutea L.
var. aurantiaca cultivadas de elevada calidad, tanto en rendimiento, como en compuestos
amargos, convirtiéndose en una actividad econémica rentable y sostenible. Esto a su vez
posibilitara la recuperacion de las poblaciones silvestres, conservando su biodiversidad,
para lo cual, en algunos casos, serian necesarios algunos planes de recuperacién
especificos.



ABSTRACT

Gentiana lutea L., commonly known as yellow gentian, is distributed throughout the
pastures and hillsides of Central and Southern Europe and Asia Minor. Its bitter
compounds, mainly secoiridoid glycosides, localized mostly in the roots, give
pharmaceutical qualities to the gentian roots. These qualities make the gentian roots
suitable for traditional medicine as an appetite stimulant and for the treatment of different
stomach problems. Also, the gentian roots are widely used in the manufacture of
alcoholic and non-alcoholic bitter beverages.

Due to its good properties, gentian root has been collected indiscriminately, being the
wild populations over-exploited or even decimated. Because of that, gentian has been
protected by law throughout Europe.

G. lutea L. var. aurantiaca grows in the mountains of Ledn, where wild populations are
also threatened. It is an almost unknown cultivar, whose flowers range in colour from
orange to almost red as compared to the yellow flowers of subspecies lutea.

The starting point of this study resides in the importance of protecting gentian wild
populations and, moreover, provide new economic activities in the northwestern
mountain areas of the province of Ledn. To carry out that, it is necessary to know more
about the aurantiaca variety, the variability of wild populations, and to identify the best
conditions for the multiplication and cultivation. For this purpose, 32 wild populations of
the aurantiaca variety have been prospected, as well as 15 populations of subsp. Lutea
from the Pyrenees and 4 subsp. of vardjanii in the Dolomites, which served as a control.

ISSR molecular markers have revealed genetic differences between the aurantiaca
variety and the other subspecies, reinforcing the identity of this variety. Also, these
results showed evidence of genetic isolation of the populations and low genetic diversity
within them, threatening the survival of these in a not distant future.

The search for a suitable protocol to break seed dormancy, which combines high
germination rates and high quality plants for the aurantiaca variety, by testing cold
treatments and different doses of gibberellic acid, revealed that 100 mg/l of this hormone
after and stratification period of three months at 4°C, achieves these goals. It was also
detected a low germination capacity for those isolated populations which had expressed
low variability in the ISSR molecular marker analysis.

Four trials were established (for cultivation) in plots with different environmental
characteristics, within and outside of the natural habitat of G. lutea L. var. aurantiaca.
The results revealed that, it is possible to obtain more than 15 tons of fresh roots using
sustainable cultivation in mountainous areas with acid soils and low slope.

HPLC chromatography analysis of different gentian root samples showed that the
concentrations of bitter compounds in the roots of G. lutea L. var. aurantiaca are
comparable, or even higher, to those of subsp. lutea, and those concentrations in

\



cultivated roots, mainly for amarogentine, are much higher than those obtained from wild
plants, and even more when they are collected in spring.

The knowledge of the variability of the studied populations, and the use of appropriate
multiplication protocols, will enable to obtain high quality cultivated roots of G. lutea L.
var. aurantiaca, both in yield and bitter compounds, making it a profitable and
sustainable business. This cultivation will allow to recover the wild populations, while
conserving biodiversity.

VI
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1. ANTECEDENTES

1.1.MARCO DE CREACION DE LOS ESTUDIOS DE LA GENCIANA

Los estudios sobre la genciana surgen a traves de la creacion del Plan 42, plan cuyo fin
altimo es la prevencion de incendios forestales. Este plan nace como iniciativa de la
Consejeria de Medio Ambiente de la Junta de Castilla 'y Leon, aprobandose el 10 de enero
de 2002, en Consejo de Gobierno de la Junta de Castilla'y Ledn.

El Plan 42 tiene una vigencia de ocho afios a partir de su puesta en marcha, durante los
cuales, se llevan a cabo diferentes actuaciones basadas en el establecimiento de una
estrategia que contribuya a reducir los incendios en las comarcas mas afectadas de la
region. Buena parte de los esfuerzos se basan en la intervencion social, promoviendo la
educacién, formacion, comunicacion y la participacion (Junta de Castilla 'y Ledn, 2006).
Mientras, por otro lado se llevan a cabo otro tipo de medidas relacionadas con la
prevencion clasica, mas orientadas al corto plazo, como son las infraestructuras, la
creacion de cortafuegos o las actuaciones silvicolas.

El Plan 42, parte de la idea de que, de manera mayoritaria, los incendios estan
relacionados con la actividad humana, y las areas donde esto ocurre estan claramente
delimitadas. Y es que, entre los afios 1995 y 1999, en Unicamente 42 municipios, lo que
supone el 1,9% de la superficie de la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn, se
producen el 40% de los incendios forestales. Estos municipios estan localizados en zonas
periféricas de montafa, especialmente en el noroeste de la comunidad (provincias de
Le6n y Zamora), y en nicleos puntuales al norte de Burgos y sur de Avila. Ademas de
estos 42 municipios, en dos fases sucesivas se afiadieron mas municipios con situaciones
socioeconOmicas y geogréficas similares, por lo que eran susceptibles de convertirse en
localizaciones con los mismos problemas. Finalmente el area de actuacion del Plan afecto
a un total de 154 términos municipales (Figura 1) (Junta de Castilla 'y Leon, 2006)

En general los incendios en estas zonas se deben a:

e Tradicion de uso del fuego como herramienta de gestion del matorral, ya sea
ligada a las actividades agroganaderas o Unicamente como medida para la
“limpieza del monte”.

e Falta de valor de los montes en las zonas rurales con problemas de incendios, ya
sea para los propietarios o para la poblacion en general. No existe una cultura
forestal, de modo, que la Unica relacion existente con el monte es la ligada al
aprovechamiento ganadero extensivo.
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Figura 1: Municipios de Castilla y Ledn incluidos en el Plan 42. Fuente: http://goo.gl/f8Y0Bo.

La base estructural que hace que esta situacion se mantenga en la actualidad se
fundamenta en el abandono del modelo agrario tradicional, lo que de forma generalizada
ha supuesto problemas de desestructuracion social, econémica y de organizacion
territorial debidos a:

e Emigracion juvenil y envejecimiento de la poblacion

e Actividad econdmica basada en el aprovechamiento de los recursos naturales con
caracter marginal

e Escasa ordenacion del territorio e inadecuada estructura de la propiedad
e Falta de tradicion forestal

e Falta de comprension de los valores ambientales del territorio

e Falta de expectativas de futuro

El hecho de que los incendios se produzcan de forma ciclica hace que los problemas de
originales se solucionen, convirtiéndolos en endémicos e impidiendo el desarrollo de las
zonas afectadas.

Como resumen, se puede decir, que el principio fundamental del Plan 42 es el desarrollo
econdmico de las zonas afectadas repetidamente por incendios forestales como influencia
para la disminucién de los mismos.

Los objetivos del Plan 42 son (Junta de Castilla y Leon, 2006):

e Reducir el nimero de incendios intencionados tanto dentro de los municipios
incluidos en el Plan 42 como en el conjunto de Castilla 'y Leon.


http://goo.gl/f8Y0Bo
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e Generar un cambio de habitos en el uso del fuego como instrumento agroganadero
para la creacion de nuevos pastos. Para ello, se promueven formas alternativas de
gestion de estos mediante formacion y ayudas.

e Fomento de una nueva cultura forestal, que permita actualizar, diversificar y
mejorar los aprovechamientos econdmicos que se obtienen de los terrenos
forestales y, debido a ello, una mayor repercusion social y defensa de estos
espacios forestales.

e Contribuir en la generacién de proyectos e iniciativas de desarrollo rural
sostenible que incidan favorablemente en la conservacion y gestion de los montes,
asi como la valoracion social de los mismos. Uno de esto proyectos es el estudio
de las poblaciones silvestres de genciana y su adaptacién agronémica.

Entre las diferentes lineas de actuacion de que consta el Plan 42 esté la puesta en valor y
revalorizacion del monte. Esta linea de actuacién tiene como objetivo el aumento del
aprecio al monte por parte de la poblacién rural y, para ello, se favorecen alternativas
econdmicas viables relacionadas al aprovechamiento y disfrute de los recursos naturales.
Dentro de estas actividades economicas esta la mejora de la gestion de los productos y/o
servicios.

Con ello se realizan actuaciones sobre el terreno, ya sea sobre recursos naturales o sobre
las externalidades para la mejora de su gestion. Entre estas actuaciones estan las medidas
para la mejora de los terrenos pastables, gestion de fincas particulares, movilizacion de la
propiedad, asi como la realizacion de estudios especificos sobre recursos naturales, entre
los que se encuentra el convenio para el estudio de la G. lutea L. y otros sobre plantas
aromaticas, medicinales y de uso culinario. Dentro de estas lineas de actuacion se
encuentran otras medidas de apoyo a la planificacién, medidas de formacion y
capacitacion para la mejora de la gestion (Junta de Castilla 'y Leon, 2006).

1.2. CONVENIO “GENCIANA”

En torno a la mejora del aprovechamiento de los recursos naturales, el 15 de febrero de
2008 se firma un Convenio Especifico de Colaboracion entre la Universidad de Ledn y la
Consejeria de Medio Ambiente, para la realizacion de estudios sobre la genciana (G. lutea
L.) en la montafia occidental de Lebn, con vistas a su gestion integral. En dicho
Convenio, con una duracion de cuatro afios, se asignan un presupuesto y unos objetivos,
los cuales han desarrollado a través de una labor de investigacion la Universidad de Leon
en colaboracién con la Asociacion Promotora de la Genciana y otras plantas de interés de
la montafia occidental leonesa (APROGEN), el Instituto Nacional de Investigacién y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) y la Universidad Politécnica de Madrid (UPM).

En este convenio, se establecen los siguientes objetivos basicos por parte de la Consejeria
de Medio Ambiente, teniendo en cuenta que la conservacion, la ordenacion y la
explotacion forestal racional de los recursos naturales es compatible con el desarrollo
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econdémico, y que todo ello tiene que estar respaldado por bases tanto cientificas como
técnicas:

e Contribuir a la mejora y conservacion del medio natural, sus recursos y su
diversidad bioldgica y paisajistica.

e Contribuir al desarrollo rural sostenible.
e Potenciar la variedad de funciones del monte.
e Fomentar la participacion de los protagonistas del sector y su vertebracion.

El convenio, establece como punto de partida los estudios realizados entre julio de 2005 y
julio de 2006 en el municipio de Villablino y en los colindantes de Cabrillanes, Murias de
Paredes y Palacios del Sil (Garcia et al., 2004). Estos estudios, apoyados por la
Consejeria de Medio Ambiente y la Consejeria de Economia y Empleo de la Junta de
Castilla y Leon tratan sobre el aprovechamiento y posibilidad de comercializacion de la
genciana y de otras plantas de interés economico de sus montes. Mediante la informacién
obtenida se reconoce la necesidad de profundizar en estos estudios previos, en los que se
Ilevan a cabo diferentes labores:

e Se inventarian 87 poblaciones de genciana, conociendo la existencia de otras
poblaciones que no se identifican debido a que no alcanzan dicha entidad.

e Se reconoce la recogida de genciana como aprovechamiento tradicional de la
montafia leonesa y se constata que aun estando regulada su recoleccién, esto no es
suficiente para controlar el furtivismo sobre ella.

e La genciana es un producto valorado y demandado que genera ingresos
catalogados como importantes tanto a propietarios de los montes como a
recolectores, sirviendo en muchos casos como complemento de la economia
familiar; pero también es verdad que los ingresos Unicamente provienen de la
venta de la materia prima, ya que su transformacion se da fuera de la region y en
muchos de los casos fuera de Espafia. Ademas en estas transacciones es muy
comudn la presencia de intermediarios que absorben parte del margen de los
beneficios.

e Generalmente las zonas de recoleccion se encuentran dentro de zonas declaradas
como Parque Natural, Lugar de Importancia Comunitaria (LIC), Zonas de
Especial Proteccion para las Aves (ZEPA), Reserva de la Biosfera e incluidas en
la Red de Espacios Naturales de la Junta de Castilla 'y Ledn.

e Gran parte de los recolectores locales de genciana estan asociados a APROGEN.

e Para mejorar el rendimiento econdémico de la genciana asegurando la
conservacion de las poblaciones silvestres se considera basico profundizar en el
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estudio del desarrollo, rendimiento, aprovechamientos y cultivo. Ademas se debe
plantear un plan de gestion del aprovechamiento silvestre.

En la redaccion del Convenio se dividen los trabajos a realizar en tres objetivos
principales:

e Objetivo A: estudio de la planta silvestre y su recoleccion, ademas de propuestas
para su aprovechamiento.

e Objetivo B: estudio sobre las posibilidades de cultivo de G. lutea L.

e Objetivo C: Conservacion del material genético, estudios quimicos de la planta y
estudios de calidad del producto de cara al mercado.

En la ejecucion del convenio, se implica y fomenta la colaboracion de los agentes sociales
relacionados con el aprovechamiento de la genciana o interesados en el establecimiento
de cultivos agronomicos, en la medida de sus posibilidades. Estos agentes sociales
mayoritariamente estan concentrados en torno a APROGEN.

1.3. APROGEN

La “Asociacion Promotora de la Genciana y otras plantas de interés de la montafia
occidental leonesa” es creada en marzo de 2006 en el municipio leonés de Villablino.
Esta asociacion nace a raiz los estudios expuestos realizados en afios 2005 y 2006 sobre la
genciana y otras plantas de interés (Garcia et al., 2004). Esto es posible debido a una
subvencién de “Nuevos Yacimientos de Empleo”, otorgada por la Consejeria de Medio
Ambiente de la Junta de Castilla y Leon, y al apoyo, tanto técnico como humano, del Plan
42,

Los fines que persigue APROGEN (2006) son:

e Promover el aprovechamiento ordenado y sostenible de la genciana y de otras
plantas de interés en los municipios citados anteriormente.

e Fomentar la conservacion de la genciana y de otras plantas de interés de la
montafia occidental leonesa.

e Fomentar el reconocimiento de la importancia econdmica y medioambiental de
estos recursos naturales y potenciar el valor econémico generado por ellos.

e Facilitar la puesta en comun de ideas, intereses y recursos de todas las partes
implicadas en la gestion y aprovechamiento de estos recursos naturales.

e Potenciar el cooperativismo en torno al aprovechamiento, la transformacion y la
comercializacion de estos recursos.

11
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Las actividades desarrolladas por la asociacion son:

e Bulsqueda de financiacion para la puesta en marcha de los estudios y proyectos
necesarios para la consecucion de los objetivos.

e Puesta en marcha de actividades formativas y de divulgacion.

e Colaboracion con distintas entidades publicas y/o privadas que persigan objetivos
afines.

e Conservacion del material genético de las poblaciones silvestres de las plantas de
interés.

e Fomento del Plan de gestion de la genciana.

e Promover estudios vinculados al aprovechamiento, transformacion vy
comercializacion de la genciana y de otras plantas de interés.

e Puesta en marcha del cultivo de la genciana y de otras plantas de interés.

e Promover la puesta en marcha de distintivos de calidad de los productos obtenidos
de estas plantas de interes.

e La asistencia a certdmenes y ferias que se consideren de interés suficiente para su
promulgacién y difusion.

Se trata de una asociacién sin animo de lucro que se financia a partir de las aportaciones
obligatorias de los socios, de las subvenciones y donaciones que reciba la asociacion.
Entre sus socios se encuentran ayuntamientos, juntas vecinales, propietarias de montes,
recolectores, personal técnico y gente interesada en distintos cultivos.

1.4.ZONA DE ESTUDIO

La zona de estudio, que comprende los municipios de Villablino, Murias de Paredes,
Palacios del Sil y Cabrillanes se extiende por las comarcas leonesas de Laciana, Omaria y
Babia. Estas comarcas se encuentran situadas en la parte noroccidental de la provincia de
Ledn, en plena Cordillera Cantébrica, y donde el mayor municipio es Villablino, con
10003 habitantes a dia 1 de enero de 2013 (INE, , 2013).

Esta zona estd dominada por el paisaje montafioso (Figura 2), densos bosques y amplios
valles. En la zona estudiada, destaca como pico mas alto el Cornén con 2194 m, estando
siempre presente la figura de Pefia Ubifia como montafia més alta de la Cordillera
Cantébrica Occidental. De entre las montafias de estas comarcas nacen como rios mas
importantes el Sil, el Luna y Omaiia.
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Figura 2: Parajes de la zona a estudio. (A) Valle Congosto (Babia) (B) Macizo de las Ubifias (Babia) (C) Pefia Chana

Las comarcas de Laciana y Babia conforman dos limites fronterizos que permiten el paso
hacia Asturias a través de los puertos de Leitariegos, Somiedo y Ventana principalmente.
La union del relieve, clima y su ubicacion hacen que estas comarcas contengan una
riqueza extraordinaria tanto floristica como faunistica, donde por encima de todos
destacan el oso pardo cantabrico (Ursus arctos) (Figura 3) y el urogallo cantabrico
(Tetrao urogallus cantabricus) (Figura 4), siendo las principales ensefias de su fauna.
Igualmente en estas comarcas existen un gran nimero de endemismos floristicos.

- 3 o %\ W e
r: Daniel Tejedo
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Figura 3: Ejemplar de oso pardo cantabrico Ursus arctos. Auto
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Figura 4: Urogallo cantabrico (Tetrao urogallus cantabricus). Autor: Carlos Sanchez-SEO/BirdL.ife
http://g00.9l/gQCRGO

Este 4rea se encuentra salpicado de espacios naturales protegidos como son las Reservas
de la Biosfera del Valle de Laciana, del Valle de Omafia y Luna o la Reserva de la
Biosfera de Babia; ZEPAs y LICs (Figura 5).
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Figura 5: ZEPAs LICs‘presentes en la zona a estudi
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Durante afios, se ha demandado que la figura de Parque Natural acogiese a gran parte del
area, y por el Decreto 7/2014 de 20 de febrero publicado el 24 de febrero de 2014 en el
Boletin Oficial de Castilla y Leo6n,(Castilla y Ledn, 2014) fue aprobado el Plan de
Ordenacion de los Recursos Naturales del Espacio Natural Babia y Luna (Ledn), por el
que 57.628 hectareas de las Comarcas de Babia y Luna van a entrar a formar de dicho
Parque Natural, y donde en el 85% de su superficie la actividad va a estar limitada
(Figura 6) . El punto noveno del Articulo 34 de este Decreto, trata sobre los
aprovechamientos y gestion forestal, y se menciona especificamente a la G. lutea L. como
aprovechamiento no maderero de interés, por cuya explotacion la administracion debera
velar para que se lleve a cabo de manera sostenible. Sin embargo, esta normativa no
recoge Laciana ni Omafia como parte de dicho Parque Natural, algo que estas Comarcas,
principales productoras de genciana han venido persiguiendo desde tiempo atrds sin
respuesta positiva hasta la fecha.

Parque Natural de Babia y [.una

P’u’i:umh],.ktﬂ!‘w
1S CabnllanesT Sdae"

il sa e Viejos
i
w}k“‘ e
Laciana K % %

VILLASECA Df -ﬁm LT oo
LACIANA - ', ; 4

Figura 6: Extension del Parque Natural de Babia y Luna. Fuente: http://goo.gl/SWULE2
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1.5.SITUACION SOCIOECONOMICA

En este entorno, aunque no Unicamente, la mineria del carbon ha supuesto fuente
principal de economia y actividad dinamizadora para la mayoria de los municipios de la
zona durante décadas. Con el paso del tiempo, el uso de este mineral ha cambiado su
funcidn, pero segun el informe anual elaborado por la petrolera British Petroleum (BP) el
carbon en el afio 2012 era el segundo recurso energético mas utilizado en el mundo
(29,9%), anicamente por detrds del petroleo (33,1%)(British Petroleum, 2013). Los
recursos carboniferos de Le6n son relativamente importantes, siendo el Gnico mineral
energético autdctono, el cual se viene aprovechando desde hace siglo y medio (Hidalgo
Moréan, 2012). Hoy en dia, debido a diferentes causas, esta actividad minera esta cesando
poco a poco. Causas como la apertura del mercado al carbon de importacion, mas
competitivo y de mayor calidad, la irrupcién del petroleo, pasar a formar parte de la CEE,
lo que supuso adaptarse a la normativa comunitaria, y la politica de la UE de no apoyar
econdémicamente a este tipo de explotaciones, ha hecho que progresivamente el sector
pierda integrantes. En 2013, en Ledn segun diversas fuentes s6lo quedarian 1311 mineros,
de los que una parte importante trabajan en el entorno de la zona a estudio. En 2005, eran
poco mas de 2600, mientras que en 1989 el nimero de mineros en Ledn rondaba los
11800 (Sanchez Melado, 2007).

Desde aproximadamente el inicio de la segunda mitad del siglo XX, en las zonas rurales y
montafiosas espafiolas comenzé un despoblamiento generalizado, algo que no fue asi en
las zonas mineras, donde este fendGmeno se vio retrasado y amortiguado. Las consecutivas
crisis del sector y consecuente cese de la actividad, han supuesto, que de manera brusca,
este proceso de despoblamiento se desencadene en las comarcas mineras leonesas, con el
consiguiente envejecimiento de la poblacion, debido a la falta de adopcion de alternativas
economicas que permitiesen retener a los jovenes sin trabajo (Sdnchez Melado, 2007).
Actualmente en estas comarcas la base econdmica es la mineria, turismo y ganaderia.

Otras de las causas del progresivo despoblamiento son las duras condiciones
climatoldgicas y un relativo aislamiento invernal (Sanchez Melado, 2007), unido a que
otro de los sectores importantes de la zona, como es la ganaderia, ha perdido igualmente
mano de obra debido al cierre 0 modernizacion de explotaciones y a la disminucion de la
ganaderia trashumante.

Por todo ello parece que el aprovechamiento sostenible de los recursos naturales, que en
esta zona son tan abundantes, el turismo y la explotacion de los espacios naturales
protegidos ligados a las actividades econémicas tradicionales, pueden formar parte del
conjunto de las actividades econdmicas dinamizadoras de esta zona de la montafa
leonesa. Y uno de esos recursos naturales es sin duda alguna la genciana, tanto desde su
punto de vista de atractivo turistico como por su uso y su transformacion.
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2. GENCIANA

2.1. GENERO Gentiana L

Perteneciendo a la familia Gentianaceae, el género Gentiana L. es el mayor de esta
familia. Segun la reciente clasificacion propuesta Anchisi y Cattaneo (2010)(Tabla 1),
derivada de la propuesta por Ho y Liu (2001), el género se compone de 363 especies,
afiadiendo a esta clasificacion la especie Gentiana brentae, descubierta por Prosser y
Bertolli (2008). Las especies pertenecientes al género Gentiana L. estan caracterizadas
por poseer una distribucién cosmopolita, donde mas de la mitad de las especies que
conforman este género estan concentradas en las regiones templadas de Asia (SW de
China y NE de Myanmar) (Anchisi y Cattaneo, 2010). El resto de especies se distribuyen
principalmente entre Europa, Norte y Centro América, de modo que solo seis especies se
distribuyen entre América del Sur, Norte de Africa y el Este de Australia (Ho y Liu,
2001).

Segun la clasificacion realizada por Anchisi y Cattaneo (2010), en Europa se encuentran
33 especies y 12 subespecies, lo que modifica sensiblemente la distribucién realizada por
Ho y Liu (2001) .

Tabla 1: Secciones del género Gentiana L: nimero de especies y distribucion geografica. Distribucidn propuesta por
Anchisi y Cattaneo (2010) modificada de la propuesta por Ho y Liu (2001)

Seccion Sp Distribucion
Gentiana L. 5  Europe, Turkey
Ciminalis (Adans.) Dum 7  Europe
Calathianae Froel. 8  Europe, NE America, N y O Asia, NO Africa
Chondrophyllae Bunge 163 Europe, Asia, North y Central America, NO Africa, Australia
Cruciata Gaudin 21 Europe, Asia
Kudoa Mésam. 28 Kashmir, China, E Asia, Malaysia, Indonesia
Monopodiae (Harry Sm.) T.N.Ho 10
Otophora Kusn 12 Himalayas, India, China, Myanmar
Isomeria Kusn. 18 E y NE Asia, Himalayas, NO North America
Microsperma T.N. Ho 10  Nepal, Bhutan, SO China
Frigidae Kusn. 18 Europe, Asia, North America
Dolichocarpa T.N. Ho 14 SO China
Fimbricorona T.N. Ho 5  Europe, Asia, North, Central, y South America
Phyllocalyx T. N. Ho 1  Himalayas, SO China
Pneumonanthe (Gled.) Gaudin 42 Myanmar, China, Thailand

Sp: N° de especies que componen la seccién

17


http://www.google.es/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Egidio+Anchisi%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.es/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Francesca+Cattaneo%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=3193573
http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=3193574
http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=3193574
http://www.google.es/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Egidio+Anchisi%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.es/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Francesca+Cattaneo%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.es/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Egidio+Anchisi%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.es/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Egidio+Anchisi%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
http://www.google.es/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Francesca+Cattaneo%22&source=gbs_metadata_r&cad=2

INTRODUCCION

2.2.Seccion Gentiana

La seccion Gentiana comprende cinco especies (G. lutea L., G. bursery Lapeyrouse, G.
punctata L., G. purpurea L. y G. pannonica Scopoli) y cinco subespecies ademas de las
especies nominales: G. lutea subsp. lutea; G. lutea L. subsp. symphyandra Murbeck; G.
lutea L. monserratii (Vivant ex Greuter) Romo; G. lutea L. subsp. vardjanii T. Wraber;
G. burseri Lapeyr. subsp. burseri.

La seccidon Gentiana se puede considerar endémica de Europa, estando localizadas en las
montafias del centro y sur del continente excepto G. purpurea, presente en un area
inconexa en el sur de Noruega, y G. lutea subsp. symphyandra que alcanza Turquia
(Anchisi y Cattaneo, 2010).

2.3.Gentiana lutea L.

Genciana lutea L. es la especie tipo, descrita por Linneo (Von Linné y Salvius, 1753).

2.3.1. Caracteristicas principales (morfologia y reproduccion)

G. lutea L. es una planta hemicriptofita, de lento desarrollo alcanzando una elevada
longevidad. Cada planta puede presentar uno o varios tallos florales no ramificados,
cilindricos, huecos, erectos, lampifios, con estrias longitudinales, de entre 1 y 2 cm de
grosor, 0 méas en la base (Renobales, 2003), y de entre 0,5 y 1,5 m de altura pudiendo
encontrarse ejemplares de hasta 2 m.

Las hojas basales son pecioladas, opuestas y ovaladas apuntadas. Las inferiores mas
grandes, de hasta 30 centimetros de longitud por 15 centimetros de anchura, y
enteramente lampifias. Cada hoja tiene de cinco a siete nervios bien marcados, que
arrancan de la base, se arquean y confluyen en el extremo de la ldmina. Las hojas de lo
alto del tallo son mucho maés cortas y abrazadoras (Font Quer, , 1999). Desde las axilas de
las hojas de la mitad superior del tallo floral hasta el apice del mismo se disponen las
flores en verticilos.

Las flores son hermafroditas, pediceladas y de color amarillo excepto en G lutea L var.
aurantiaca (de anaranjadas a rojizas). Cada flor presenta un caliz dividido coronado por
entre 2 y 7 dientes y una corola gamopétala formada por entre 3 y 9 Idbulos
profundamente divididos. Las anteras generalmente son libres, excepto en G lutea subsp.
symphyandra (Rossi, 2011).

Las bracteas de las flores son de color verde y su longitud es similar a la de los verticilos,
excepto para G lutea subsp. vardjanii. El fruto es una capsula que contiene un gran
numero de semillas (Struwe y Albert, 2002), estando compuesto este por dos carpelos que
maduran y se separan entre finales de agosto y principios de septiembre.

Las semillas, de color marrén claro, tienen forma discoidal, son aplanadas y aladas,
variando el peso de 1000 de ellas entre 0,7 y 1,7 g. Estas semillas poseen una dormancia
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que dificulta su germinacién, teniendo ademas una breve duracion de su capacidad
germinativa, (Aiello y Bezzi, 1998). De acuerdo con Struwe y Albert (2002), el viento
(dispersién anemdcora) es el principal vector de dispersion de las semillas, que sucede
cuando los carpelos del fruto maduro se separan. La primera floracién se puede dar a
partir de los 5 0 6 afios de edad de la planta, y ésta se produce entre junio y principios de
agosto.

G. lutea es una especie autoincompatible, y por tanto depende principalmente de la
polinizacion por insectos para producir semillas (Bucher, 1987, Hegi, 1927), siendo
realizada esta polinizacion principalmente por abejas y avispas (Renobales, 2003,
Kozuharova, 1997) y abejorros (Bombus sp.)(Figura 7). Ademas de la reproduccion
sexual, G. lutea L. se multiplica por via vegetativa mediante la extension de su sistema
radicular asegurando el crecimiento y persistencia de las poblaciones (Hesse et al., 2007),
por lo que incluso, grandes poblaciones pueden estar representados por pocos individuos.
Su raiz, de hasta un metro de longitud, puede sobrepasar los 8 cm de grosor. Presenta
unos entrenudos muy cortos. Su apariencia exterior varia con la edad teniendo un color
que va pasando del amarillento al pardo. Su color interior es amarillento ocraceo. Posee
un olor fuerte y un sabor especialmente amargo.

Figura 7: Abejorros (Bombus sp.) sobre flores de G. lutea L. var. aurantiaca.

2.3.2. Ecologia

La G. lutea se encuentra en los pastizales y laderas de la montafia en los pisos
altimontano y subalpino del centro y sur de Europa y de Asia Menor. En Italia, se localiza
en los Apeninos y los Alpes; en Francia en los montes del Jura, en el Macizo Central (en
poblaciones como Auvergne), y en los Alpes; en Alemania en Baviera; en la regién de los
Balcanes y en los Carpatos. En Espafia se encuentra en el Pirineo, desde Catalufia hasta el
Pais Vasco; en la Cordillera Cantdbrica hasta Galicia; en las montafias del Sistema
Central; y en Portugal en la Serra da Estréla (Aiello y Bezzi, 1998).
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Figura 8: Distribucion de G. lutea L. en Europa. Mapa modificado a partir del elaborado por Meusel et al.(1978)

Crece frecuentemente entre los 800 y 1800m: Alpes (1300-1900 m), Auvernia (1800 m)
Carpatos (900-2300m), Pirineos y otras regiones montafiosas de elevada pluviosidad del
Norte de Espafia (Villar, 1980; Bolos et al., 1990). En Ledn, en estado silvestre, no es
frecuente encontrarla por debajo de los 1300 m. Precisa de suelos frescos con una
climatologia suficientemente lluviosa. Prefiere zonas soleadas y luminosas, ya que se
trata de una planta heli6fila. Por su fisiologia y su habitat esta adaptada a periodos de
sequia asi como a estancias prolongadas debajo del manto de la nieve. Prefiere suelos
profundos y francos, turbosos y ligeramente humiferos. Generalmente G. lutea L. crece
sobre sustratos de origen calcareo (Anchisi y Cattaneo, 2010) aunque es posible
encontrarla en suelos cuya matriz es silicea (Bezzi et al., 1987). Respecto de la variedad
aurantiaca en este estudio Unicamente ha sido observada creciendo sobre substratos de
origen silicio con valores de pH entre el 3,8 y el 4,7 (Gonzalez et al., 2012), mientras que
los valores de pH obtenidos por Bezzi, et al.(1987) (presumiblemente G. lutea L. subsp.
vardjanii) varian entre 7y 7,5.

En Ledn suele estar acompafiada de una importante flora asociada como escobas, piornos,
arandaneras, carqueixas, pastizal y formando parte del sotobosque de robles, abedules y
serbales.

2.4. SUBESPECIES Y VARIEDADES

2.4.1. Gentiana lutea L. subsp. lutea

Su descripcién coincide con la especie tipo. Se extiende por toda el area de difusién
excepto la peninsula de los Balcanes (Tutin et al., 1972), los Alpes Orientales (Wraber,
1986) y el extremo noroccidental de la Peninsula Ibérica (Figura 9A).
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2.4.2. Gentiana lutea L. subsp. symphyandra Murbeck

La caracteristica principal que diferencia a la subsp. symphyandra respecto de la subsp.
lutea es la presencia de las anteras soldadas formando una estructura tubular (Figura 9B).

Esta subespecie se encuentra distribuida en las estribaciones surorientales de los Alpes,
Alpes Dinaricos, en los Montes Balcanes y en Grecia (Anchisi y Cattaneo, 2010).

2.4.3. Gentiana lutea L. subsp. vardjanii T. Wraber

Esta subespecie, de reciente individualizacion, difiere de la subsp. lutea por la presencia
de las hojas superiores de color amarillo verdoso (en lugar de verde), y en las axilas de
estas hojas se encuentran las inflorescencias, que llegan a ser mucho mas cortas que
dichas hojas (Figura 9C). Otra caracteristica es la no presencia de internudos entre las
hojas que conforman el tallo vegetativo no reproductivo, como muestra graficamente
Rossi (2011) en su tesis doctoral. Esta subespecie crece preferiblemente en prados, pastos
y en zonas vegetadas de pedregales del sudeste de los Alpes italianos, Carintia (Austria) y
Eslovenia (Anchisi y Cattaneo, 2010).

En los lugares que coexiste con la subsp. symphyandra, la subsp. vardjanii presenta una
floracion precoz, entre 2 y 3 semanas antes que la primera (Wraber, 1986, Vender et al.,
2010). Tanto el tallo floral (80 cm) como las flores son de un tamafio inferior al de la
subsp. symphyandra (Vender et al., 2010).

2.4.4. Gentiana lutea L. subsp. montserratii (Vivant ex Greuter) Romo

Dedicada al Prof. Dr. Pedro Monserrat Recorder, botanico y ec6logo, con numerosas
publicaciones acerca de la flora y vegetacion de los Pirineos. Esta subespecie, endémica
de los pirineos, difiere de la subsp. lutea por poseer una talla menor (0,5-1m), flores
largamente pedunculadas (2-3 cm), con una corola que presenta entre 6 y 7 lobulos
aovado-elipticos y con un tamafio mayor de los granos de polen (Vivant, 1975) (Figura
9D). Es posible encontrarla en varias zonas del prepirineo (Sierra de Leyre, San Juan de
la Pefia de Oroel hasta Cadi) y en algun punto del Pirineo Central (Ordesa, Vall de Boi y
Vall Ferrera), en bosques abiertos de coniferas sobre suelos calcareos entre 1100 y 2500
m de altitud (Anchisi y Cattaneo, 2010).

2.4.5. Gentiana lutea L. var. aurantiaca (M. Lainz) M. Lainz

Catalogada por Renobales (2003) como variedad, anteriormente habia sido catalogada por
Lainz (1982) como Gentiana lutea subsp. aurantiaca M. Lainz, o como Gentiana
aurantiaca (M. Lainz) (Silva et al., 2000). La variedad aurantiaca se caracteriza por la
coloracidn de sus pétalos, que va desde el anaranjado al rojizo (Figura 9E).
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Figura 9: (A) G. lutea L. subsp. lutea. (B) G. lutea L. subsp. symphyandra Murbeck: Autor:l Dr Amatej Trnkoczy.
http://goo.gl/UjpdTO (C) G. lutea L. subsp. vardjanii T. Wraber. Autor: Graziano Propetto. http://goo.gl/WicGIO
(D) G. lutea L. subsp. montserratii (Vivant ex Greuter) Romo. Autor: José Carlos Alfranca. http://goo.gl/olp7UZ
(E) G. lutea L. var. aurantiaca (M. Lainz) M. Lainz

Segun Renobales (2003), aparte de la coloracion de los pétalos no existen otras
diferencias morfoldgicas significativas respecto de la subsp. lutea. Segin observaciones
(datos propios), la variedad aurantiaca, al igual que la subespecie vardjanii (Rossi,
2011), no presenta internudos entre las hojas que conforman el tallo vegetativo no
reproductivo. La distribucién geografica de la variedad aurantiaca no estd aun bien
definida, pero se puede considerar que se reduce al noroeste de la Peninsula Ibérica,
siendo la Cordillera Cantabrica donde es mas abundante y su color rojizo mas intenso.
Renobales (2003) cita como zona de distribucion el area situada entre el extremo oeste de
la Cordillera Cantabrica y el Sistema Central desde, la Serra da Estrela hasta el Macizo de
Ayllon. También existen citas de plantas con las mismas caracteristicas en el Lago
Laurenti (Anchisi y Cattaneo, 2010), situado en el Pirineo Oriental.
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2.5.USOS

Ademas de los citados usos medicinales, la raiz de genciana se utiliza sola o formando
parte de los ingredientes en la elaboracion de bebidas alcohdlicas “bitters” y vermouths
(bebidas aperitivas), bebidas no alcohdlicas, en la elaboracién de postres e infusiones
(Leung, 1980). Existe una recopilacion con innumerables bebidas que incluyen la
genciana como ingrediente (Struwe, 2011). Otros usos son los de la elaboracion de
productos antitabaco (Leung, 1980) y en la elaboracion de productos cosméticos. Sin
duda alguna en Francia existe una larga tradicion de este tipo de bebidas alcohdlicas
aperitivas (Figura 10).
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Figura 10: Ejemplos de algunas de las bebidas elaboradas con G. lutea L.

La utilizacién de los extractos de raiz de genciana en bebidas amargas como sustituta de
la corteza de quina (cuya utilizacion en la alimentacion esta limitada a la concentracion
final de quinina), ha llevado al desarrollo de varias patentes industriales (Piampiano,
1980, Molitoris, 1981, Busch-Stockfisch y Domke, 1993).

En veterinaria se ha usado tradicionalmente como cicatrizante, antiparasitario y para
estimular los animales a comer mas, utilizandolo como aditivo en piensos. Como otros
usos, podemos nombrar que era utilizada en la Edad Media como antidoto contra las
picaduras de serpientes.

2.6.PROPIEDADES

El uso de la genciana se debe principalmente a los compuestos amargos (glucésidos
secoiridoides) que contiene la planta. Estos compuestos se encuentran de forma
mayoritaria en su raiz, la cual es la base de su uso farmaceutico “Radix Gentianae”.

La utilizacion de la genciana con fines medicinales proviene de la antigliedad, asi como
su nombre, ya que segun la tradicion, el Rey Gentio de llliria (siglo Il a.C.), fue el
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primero en usarla con tales fines, en su caso frente a la peste (Tucakov, 1961), hecho
atribuido por los autores clasicos Dioscérides y Plinio (Heltmann, 1967).

En la medicina tradicional, la raiz de genciana ha sido utilizada como estimulante del
apetito, para mejorar las digestiones, y en el tratamiento de diversos problemas
gastrointestinales (dolor de estdbmago, acidez, gastritis, diarrea, vomitos, etc) (Leung,
1980). Este uso es debido principalmente al sabor amargo que le aportan los glucosidos
secoiridoides como son la amarogentina, (Korte, 1955, Inouye y Nakamura, 1971),
gentiopicrosido (Inouye et al., 1970), swertiamarina (Inouye et al., 1970), o swerosido
(EMA, 2009). Ademés de los mencionados anteriormente, estos y otros compuestos
revelan propiedades antiinflamatorias, antitumorales y hepatoprotectivas (Ghisalberti,
1998), cicatrizantes (Ozturk et al., 2006), antifungicas y antibacteria (Siler et al., 2010),
asi como actividad antioxidante (Jaishree y Badami, 2010). También se ha comprobado el
efecto protector de la isogentisina xantona de la G. lutea L contra el dafio endotelial
causado por el consumo del tabaco (Schmieder et al., 2007). Ademéas de estos, se
atribuyen a los compuestos de la G. lutea L propiedades potenciales en el tratamiento de
otras afecciones (EMA, 2009)

2.7.NORMATIVA

El incremento de la demanda de las plantas medicinales unido, en ocasiones, a otras
circunstancias socioecondmicas y culturales, ha llevado en algunos casos a su recoleccion
indiscriminada, cuyo resultado ha sido la regresion de la especie en algunas regiones,
tanto de Espafia como de Europa. Por ello, se encuentra legalmente protegida en toda
Europa, aunque no existe una legislacion uniforme, de modo que esta puede variar entre
paises, e incluso, como ocurre en el caso de Espafia, entre las diferentes comunidades.

A nivel europeo, la G. lutea L. aparece citada en la Directiva 92/43 CEE de 21 de mayo
de 1992, relativa a la conservacion de los habitats naturales, de la fauna y flora silvestres
(Unidn Europea, 1992). Ademas, el Reglamento 338/97 CEE (modificado por multitud de
reglamentos), relativo a la proteccion de especies de la fauna y flora silvestres mediante el
control de su comercio, regula los aspectos de aprovechamiento y comercializacion de la
genciana entre otras plantas. En Espafia, el aprovechamiento de la genciana esta regulado,
de igual manera que el de cualquier otra planta, tanto por la Ley 4/89 de Conservacion de
los Espacios Naturales y de la Flora y Fauna Silvestres, (derogada el 15 de diciembre de
2007 por la Ley 42/2007 del Patrimonio Natural y de la Biodiversidad (Espafia, 2007)),
como por la Ley de Montes Ley 43/2003, de 21 de noviembre (Castilla, 2003).

A su vez, en Castilla y Ledn, la genciana se encuentra en la categoria “con
aprovechamiento regulado” (Castilla y Leon, 2007), donde se incluyen las especies cuyo
uso, aprovechamiento o recoleccion incontrolados pueden poner en riesgo la
supervivencia de sus poblaciones. Las especies incluidas en dicha categoria no podran ser
recolectadas sin la autorizacion administrativa previa de la Consejeria de Medio
Ambiente. Dicha autorizacion serd emitida por la Direccion General de Medio Natural,
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indicando las cantidades que se permite recolectar, el ambito territorial y el periodo de
tiempo para realizar el aprovechamiento.

2.8. COMERCIO

Segun diferentes fuentes, existe un incremento en la demanda de raiz de genciana. En su
estudio, Aiello y Bezzi (1998) citan datos de (Franz, 1982) donde se cuantifica en 5000
toneladas el consumo de raiz fresca anual, de las cuales 2500 toneladas se recolectaban en
Francia a partir de poblaciones silvestres y con aproximadamente 100 hectareas en
cultivo. Mientras, Lange. (1998), cifraban este consumo en 6000 toneladas de raiz fresca
al afio, lo que supone en torno de las 1500 toneladas de raiz seca.

El origen actual de esta materia prima se centra en las montafias de los paises de la
antigua Yugoslavia, (principalmente Kosovo, Macedonia o Albania). Y es que, el mayor
problema, tanto para la genciana como para otras plantas de interés, lo representa la
recoleccion ilegal, debido a la falta de control e inspecciones para la recogida y
comercializacion de plantas silvestres, ya que es bien conocido que se siguen
recolectando y comercializando a través de canales del mercado negro (Zora et al., 2012).
El hecho de la regresion de grandes extensiones de genciana en esta parte de Europa ya
fue constatado por Tucakov (1961) antes de poner en marcha planes de conservacion. Si
esta presion recolectora sigue la actual tendencia, a medio plazo las miras se podrian
volver a otros lugares de Europa donde aun estd permitida su recolecciébn como son
algunas partes de Espafia, siendo Leon un tradicional exportador de raiz de genciana a
distintas partes de Europa.

En la provincia de Leon la raiz de genciana ha sido comercializada desde hace décadas,
siendo el noroeste de la provincia la zona donde se ha explotado con més intensidad.
Segun diferentes habitantes de la zona, en algunos de los municipios, la genciana llegaba
a suponer el 70% de la renta familiar, e incluso los comerciantes y habitantes que
cruzaban las montafias desde Asturias recolectaban estas raices en su viaje hasta los
valles, donde la utilizaban como moneda de cambio, o para obtener beneficios que
invertir en otros bienes.

En la actualidad, y siempre a través de vias no oficiales, se puede constatar la opacidad de
un mercado que funciona como un oligopolio en el que muy pocos intermediarios
constituyen las Unicas posibilidades de venta de la genciana a la industria transformadora,
siendo por lo tanto estos intermediarios quienes marcan los precios de venta. En todos los
casos conocer los margenes que manejan estos intermediarios ha sido imposible.

Los precios de la genciana desde el inicio del siglo XXI han ido en franca regresion, con
méaximos en torno a los tres euros kilogramo de raiz seca (2006-2007), estando en la
actualidad en torno a poco mas de un euro por kilogramo, siempre segun fuentes
extraoficiales. La variabilidad de los precios ha supuesto que algunos recolectores,
apostando por mayores precios en afios venideros, hayan almacenado stocks de genciana,
lo cual no ha sucedido, por lo que esta genciana permanece almacenada perdiendo calidad
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afio tras afio. Esta genciana almacenada tampoco es facil de ver, ya que los recolectores se
muestran recelosos, dando idea de que posiblemente existan desfases entre las cantidades
que la administracién ha autorizado recolectar y las realmente almacenadas.

Segun datos oficiales proporcionados por el servicio territorial de Medio Ambiente de
Ledn perteneciente a la Junta de Castilla y Ledn *, en la provincia de Ledn se continua
recolectando genciana silvestre, como muestra la evolucion de la recoleccién en la
provincia de Ledn desde inicio de siglo (Figura 11), donde coincidiendo con los precios
mas elevados se inicid el incremento de la peticion de licencias de recogida y la cantidad
de raiz recolectada, y de igual manera, a medida que su precio descendid, las cantidades
recolectadas han descendido en gran medida.

Genciana recolectada en la provincia de Leon
50.000 -

40.000
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1
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Figura 11: Cantidad de raiz fresca de G. lutea L. recolectada en la provincia de Ledn desde el afio 2001

En total se han recogido en los Gltimos catorce afios 175601 kilogramos de raiz fresca,
destacando que Unicamente en el municipio de Llanaves de la Reina se permitid la
extraccion de 90000 kilogramos, mas del 50% de lo recolectado. En este periodo se han
expedido un total de 26 licencias, de las cuales 19 corresponden a las comarcas de Babia
y Laciana, tres al valle del rio Curuefio y cuatro a la Montafia oriental, dejando claro que
aun hoy permanece vigente la tradicion recolectora en las comarcas occidentales.

Si segln los datos la demanda global aumenta, pero los precios disminuyen, puede ser
debido al origen de la oferta actual, donde los costes de mano de obra son menores, lo que
permite un ligero respiro para las poblaciones silvestres de genciana de Leon en los
ultimos afios.

Si la evolucién de la demanda continua la actual tendencia, en algin momento no muy
lejano, la recoleccidn silvestre de la genciana no sera posible en toda Europa, debido a la
desaparicion de la planta de algunas zonas o su limitaciobn a pequefias zonas no
aprovechables, o por otro lado, por la adopcién de medidas de conservacion que impidan
su recoleccion. Y es que, de las poblaciones de genciana localizadas en la provincia de

! Datos obtenidos a fecha 28/03/2014, enviados por el Servicio Territorial de Medio Ambiente de Le6n
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Ledn, las de mayor superficie estan localizadas en zonas alejadas de los cascos urbanos y
de dificil acceso, por lo que el coste de extraccion no ha hecho rentable su explotacion en
los Gltimos afios, pero una nueva subida de los precios, al igual que ha sucedido con otras
materias primas, podria significar un aumento significativo de su explotacion.
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1. INTRODUCCION

El conocimiento de la diversidad y la estructura genética de las poblaciones es
especialmente importante en especies de plantas amenazadas, ya que permite adoptar
practicas de conservacion efectivas y eficientes, ademas de orientar en la toma de
decisiones en cuanto a su manejo genético. Aunque existen diferentes estudios botanicos
(Ho vy Liu, 2001, Struwe et al., 2002) y fitoquimicos (Carnat et al., 2005) sobre Gentiana
lutea L., la variabilidad genética a nivel de poblaciones continta siendo desconocida
hasta la fecha. Hoy en dia, dado que es posible utilizar diferentes métodos moleculares
para el analisis de la variabilidad genética en especies de plantas, tal y como se describe
en los siguientes epigrafes, se abren nuevas posibilidades de estudio.

1.1. MARCADORES MOLECULARES

En diferentes publicaciones podemos encontrar diversas definiciones acerca de
“marcadores moleculares” con matices distintos. Una de ellas los define como
“biomoléculas que son representativas de las diferencias a nivel del genoma, de manera
que pueden o no correlacionarse con la expresion fenotipica de un rasgo” (Agarwal et
al., 2008).

Actualmente existe un amplio nimero de marcadores moleculares, pudiendo clasificarlos
en dos grupos principales: los marcadores bioguimicos y los marcadores basados en
ADN.

Entre los marcadores bioquimicos, se incluyen las proteinas sin actividad enzimatica y
las isoenzimas o aloenzimas, constituyendo este grupo la primera generacion de
marcadores moleculares. Las isoenzimas, descubiertas por Hunter y Markert en 1957, son
diferentes variantes moleculares de una misma enzima presentes en una especie, las
cuales desempefian la misma actividad pero pueden tener diferentes propiedades. Estos
marcadores tienen la ventaja de que la técnica es relativamente barata, accesible y no
destructiva debido a que utiliza pequefias cantidades de material vegetal.

Asi mismo, es conocido o se puede establecer el control genético de la mayoria de las
isoenzimas utilizadas, y por lo tanto es posible realizar inferencias genéticas a partir de
los patrones de bandas observados en los geles de separacidn electroforética. Por otro
lado, las isoenzimas tienen una base genética codominante, son selectivamente neutrales
y estan libres de efectos deletéreos, efectos pleiotropicos y/o epistaticos.

Aunque han sido muy importantes en diferentes areas, las isoenzimas han tenido un uso
limitado debido a que presentan ciertos problemas técnicos, no permiten cubrir todo el
genoma, y ademas solo permiten detectar variaciones de los genes codificantes que se
expresan en un lugar y momento determinado, existiendo variaciones en los datos
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obtenidos entre diferentes tejidos del mismo individuo. Asi mismo existe polimorfismo
ontogenético, lo que supone resultados diferentes al trabajar con material vegetal de un
individuo joven y otro adulto.

Los marcadores moleculares basados en ADN constituyen la nueva generacion de
marcadores moleculares y con ellos se solucionaron en gran parte las carencias mostradas
por las isoenzimas. Estos marcadores se pueden agrupar en tres categorias: los que
emplean hibridacion tipo “Southern” después del uso de endonucleasas, las basadas en la
“reaccion en cadena de la polimerasa” (Polymerase Chain Reaction (PCR)) y las que
combinan PCR o sus productos con la hibridacion tipo “Southern”.

La hibridacion tipo “Southern” explora las variaciones en la longitud o tamafio de los
fragmentos de ADN ocasionadas por la rotura del genoma mediada por una enzima de
restriccion particular (endonucleasa especifica de secuencia). Dentro de esta técnica
podemos encontrar los marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms).

La técnica de PCR fue desarrollada por Kary B Mullis, por cuya invencién fue
galardonada con el premio Nobel de Quimica en 1993. Esta técnica es utilizada para
sintetizar in vitro fragmentos especificos de ADN, y con ello, detectar una secuencia o
gen de interés en el genoma del individuo en estudio. Se basa en la amplificacion de
fragmentos de ADN a partir de secuencias de nucledtidos denominadas cebadores
(primers), que son capaces de reconocer una secuencia blanco para la cual son
complementarias.

Algunos de los marcadores que se incluyen dentro de esta metodologia son los
marcadores RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA (Williams et al., 1990)), SSRs
(Microsatélites o Simple Secuence Repeats (Tautz y Renz, 1984)) y, AFLPs (Amplified
Fragment Length Polymorphisms (Vos et al., 1995)).

En comparacion con los bioguimicos, los marcadores de ADN presentan muchas ventajas
ya que no estan afectados por el ambiente, estdn presentes en cualquier estadio del
individuo, permiten una deteccién temprana, son universales, muy abundantes, se
requiere poca cantidad de ADN para los analisis y el ADN es muy estable y especifico
para cada individuo (huella génica). Sin embargo, son relativamente costosos,
necesitando personal formado, equipos relativamente sofisticados y un estricto control de
la contaminacion.

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas basicas que presentan algunos de los
marcadores basados en ADN cuyo uso es frecuente.
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Tabla 1: Caracteristicas de varios marcadores moleculares basados en ADN

Marcador molecular RFLP RAPD SSR ISSR AFLP
Abundancia Alta Alta Media Media Alta
Reproducibilidad Alta Baja Alta Alta Alta
Grado de polimorfismo Medio Medio Medio Medio Medio
Especificidad de locus Si No No No No
Requerimientos técnicos Altos Bajos Medios Medios Medios
DNA requerido Mucho Poco Poco Poco Intermedio

1.1.1. RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms)

Fue el primer marcador de ADN utilizado por bidlogos poblacionales (Parker et al.,
1998). Este método detecta polimorfismos producidos al ser digerido ADN por enzimas
de restriccion particulares (endonucleasas). Para la deteccion de RFLPs existen dos
técnicas: “southern blot” e hibridacién, y PCR, en este caso se denominan marcadores
PCR-RFLP. ElI método de PCR es mas barato y rapido, ademas de necesitar una cantidad
de ADN inferior. Los RFLPs generalmente se han utilizado en la construccion de mapas
geneéticos, en la clonacién de genes basados en mapas y para ayudar a resolver problemas
taxondmicos o filogenéticos. El porcentaje de polimorfismo que detecta esta técnica
difiere ampliamente entre especies en funcion de la sonda utilizada. Otras desventajas de
esta técnica son la necesidad de grandes cantidades de ADN de buena calidad (southern
blot), el requerimiento de muchas manipulaciones, ademas de que solamente se detecta
una fraccion de la variabilidad de las secuencias existentes en el genoma, por lo que su
informacion es limitada (Rentaria Alcantara et al., 2007).

1.1.2. RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA)

Se trata de marcadores que amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran
variedad de especies basandose en la probabilidad estadistica de que se presenten sitios
complementarios al oligonucledtido de 10 pares de bases (pb) a lo largo del genoma
(Rentaria Alcantara et al., 2007). Los RAPDS son dtiles en la elaboracion de mapas
genéticos, en el estudio del parentesco y en el analisis de la estructura poblacional, ya que
ayudan a estimar tamafo efectivo, aislamiento reproductivo y niveles de fecundacién
cruzada (Parker et al., 1998). Los RAPDs amplifican regiones tanto codificantes del ADN
como no codificantes. Es una técnica relativamente facil y barata, no necesitando
conocimiento previo de la secuencia de ADN, no requiere la construccion o el
mantenimiento de una libreria gendmica, el nimero de loci que puede ser examinado es
ilimitado y no requiere de pruebas radiactivas (Phillips et al., 1994, Reiter et al., 1992).
Por otro lado presenta problemas de bandas erréneas, una baja reproductibilidad de los
resultados debido a su sensibilidad a las condiciones experimentales, y comigracion de
bandas. Se trata de marcadores dominantes por lo que ofrecen menos informacion que los
codominantes.
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1.1.3. SSRs (Microsatélites o Simple Secuence Repeats)

Los microsatélites (SSR) se producen como elementos intercalados repetitivos en todos
los genomas eucarioticos (Tautz y Renz, 1984). La variacién en el nimero de unidades
repetidas en tandem se debe principalmente al deslizamiento de la hebra de ADN durante
la replicacion (Schlotterer y Tautz, 1992). Como los deslizamientos en la replicacion son
méas probables que las mutaciones puntuales, los loci microsatélites tienden a ser
hipervariables. El analisis de microsatélites muestra una extensa cantidad de
polimorfismos en longitud durante el analisis PCR de loci Unicos, utilizando
combinaciones de cebadores discriminatorios.

Los microsatélites han tomado ventaja sobre otros marcadores moleculares como los
AFLPs, RAPDs, RFLPs, debido a su mayor grado de polimorfismo, ser codominantes y
segregar de manera mendeliana, presentar una lectura de bandas clara y sencilla, y ser
selectivamente neutros (Goldstein y Pollock, 1994, Vendramin et al., 1996). Para trabajar
con SSR es necesario conocer la secuencia de la region a analizar para contar con primers
especificos, de modo que los microsatélites son especificos para ciertos grupos de
especies y homdlogos entre si (Vendramin et al., 1996).

La reproducibilidad de los microsatélites es tal, que pueden ser utilizados eficientemente
por diferentes laboratorios de investigacion para producir datos consistentes (Saghai
Maroof et al., 1994).

1.1.4. ISSRs (Inter-simple sequence repeat polymorphisms)

Los marcadores ISSR (inter-simple sequence repeat polymorphisms) estan basados en la
amplificacion de regiones situadas entre repeticiones de secuencias cortas (SSR, simple
sequence repeats) por lo que no se necesitan conocimientos previos sobre la secuencia del
genoma (Godwin et al., 1997). Se utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con un unico cebador que esta disefiado para que ancle en determinadas secuencias de
tipo microsatélite. Generalmente, se utilizan los motivos repetidos de microsatélites como
nucleo del cebador, como por ejemplo pueden ser (GA), o0 (CA),, donde “n” es el nimero
de repeticiones. Para ganar especificidad y reproducibilidad, se afiaden varios nucleotidos
en los extremos 5’ 0 3’ (Gupta et al., 1994, Zietkiewicz et al., 1994, Sanchez de la Hoz et
al., 1996). La naturaleza hipervariable de los ISSR combinado con el uso de un
equipamiento minimo y su facil utilizacion (Wolfe y Randle, 2001, Yang et al., 1996) son
ventajas para su uso. Sin embargo, como desventajas se puede destacar que se trata de un
marcador dominante (aunque se han descrito casos de codominancia por Wu & Tanksley
(1993)) y que la resolucion de las bandas obtenidas puede ser minima, necesitdndose de
tecnologias mas resolutivas que los geles de agarosa, como lo son los sistemas
electroforéticos basados en poliacrilamida.

Este tipo de marcadores (ISSR) han sido utilizados de forma satisfactoria en el analisis
genético de plantas medicinales, demostrando ademas ser Utiles para el analisis de la
diversidad genética tanto inter como intraespecifica en diferentes especies de la familia
Gentianaceae (Ge et al., 2005, Zhang et al., 2007, Yang et al., 2011, Zheng et al., 2011).
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1.1.5. AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms)

Estos marcadores fueron desarrollados a mediados de la década de los noventa (Vos et
al., 1995), y se basan en la combinacion de dos técnicas utilizadas en la generacion de
marcadores moleculares: la digestion mediante enzimas de restriccion, propia de los
RFLPs, y la PCR, utilizada en muchos marcadores moleculares.

Los AFLPs se basan en la amplificacion via PCR de fragmentos de ADN previamente
digeridos por dos enzimas de restriccion y ligados a dos adaptadores especificos a las
enzimas utilizadas. Mediante esta técnica se detectan multiples loci polimérficos, siendo
de utilidad en la creacion de huellas génicas asi como en el mapeo. Otros &mbitos de uso
han sido la caracterizacién de germoplasma, estudios filogenéticos en plantas, bacterias,
hongos, y en estudios de genética de poblaciones.

Para el uso de AFLPs no es necesario tener conocimientos previos de la secuencia y se
producen gran numero de bandas polimorficas. Ademés la técnica es altamente
reproducible existiendo kits estandarizados. Por otra parte, se trata de marcadores
dominantes y basada en una metodologia compleja y una técnica cara respecto de otras
como pueden ser los RAPDs.

A la hora de decidir qué marcador molecular utilizar hay que tener en cuenta muchas
variables. Cada uno de los marcadores tiene unas caracteristicas propias que los hace
idoneos para unas determinadas finalidades, y por lo tanto, el objetivo buscado es el
primer y mas importante aspecto a tener en cuenta a la hora de seleccionar el marcador a
utilizar. Para ello tendremos en cuenta la calidad (polimorfismo, ndmero, expresion
dominante o codominante), coste, simplicidad y rapidez de la metodologia, entre otras.
Muy importante también es valorar el nivel de conocimiento de las diferentes técnicas asi
como el nivel de las infraestructuras y el presupuesto de funcionamiento disponibles.

Una forma de discriminar es utilizar marcadores basados en secuencias de ADN
conocidas, en cuyo caso deberiamos seleccionar entre los microsatélites (SSR), CAPs,
SCARs y SNPs; o si, por el contrario, emplear marcadores basados en secuencias de
ADN no conocidas. En este ultimo caso vamos a diferenciar entre marcadores
esencialmente dominantes como son los RFLPs, en general excesivamente caros, y
aquellos esencialmente dominantes (RAPDs, ISSRs, y AFLPs). En esta situacion la
pérdida de la codominancia esta sustituida por un alto grado de polimorfismo, por lo que
son especialmente indicados para estudios de variabilidad. El coste y simplicidad de
RAPDs e ISSRs los hace recomendables para laboratorios con una infraestructura
limitada. Por ultimo los marcadores moleculares ISSRs muestran una mejor
reproductibilidad que los RAPDs.
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2. OBJETIVOS

El propoésito de este estudio es investigar por primera vez:

e EIl grado de diversidad genética dentro de cada poblacion de Gentiana lutea L.
var. aurantiaca de la Cordillera Cantabrica.

e EIl grado de diversidad genética entre las poblaciones de G. lutea L. var.
aurantiaca de la Cordillera Cantébrica.

e Las relaciones y las variaciones genéticas entre las poblaciones G. lutea L. var.
aurantiaca respecto de otras poblaciones de Gentiana lutea L. subsp. lutea y
Gentiana lutea L. subsp. vardjanii recolectadas en los Pirineos y Alpes
Dolomitas, respectivamente.

El conocimiento detallado de la diversidad y variacion genética dentro y entre estas
poblaciones no sélo incrementa nuestro conocimiento de la dinamica de poblaciones, su
adaptacion y evolucion, sino que ademas proporcionara una importante informacién para
la conservacion bioldgica de la especie amenazada G. lutea L.
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3. MATERIAL y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Se han recogido muestras de raiz de 123 individuos, correspondiendo a tres regiones
(Tabla 2 y Figura 2): ocho individuos de cada una de las diez poblaciones de G. lutea L.
var. aurantiaca, provenientes de la Cordillera Cantabrica (noroeste de la Peninsula
Ibérica), una muestra correspondiente a G. lutea L. subsp. lutea de cada una de las 15
poblaciones que fueron muestreadas a lo largo de los Pirineos, y 5 individuos de cada una
de las cuatro poblaciones de G. lutea subsp. vardjanii recolectadas en los Alpes
Dolomitas (Italia), cercanas a la ciudad de Trento. Ademas, se han analizado ocho
muestras de G. lutea L. var. aurantiaca procedentes de una parcela de cultivo regular,
establecida por nuestro grupo en 2009 en la Cordillera Cantabrica (Puerto de la
Magdalena, Murias de Paredes (Ledn)), donde las condiciones existentes permiten
encontrar genciana creciendo de forma silvestre en las proximidades.

Respecto de las poblaciones estudiadas, hay que destacar que, a excepcion de las alpinas,
estan caracterizadas por su escaso numero de individuos, y todas ellas se encuentran
protegidas, por lo que ha sido necesaria la peticion de los permisos correspondientes para
la recoleccidn de las plantas a estudio.

Figura 1: Detalle del almacenamiento de las raices de G. lutea L. desecadas.

Los individuos analizados pertenecen a poblaciones silvestres situadas en un amplio
rango de altitudes, de modo que estas se encuentran entre los 1170 metros de la poblacion
més baja y los 1904 metros de la poblacion més elevada. Las poblaciones silvestres se
encuentran registradas por una pequefia cantidad de semillas en el Herbario Jaime Andrés
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Rodriguez, de la Universidad de Leon, donde se otorgd un codigo (LEB-GERM (LG) a
cada una de las poblaciones (Tabla 2). Las muestras de raiz se secaron en una estufa
provista de ventilacion forzada, a una temperatura de 38°C durante 72 horas. La
moderada temperatura de secado impide la degradacién del material genético y sus
compuestos quimicos. Una vez secas, las raices fueron almacenadas a temperatura
ambiente dentro de envases de vidrio con silica gel para evitar su rehidratacion, ya que la

genciana es muy higroscopica (Figura 1).

Tabla 2: Poblaciones de G. lutea L. muestreadas.

Localizacion Cadigo de Latitud (N) Longitud Altitud N° de
Matalavilla LG16 42052°13"  06°23'06""W 1794 8
Lumajo LG17 42°59'14"  06°15°33"W 1396 8
Torre de Babia LG18 43°00°47""  06°05'59""W 1801 8
Senra LG19 42°50°07"  06°11°25”°W 1724 8
Leitariegos LG20 4205918  06°25’26"°W 1880 8
Ponton LG21 43°06°02""  05°00°29"W 1278 8
Valdeteja LG22 42056°28"  (05°27°34"W 1419 8
Tonin LG23 43°00°15""  05°41°00""W 1294 8
Trevinca LG24 42°09°30""  06°44'29"'W 1727 8
Teleno LG25 42021°20  06°25°22"°W 1867 8
Campo de cultivo CT1 42°52°09  06°12°49"°'W 1439 8
Collada de Tosas 1 LG1 42°20°53”  01°59’08’E 1738 1
Collada de Tosas 2 LG2 4202029  02°01°49E 1654 1
La Molina LG3 42017°13”  02°02°07’E 1578 1
La Bonaigua LG4 42°40°10"”  00°58’11"’'E 1813 1
Salardu LG5 42°40°20""  00°54’58"°E 1516 1
Montgarri LG6 42045°27 01°01°’58’E 1602 1
Montgarri 2 LG7 4204533 01°01'14’E 1588 1
Baqueira LG8 4204331 00°55°59’'E 1764 1
Sant Maurici LG9 4203928  00°55'24’'E 1516 1
Artiga de Lin LG10 4204050  00°42°24’E 1458 1
Senet LG11 42°36°23"  00°46’01’E 1487 1
Cerler 1 LG12 42°33’55""  00°34’01"’E 1902 1
Cerler 2 LG13 4203343 00°34°03’E 1892 1
Garaioa LG14 42053°23""  01°13'51""'W 1170 1
Formigal LG15 42047°45"  00°24°11""'W 1701 1
Bondone LG27 46°00°34”"  11°02°50"’E 1557 5
Peller LG28 46°19°04  10°57°34°E 1904 5
Tremalzo LG29 45°50°15""  10°41°23°E 1694 5
Brentonico LG30 45°47°16”"  10°54°04’E 1482 5

LG: referencia LEB-GERM otorgada a las muestras depositadas en el Herbario Jaime Andrés Rodriguez, de la
Universidad de Leén; CT: cultivo.
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Figura 2: Mapa de localizacion de las poblaciones de G. lutea L. subsp. lutea., G. lutea L. subsp. vardjanii y G. lutea L. var. aurantiaca muestreadas. (Los cddigos de las poblaciones
corresponden con los asignados en la Tabla 2).
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3.2.EXTRACCION DE DNA

El DNA genémico de cada individuo se extrajo a partir de 0,2 g de raiz seca molida
mediante un micromolino de martillos (Culatti), utilizando un tamiz de 1 mm de
didmetro. El protocolo de extraccion utilizado esta basado en el método CTAB (Pirttila et
al., 2001). Inicialmente se afiadieron 1,8 ml de tampén CTAB (50 mM Tris pH 9,5; 0,7 M
NaCl; 10 mM EDTA; 1% CTAB) a un tubo de centrifuga al que se adicionaron 0,2 g de
raiz de genciana molida, procediendo posteriormente al homogeneizado de ambos
elementos). Estos tubos se incubaron durante 30 minutos a 65 °C en un bafio termostético,
con homogeneizacion por volteo cada diez minutos. En este proceso, el detergente
(CTAB) provoca la lisis de las membranas celular y nuclear. Después de esta incubacion,
a cada tubo se le afiadieron 1,2 ml de cloroformo-octanol (24:1 v/v) y se mezcld por
volteo. El resultado se centrifugé durante 15 minutos a 4000 r.p.m. Después de la
centrifugacion se pasaron 600 pl del sobrenadante a un tubo de centrifuga tipo Eppendorf
de 1,5 ml en el que también se afadieron 600 pl de fenol. El fenol es el encargado de
eliminar tanto las proteinas como los lipidos presentes. Los tubos se centrifugaron a
14000 r.p.m durante cinco minutos, después de lo cual se traspasaron 500 pl del
sobrenadante a un nuevo tubo de centrifuga de 1,5 ml. Sobre estos 500 ul se afadieron
otros 500 ul de cloroformo-isoamilico (24:1 v/v) mezclandolo todo por volteo, tras lo
cual se afiadieron otros 500 pl de fenol y volviéndose a mezclar todo. Se centrifugd
nuevamente durante cinco minutos a 14000 r.p.m.), tras los que se tomaron 400 pl del
sobrenadante que se afadieron a un nuevo tubo de centrifuga de 1,5 ml al que se
agregaron 400 pl de cloroformo-isoamilico (24:1 v/v)) mezclando todo suavemente. El
cloroformo-isoamilico tiene la funcion de eliminar de la muestra todos los restos de fenol
presentes en la fase acuosa. Se centrifugd de nuevo durante dos minutos a 14000 r.p.m
tras lo que se tomaron 300 pl del sobrenadante que se vertieron en un nuevo tubo de
centrifuga de 1,5 ml al que se afiadieron 200 ul de isopropanol a -20 °C. Los tubos se
mantuvieron durante 30 minutos a -70 °C para facilitar la precipitacion del DNA,
tdespués de lo que se centrifugaron durante 15 minutos a 14000 r.p.m. Una vez
centrifugados, se deseché el sobrenadante, se afiadieron 200 pl de etanol 70% (v/v) y se
centrifugaron de nuevo durante cinco minutos a 14000 r.p.m., eliminandose de nuevo el
sobrenadante con la ayuda de una micropipeta para evitar cualquier resto alcohdlico. Al
precipitado obtenido se afiadieron 100 ul de agua milli-Q estéril y 1 pl de RNAsa (0,5
ug/ul) para resuspender el DNA mediante una suave agitacion para evitar la rotura de las
cadenas de DNA. Estas muestras de DNA se mantuvieron en un congelador a -20 °C para
su conservacion.

La concentracion y la calidad del DNA se comprob6 mediante un espectrofotometro
NanoDrop (NanoDrop Technologies, USA) (Figura 3A). y sobre gel de agarosa al 1%.
Posteriormente, conocidas las concentraciones de DNA, cada muestra fue diluida en agua
milli-Q estéril hasta homogenizarlas a una concentracion aproximada de 100 ng/ul
(Figura 3B).
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Figura 3: NanoDrop (NanoDrop Technologies, USA) (A) vy licuotas de ADN homogeneizado a 100 ng/ul en tubos de
PCR (B)

3.3. AMPLIFICACION DE MARCADORES ISSR

Las reacciones de amplificacion por PCR se realizaron en un volumen de 15 pl,
conteniendo este: 1,5 pl de DNA gendémico (100 ng/ul), 1,5 pl de 10X DreamTaq Green
Buffer (Thermo Scientific, USA), 0,5 ul de MgCl, 2,5 mM, 0,3 ul de dNTP mix 0,02
mM, 2 pl del cebador para ISSR correspondiente (5 umol/ul), 0,05 pl de DreamTaq
Green DNA Polymerase 5U/ul (Thermo Scientific, USA) y 9,15 pl de agua destilada
esteril.

Se seleccionaron dieciséis cebadores ISSR del set N°.9 del UBC (Biotechnology
Laboratory, University of British Columbia, Canadd) a partir de estudios previos
publicados en otras gentianaceas (Ge et al., 2005, Zhang et al., 2007, He et al., 2011,
Zheng et al., 2011, Gomez-Gomez et al., 2012). Estos dieciséis cebadores fueron
probados en muestras de DNA correspondientes a diez individuos para comprobar su
potencial utilizacién en G. lutea L. Como resultado de este estudio previo, se
seleccionaron nueve de ellos (UBC 807, 809, 810, 812, 817, 825, 827, 842, y 857) (Tabla
3) que proporcionaron patrones de bandas claros y reproducibles. La amplificacion de las
bandas de ISSR se realizd en un termociclador Swift™ MaxPro (Esco Malaysia®)
utilizado el siguiente programa de temperaturas: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
1 minuto, seguida de 45 ciclos consistentes en: 94 °C durante 30 segundos, 50 °C durante
30 segundos, 72 °C durante 2 minutos, y sintesis final durante 10 minutos a 72°C.

Tabla 3: Secuencias de los cebadores ISSR de UBC (University of British Columbia) utilizados.

ISSR Secuencia 5’ - 3'

807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
817 CAC ACA CAC ACA CAC AA
825 ACA CAC ACA CAC ACA CT
827 ACA CAC ACA CAC ACA CG
842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
857  ACA CAC ACA CAC ACA CYG
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Los productos de la amplificacion por PCR se separaron mediante electroforesis en geles
de agarosa en cubetas horizontales con geles sumergidos. La concentracion de agarosa
utilizada fue del 1.5% (p/v), tefiido con bromuro de etidio (0,5 ul/200ml tampdn). Como
tampdn de la electroforesis se ha utilizado TBE (Tris-borato-EDTA 1X; Tris 0,9 M pH
8,0; &cido borico 0,9 M, EDTA 20 mM).

Figura 4: Detalle del termociclador (A) y equipo de toma y procesado de iméagenes de las electroforesis (B)

Los productos de la amplificacion fueron separados entre dos y tres horas (dependiendo
del marcador ISSR utilizado) a una tension continua de 100 V, impidiendo con ello las
distorsiones causadas en las bandas por la aplicacion de altos voltajes. Se utiliz6 para ello
una fuente eléctrica Power Pac 200 comercializada por Bio-Rad Laboratories®. Como
marcador de pesos moleculares conocidos se utiliz6 GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder de
Fermentas®. Posteriormente, los geles se visualizaron y fotografiaron digitalmente con la
ayuda de un equipo de adquisicion de imagenes Gel Doc™ XR+ System (Bio-Rad
Laboratories®).

3.4. ANALISIS DE DATOS

Las fotografias correspondientes a la separacion de los fragmentos ISSR amplificados se
han analizado con la ayuda del software Total Lab 1.2 (TotalLab Ltd ®, United Kingdom)
que permite obtener una estimacion precisa del tamafio en pares de bases de cada una de
las bandas obtenidas. Para el andlisis solo se tuvieron en cuenta aquellas bandas bien
definidas y que no han dado lugar a ningun tipo de ambigtiedades (Figura 5).

Teniendo en cuenta el caracter dominante de los marcadores ISSR, cada una de las
bandas fue tratada como un elemento binario, de modo que se consideré como presente
(1) o ausente (0), suponiendo que cada banda observada corresponde al fenotipo en un
solo locus bialélico. Asumiendo que se cumple el equilibrio Hardy-Weinberg, se utilizé el
software Popgene version 1.32 (Yeh y Boyle, 1997) para calcular los parametros de
diversidad genética de las poblaciones: porcentaje de loci polimérficos (PPL), nimero de
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alelos observados (Na), numero efectivo de alelos (Ne) (Nei, 1973), diversidad genética
(He), e indice de Shannon (I) (Lewontin, 1972).

La estructura de las poblaciones se estudié mediante la aplicacién de diferentes métodos.
Primeramente, se obtuvo un cladograma no enraizado mediante el método de neighbor-
joining (Saitou y Nei, 1987) basado en la matriz de distancias genéticas entre poblaciones
(Nei, 1972). El cladograma se construyo utilizando el médulo NEIGHBOR del paquete
informatico PHYLIP versién 3.695 (Felsenstein, 2005). Ademas, se calcul6 la matriz de
diversidad genética entre poblaciones Q,y (Nei y Kumar, 2000), realizando un segundo
cladograma a partir de las distancias geneticas (estimadas como 1 — Q,y). Para comprobar
la fiabilidad de los nodos obtenidos, se realizO un remuestreo de 100 réplicas. El
correspondiente arbol consenso se obtuvo utilizando el médulo CONSENSE del software
PHYLIP.
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Figura 5: Analisis de bandas mediante el uso del software Total Lab 1.2 (TotalLab Ltd ®, United Kingdom)

El agrupamiento de las poblaciones se realizO también mediante un Analisis de
Coordenadas Principales (PCoA), basado en la matriz de distancias genéticas de Jaccard
entre los individuos. Para este analisis se utilizd el software multiplataforma Genetic
Analysis in Excel (GenAlEX) version 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

Por Gltimo, se utilizd el software Structure versién 2.3.4, el cual identifica grupos de
individuos relacionados a partir de genotipos multilocus. Cada individuo fue asignado
(probabilisticamente) a un grupo o conjuntamente a dos 0 mas grupos si su haplotipo
indica que es una mezcla. Cada grupo esta caracterizado por el conjunto de frecuencias
alélicas en cada locus (Pritchard et al., 2000). Para elegir el mejor nimero de grupos
genéticos (K), se probaron multiples valores (del 1 al 7). Para verificar la consistencia de
las estimaciones el analisis fue repetido 10 veces para cada uno de los valores de K
probados. Los resultados se analizaron utilizando la herramienta online Structure
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Harvester (Earl y vonHoldt, 2012) que implementa el método de Evanno, Regnaut &
Gaudet (2005) para detectar el verdadero nimero de grupos (K) en un conjunto no
homogéneo de muestras.

Con el fin de comprobar la correlacion existente entre las distancias genéticas y
geograficas entre las diferentes poblaciones analizadas, se realizo el test de Mantel
calculando 999 permutaciones mediante el uso del software GenAlEx (version 6.5).
(Peakall y Smouse, 2012).
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4. RESULTADOS

La amplificacion de los fragmentos ISSR (Figura 6 a Figura 9) en los 123 individuos
analizados, utilizando nueve marcadores, produjo 106 bandas reproducibles e
inequivocas. Se encontraron entre 5 y 17 bandas por cada uno de los marcadores
utilizados, lo que supone una media de 11,7 bandas por marcador. De todas ellas, 95
bandas (89,6%) resultaron ser polimdrficas (Tabla 4); 46 (43,4%) fueron encontradas en
individuos de las tres zonas geograficas estudiadas, mientras que 21 (19,8%), 3 (2,8%), y
12 (11,3%) de las bandas fueron detectadas exclusivamente en las poblaciones
correspondientes a la Cordillera Cantébrica (G. lutea L. var. aurantiaca), Pirineos (G.
lutea L. subsp. lutea) y Alpes Dolomitas (G. lutea L. subsp. vardjanii), respectivamente.
Respecto de las poblaciones de la variedad aurantiaca, las poblaciones silvestres LG16,
LG22, y LG25, asi como las muestras provenientes de la parcela de cultivo (CT3)
mostraron uno, dos, uno Yy tres loci exclusivos para ellas respectivamente.

LG27T M (pb)

ISSR UBC 812

Figura 6: Perfiles ISSR (marcador UBC 812) de varios individuos de G. lutea L. a estudio. (M: Marcador de pesos
moleculares).
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Figura 7: Perfiles ISSR (marcador UBC 825) de varios individuos de G. lutea L. a estudio. (M: Marcador de pesos
moleculares).
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Figura 8: Perfiles ISSR (marcador UBC 827) de varios individuos de G. lutea L. a estudio. (M: Marcador de pesos
moleculares).
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Figura 9: Perfiles ISSR (marcador UBC 842) de varios individuos de G. lutea L. a estudio. (M: Marcador de pesos
moleculares. C: Control negativo).

Con el fin de estudiar la variabilidad genética inter e intrapoblacional (Tabla 4), las 15
muestras obtenidas de diferentes puntos de los Pirineos fueron consideradas como una
Unica poblacion. Los porcentajes de loci polimoérficos para una Unica poblacion estan
comprendidos entre el 14,2% (LG30) y el 38,7% (LG22), con un valor medio del 25,4%.
Los valores medios méas elevados obtenidos correspondieron a las poblaciones de los
Pirineos (28,3%) y Cordillera Cantabrica (27,8%), mientras que para las provenientes de
los Dolomitas el valor unicamente fue de un 18,2%. La diferencia en estos valores puede
ser debida al distinto nimero de muestras analizadas para cada una de las poblaciones. La
diversidad genética promedio estimada a nivel de poblacion fue del 0,09, mientras que a
nivel de especie el valor fue de 0,2168. La poblacion LG22 mostré el valor mas elevado
de diversidad genética (0,1329) mientras que la poblacién LG30 manifestd el valor
inferior (0,0546). El valor promedio del indice de fue 0,1342 a nivel de poblacion y de
0,3415 a nivel de especie.
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Tabla 4: Variacion genética detectada en las poblaciones de G. lutea L. mediante marcadores ISSR (inter-simple
sequence repeat).

Region geografica  Cddigo poblacion N n PPL Na Ne | He
LG16 8 33 31,13 13,113 11,743 10,1579 10,1042
< LG17 8 26 2453 12,453 11,297 10,1192 0,078
O LG18 8 32 30,19 13,019 11,800 10,1568 0,1046
% LG19 8 27 2547 12,547 11,361 10,1218 10,0801
,i: LG20 8 29 27,36 12,736 11,530 10,1398 10,0922
<Z,: LG21 8 35 33,02 13,302 12,033 0,1716 0,1152
2 LG22 8 41 38,68 13,868 12,266 0,1993 10,1329
% LG23 8 32 30,19 13,019 11,878 10,1608 10,1081
- LG24 8 21 19,81 11,981 11,264 10,1066 0,0719
a) LG25 8 20 18,87 11,887 11,290 10,1082 0,0736
% CT3 8 28 26,42 12,642 11,583 10,1363 10,0911
© Valores medios 29,45 27,79 12,779 11,640 10,1435 10,0956
Grupo 88 70 66,04 16,604 12,346 0,2361 0,148
PIRINEOS Grupo 15 30 28,3 1,283 11,883 10,1581 0,1074
LG27 5 18 16,98 11,698 11,138 0,0964 0,0654
2 LG28 5 24 22,64 12,264 11,502 0,1263 0,0856
(é) E LG29 5 20 18,87 11,887 11,304 10,1078 10,0735
Z:I 9 LG30 5 15 14,15 11,415 10,978 0,0800 0,0546
8 Valores medios 19,25 18,16 11,816 11,231 10,1026 0,0698
Grupo 20 31 2920 12,925 11,735 10,1499 0,1002
GLOBAL Medias globales 26,9 2540 12,541 11,553 0,1342 0,0900
Total 123 95 89,60 18,962 13,446 10,3415 0,2168

N, n° de muestras; n, n° de loci polimdrficos; PPL, porcentaje de loci polimérficos; Na, n® medio de alelos observado
por locus; Ne, media efectiva de alelos por locus; I, indice de Shannon; He, diversidad genética de Nei. LG:
referencia LEB-GERM otorgada a las muestras depositadas en el Herbario Jaime Andrés Rodriguez, de la
Universidad de Ledn. CT: cultivo

El andlisis de la distancia genética por parejas de Nei, basado en la frecuencia de las
bandas, vari6 entre el 0,0261 (entre las poblaciones LG18 y LG20) y el 0,3998 (entre las
poblaciones LG24 y LG27), con un valor promedio del 0,1734. El cladograma realizado
mediante el método de neighbor-joining, y basado en las distancias genéticas de Nei
agrupé las poblaciones de acuerdo con las tres regiones geograficas de origen (Figura
10A). Se obtuvo un cladograma casi idéntico, cuando las distancias genéticas se
obtuvieron basandose en el indice de diversidad genética para marcadores dominantes Qyy
(Figura 10B). Respecto de la variedad aurantiaca se diferenciaron dos grupos en ambos
cladogramas, con elevados valores de significacion en los remuestreos: el grupo formado
por las poblaciones LG25 y LG24, ambas localizadas en el suroeste de la region
Cantabrica, y el grupo formado por las poblaciones LG21, LG22, y LG23, localizadas en
la zona oriental de la region estudiada de la Cordillera Cantabrica.
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Figura 10: Cladogramas obtenidos mediante el método de neighbour-joining para las poblaciones de G. lutea L. a
partir de la distancia genética de Nei (A) y la distancia 1- Q,, (B). P*:Las muestras de los Pirineos estan agrupadas
como una Unica poblacién. Los circulos negros en los nodos indican que éstos estaban presentes entre el 90% y el 100%
de los arboles generados en los remuestreos, mientras que los circulos vacios indican que el nodo estaba presente entre
el 70% y el 89% de esos arboles.

En los PCoA, utilizando la matriz de distancias genéticas de Jaccard para las 123
muestras, las dos primeras coordenadas, las cuales explican respectivamente, el 40,33% y
el 24,95% del total de la variabilidad genética, claramente discriminan los tres grupos
geogréaficos representados por los individuos (Figura 10A). Ademas, el analisis PCoA fue
realizado utilizando Unicamente las 88 muestras de la variedad aurantiaca (Cordillera
Cantabrica), mostrando un grupo claramente separado formado por los individuos de las
poblaciones LG25 y LG24 (Figura 10B). En este ultimo caso, las coordenadas
representadas explican el 29,21% y 22,69% de la variacion genética respectivamente. El
resto de los individuos representados, provenientes de las poblaciones situadas mas al este
del area estudiada (poblaciones LG21, LG22 y LG23), muestran de igual manera un
agrupamiento, pero, en este caso no se aprecia un limite claro que los separe de los
individuos de las poblaciones restantes.
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Figura 11: Representacion grafica del analisis de coordenadas principales (PCoA) para las dos coordenadas principales
de los 123 individuos de G. lutea L. (A) y de los 88 individuos de G. lutea L. var. aurantiaca de la Cordillera
Cantébrica (B) utilizando las distancias genéticas de Jaccard entre las muestras observadas.

El analisis de los genotipos multilocus a nivel individual de cada una de las 123 muestras,
utilizando el algoritmo del software Structure, mostrd la mejor respuesta de agrupamiento
para el valor de K = 5, con un valor de AK = 8,15, siendo los valores obtenidos méas
cercanos AK = 4,69 y AK = 3,10 para K = 4 y K = 7, respectivamente (siendo K el
nimero de grupos). La Figura 12 muestra los resultados obtenidos después de realizar el
analisis Bayesiano para K = 5. Todos los individuos provenientes de los Pirineos y de los
Alpes Dolomitas estan claramente separados en dos grupos independientes. El resto, los
88 individuos de las poblaciones de la Cordillera Cantabrica se asignaron a los tres
grupos restantes: (i) individuos provenientes de LG25 y LG24 (poblaciones del suroeste);
(if) individuos de las poblaciones LG21, LG22 (excepto un individuo), y LG23
(poblaciones del este); (iii) individuos de las poblaciones LG16, LG17, LG18, LG19,
CT3y LG20 (poblaciones del noroeste).

El test de Mantel detectd correlaciones significativas (r = 0,945; P = 0,001) entre la
distancia de Nei y la distancia geografica para las 16 poblaciones (las muestras de los
Pirineos fueron agrupadas como una unica poblacion a la que se asigné las coordenadas
geograficas de la poblacion LG8). Esta correlacion también resultd ser significativa
cuando se analizaron las 11 poblaciones de la Cordillera Cantabrica (r = 0,844; P = 0,001)
de manera independiente. No se observaron correlaciones significativas (r = 0,457; P=
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0,159) cuando se analizaron Unicamente las cuatro poblaciones provenientes de los
Dolomitas. El test de Mantel realizado para las muestras de los Pirineos utilizando las
distancias de Jaccard no detectd una correlacion significativa respecto de las distancias
geogréficas (r = 0,248; P = 0,062) entre dichos individuos.
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Figura 12: Probabilidad de asignacion a cada uno de los cinco grupos obtenidos mediante aproximacion Bayesiana
(Structure, version 2. 3.4) para cada uno de los 123 individuos de G. lutea L. analizados. PIR: Poblaciones de los
Pirineos.
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5. DISCUSION

En este estudio se han aplicado, por primera vez, marcadores genéticos de tipo ISSR en
poblaciones de G. lutea L. con el fin de analizar su variacién genética. Existen diferentes
trabajos en especies proximas en los que los marcadores genéticos suponen un elemento
importante del estudio, como un extenso analisis publicado por Struwe & Albert (2002)
acerca de la familia Gentianaceae y otros mas especificos, como el estudio filogenético de
las gencianas europeas, basado en el analisis de DNA cloroplastidial (Gielly y P., 1996).
Ademas, el presente trabajo es el primero en el cual se incluyen muestras que
corresponden a la descripcion de G. lutea L. var. aurantiaca. Aunque los marcadores
ISSR no han sido utilizados anteriormente en G. lutea L., este tipo de marcadores han
sido utilizados de manera exitosa en diferentes estudios botanicos y de diversidad
realizados en otras gentianaceas (Ge et al., 2005, Zhang et al., 2007, Zheng et al., 2011,
Yang et al., 2011).

Utilizando diferentes estadisticos y metodos de andlisis (distancia de Nei, diversidad
genéetica Q,y, distancia de Jaccard, y estructura de genotipos multilocus), se han
observado claras diferencias genéticas entre las muestras recogidas en los Alpes
Dolomitas (G. lutea L. subsp. vardjanii) y aquellas muestreadas en la Peninsula Ibérica
(G. lutea L. subsp. lutea y G. lutea L. var. aurantiaca), como era esperado debido a su
clasificacion taxondémica. Asimismo, los resultados de los analisis mostraron que los
individuos de los Pirineos y de la Cordillera Cantébrica estan claramente diferenciados
(Figura 10, Figura 11A y Figura 12), apoyando las clasificaciones taxonémicas previas
que establecian las poblaciones cantabricas en las que las flores tenian coloracion rojiza,
como pertenecientes a la subespecie aurantiaca (Lainz, 1982), o incluso a la especie G.
auranthiaca (Silva et al., 2000).

Renobales (2003) indicé que el color naranja o rojizo de la corola en las plantas de estas
poblaciones era la Unica caracteristica morfologica significativa que las diferenciaba
cuando eran comparada con la genciana amarilla (G. lutea L.), y, por lo tanto, propuso su
clasificacion como variedad. Sin embargo, este estudio revela que un elevado nimero de
bandas ISSR (21 de 106, 19,8%) fueron detectadas unicamente en las plantas con flores
rojizas de la Cordillera Cantabrica. Este porcentaje es, en torno al doble del obtenido en el
estudio comparativo entre las especies Gentiana atuntsiensis (8,5%) y Gentiana striolata
(11,3%), en el cual se comparaban 129 bandas ISSR (Zhang et al., 2007).

Renobales (2003) establecid la existencia de la variedad aurantiaca a lo largo de la
Cordillera Cantabrica, pero marco el Puerto de Ventana, situado aproximadamente en el
centro de la Cordillera (43° 03’ 20,86 N; 6° 00" 28,03” W), como el punto mas oriental a
partir del cual las poblaciones con esta coloracion eran menos comunes y las plantas
mostraban esta caracteristica identificativa mas atenuada. Anchisi (2008) también
describié una poblacion en el lago Laurenti, en los Pirineos, en la cual las plantas
mostraban esa corola rojiza. En el presente estudio se ha identificado la presencia de
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poblaciones que se corresponden con la descripcion de G. lutea L. var. aurantiaca,
localizada fuera del limite establecido por Renobales (2003) en la Cordillera Cantébrica.

El anélisis de las poblaciones cantabricas reveld que se pueden establecer tres grupos
diferentes existiendo ademas una correlacion significativa entre las distancias genéticas y
geograficas. El analisis de las distancias genéticas, utilizando los métodos tanto de
agrupamiento en cladograma por neighbor-joining como el analisis de coordenadas
principales (PCoA), mostraron un grupo bien definido en el cual se incluyen las dos
poblaciones localizadas al suroeste de la region a estudio (LG25 y LG24). El andlisis
Bayesiano de los genotipos individuales multilocus también mostrd esta agrupacion para
las poblaciones LG25 y LG24, pero ademas, las poblaciones situadas en la zona oriental
de la region estudiada (LG21, LG22 y LG23) se asociaron en un grupo definido diferente.
Esta estructura de las poblaciones puede ser explicada por la falta de continuidad del
habitat montafioso tipico donde crece la genciana, lo que puede haber generado un
aislamiento parcial de las poblaciones LG25 y LG24.

G. lutea L. es una especie autoincompatible, y por tanto depende principalmente de la
polinizacion por insectos para producir semillas (Bucher, 1987, Hegi, 1927). A partir de
las observaciones en campo se sugiere que las plantas con flores atraen a los abejorros
para posibilitar el cruzamiento, sabiendo ademas que estos son los principales
polinizadores de muchas especies de gencianas alpinas como son la G. lutea L.
(Kozuharova, 1997), Gentiana cruciata L. (Kozuharova et al., 2003) , y Gentiana.
uliginosa Willd. (Petanidou et al., 1998). Los largos y frecuentes vuelos de estos
abejorros para alimentarse y recolectar néctar pueden dar lugar a una dispersion del polen
a una distancia relativamente amplia, siendo frecuente en G. lutea L. ya que las
poblaciones silvestres suelen estar separadas varios kilémetros entre ellas. La forma, asi
como la ligereza de sus semillas permite que puedan ser dispersadas por el viento de
modo que se pueda producir un flujo genético entre poblaciones cercanas. Por lo tanto,
este potencial para dispersar tanto polen como semillas puede ayudar a explicar el flujo
genetico entre poblaciones vecinas y el aislamiento genético entre las poblaciones
ampliamente separadas.

Zhang et al. (2007) obtuvo altos niveles de diversidad utilizando marcadores ISSR en G.
striolata (PPL= 80,5% a nivel de especie, y entre el 40,42% y el 52,57% a nivel de
poblaciones) y G. atuntsiensis (PPL= 70,2% a nivel de especie, y de entre el 33,41% y el
46,58% a nivel de poblacion). Varias gencianas originarias de China y en peligro de
extincion (Gentiana macrophylla Pall., Gentiana dahurica Fisch., Gentiana straminea
Maxim., y Gentiana crassicaulis Duthie ex Burk) mostraron niveles mas bajos de
diversidad genética a nivel de especie utilizando marcadores ISSR, con valores
comprendidos en el intervalo PPL= 43,75-67,71% (Zheng et al., 2011). La diversidad
genética estimada en G. lutea L. var. aurantiaca demuestra un nivel notable de variacién
entre poblaciones (PPL= 66,04%, He= 0,1480) y un nivel de variacion genética entre bajo
y medio a nivel intrapoblacional (PPL para una sola poblacién oscila entre el 18,87% vy el
38,68%, con un nivel de diversidad genética medio a nivel de poblacion de He=0,0956).
La mayoria de los taxones amenazados tienen niveles de diversidad genética inferiores
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que aquellos taxones no amenazados que estan estrechamente relacionados con ellos,
indicando con ello una baja capacidad reproductiva y un elevado riesgo de extincion
(Spielman et al., 2004). G. lutea L. var. aurantiaca es una planta herbacea perenne con
una distribucion irregular. Las poblaciones estan localizadas con frecuencia en montafas
lejanas unas de otras, y aisladas por medio de mesetas o valles. Las poblaciones del
suroeste (LG25 y LG24, parcialmente aisladas del resto) mostraron el valor méas bajo de
diversidad genética (PPL=18,87% y 19,81%; He=0,0719 y 0,736, respectivamente),
debido al mayor aislamiento genético de estas dos poblaciones.

Las especies denominadas “raras” son generalmente consideradas menos variables
genéticamente respecto de las especies mas comunes y por tanto mas ampliamente
extendidas (Spielman et al., 2004). Esto indica que el nivel de variacion genética podria
estar menos intensamente asociado con el tamafio de la poblacion en las plantas “raras”,
en comparacion con las plantas consideradas comunes. Ello es debido a que la variacién
genética es probablemente inferior en todas las poblaciones de plantas “raras” y mayor en
todas las poblaciones de plantas comunes, independientemente del tamafio de esas
poblaciones (Leimu et al., 2006). Se observa de forma generalizada la existencia de una
relacion directa entre el tamafio de la poblacion, la capacidad adaptativa de la planta y la
diversidad genética, lo cual implica que la fragmentacion del habitat ejerce un efecto
negativo sobre la capacidad de adaptacion de las plantas y su nivel de variacion genética.
Asimismo, dicha relacién se ha mostrado con mayor intensidad cuando las especies
analizadas son autoincompatibles (Kery et al., 2000) y en cierta medida en especies
“raras”, como es el caso de G. lutea L., siendo estas especies mas propensas al efecto
negativo de la fragmentacion del habitat (Leimu et al., 2006). Kery et al. (2000)
estudiaron la reproduccién y la capacidad de generar descendencia en relacion al tamarfio
de la poblacién en G. lutea L. La reproduccion se vio fuertemente mermada en pequefias
poblaciones, donde las plantas produjeron menos semillas por fruto y por planta. Esta
reproduccién se vio alin mas reducida en poblaciones con menos de 500 plantas, lo cual
ocurre en las poblaciones de genciana estudiadas en el presente trabajo (con menos de
150 plantas por poblacién). Por lo tanto, estas pequefias poblaciones de G. lutea L. se
enfrentan a un elevado riesgo de extincion: a corto plazo debido a su reducida capacidad
de reproduccion y también a largo plazo debido a que estas poblaciones poseen una
menor capacidad de adaptacion a cambios ambientales como consecuencia de su baja
variabilidad genética. Sin embargo, conviene recordar que existe controversia en cuanto
al impacto de los factores geneticos en el riesgo de extincion de poblaciones y especies
amenazadas en la naturaleza (Frankham et al., 2002). El tamafio de las poblaciones se ve
reducido por la pérdida de habitat, la sobreexplotacion, el impacto de especies
introducidas y la contaminacion, de modo que se alcanza un punto en el que los factores
estocasticos elevan aun mas el riesgo de extincion (Shaffer, 1981).

La estructura genética de las poblaciones vegetales refleja las interacciones de varios
procesos evolutivos incluyendo la evolucion historica a largo plazo, tales como cambios
en su distribucion, la fragmentacion del habitat, el aislamiento poblacional, la mutacion,
la deriva genética, el sistema de cruzamiento, el flujo genético y la seleccion (Schaal et
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al., 1998). Un elevado nivel de diferenciacion poblacional puede estar explicado por la
deriva genética y una fragmentacion del habitat, lo cual conduce al aislamiento genético
de las poblaciones (Hogbin y Peakall, 1999). La estructura genética observada en las
poblaciones de G. lutea L. analizadas en la Cordillera Cantdbrica implica, que se deberia
considerar practicas de conservacion para el mayor nimero de poblaciones posible, de
modo, que permitiese aumentar tanto el nimero de individuos de cada una de ellas como
la variabilidad genética existente.
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6. CONCLUSIONES

e Las diferencias genéticas observadas entre las poblaciones estudiadas en la
Cordillera Cantabrica respecto de G. lutea L. subsp. lutea y de G. lutea L. subsp.
vardjanii refuerzan la tesis de su clasificacion como G. lutea L. subsp. aurantiaca.

e Independientemente de la intensidad de la coloracion de las flores observada,
todas las poblaciones estudiadas en la Cordillera Cantabrica pertenecen a G. lutea
L. subsp. aurantiaca de acuerdo con su agrupamiento en el andlisis genético
realizado.

e El andlisis de las poblaciones cantabricas de G. lutea L. subsp. aurantiaca permite
establecer tres grupos geograficamente diferenciados: noroeste, este y suroeste;
existiendo ademas, una correlacion significativa entre sus distancias genéticas y
geogréficas.

e Las poblaciones de la subespecie aurantiaca muestran signos de aislamiento
genético, siendo estos mas evidentes en las poblaciones localizadas en el suroeste
de la region Cantabrica, donde se observan los menores valores de variabilidad
genética. Este aislamiento se debe a la sobreexplotacion y a la fragmentacion de
su habitat por la existencia de barreras tanto geograficas como geoldgicas.

e G. lutea L. subsp. aurantiaca muestra niveles de diversidad genética inferiores a
taxones no amenazados estrechamente relacionados con ella, lo que indica una
baja capacidad reproductiva y un elevado riesgo de extincion, acentuandose éste
por tratarse de una especie autoincompatible y “rara”, y por tanto mas propensa al
efecto negativo de la fragmentacion del habitat. Por ello existe un elevado riesgo
de extincion a corto plazo debido a su reducida capacidad de reproduccion, y a
largo plazo, ya que estas poblaciones poseen una menor capacidad de adaptacion a
cambios ambientales como consecuencia de su baja variabilidad genética.

e La estructura genética observada en G. lutea L. subsp. aurantiaca indica que se
deberia establecer un plan de conservacion que implicara el mayor niumero de
poblaciones posible, de modo que permitiese aumentar tanto el ndmero de
individuos de cada una de ellas, como la variabilidad genética existente, con el fin
de evitar la pérdida de biodiversidad en este importante recurso medicinal.
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7. CONCLUSIONS

e The genetic differences observed between studied populations in Cantabrian
Mountains regarding G. lutea L. subsp. lutea and G. lutea L. subsp. Vardjanii,
reinforce the classification as G. lutea L. subsp. aurantiaca.

e Regardless of the flowers colour intensity observed, all populations studied
in the Cantabrian Mountains belong to G. lutea L. subsp. aurantiaca according
to their clustering in the genetic analysis.

e El anélisis de las poblaciones cantabricas de G. lutea L. subsp. aurantiaca permite
establecer tres grupos geogréficamente diferenciados: noroeste, este y suroeste;
existiendo ademas, una correlacién significativa entre sus distancias genéticas y
geograficas.

e The analysis of the Cantabrian populations of G. lutea L. subsp. aurantiaca
allows to establish three geographically distinct clusters: north, east, and
west; furthermore there is a significant correlation between genetic and
geographic distances.

e Aurantiaca populations show signs of genetic isolation, being most evident in
populations located in the southwest part of the Cantabrian Mountains,
where the lowest values of genetic variability have been observed. This
isolation is due to overexploitation and habitat fragmentation by the
existence of both geographical and geological barriers.

e (. lutea L. subsp. aurantiaca shows lower levels of genetic diversity when
compared with not threatened taxa closely related to it, suggesting a low
reproductive capacity and a high extinction risk. This risk is higher because
it’s a self-incompatible and "rare" species, and therefore more prone to the
negative effect of habitat fragmentation. Thus, there is a high risk of
extinction in the short term due to its low reproductive capacity, and long-
term, as these populations have a lower capacity to adapt to environmental
changes because of its low genetic variability.

e The genetic structure observed in G. lutea L. subsp. aurantiaca suggests to
establish a conservation plan which should involve the largest number of
populations as possible. This would enable increase both, the number of
plants in each, as well as the genetic variability, avoiding the biodiversity
losing of this important medicinal resource.
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han tenido un uso creciente en los ultimos tiempos, y con ello un
aumento en la demanda de materias primas con las que elaborar las distintas formulas
comercializadas. En muchos de estos formulados de la medicina natural esta presente la
raiz de genciana (Radix Gentianae) (Leung, 1980), lo que unido al aumento de la
demanda ha provocado que se cifre el consumo de la industria en mas de 1500 toneladas
de raiz seca, lo que supone unas 6000 toneladas de raiz fresca (Ando et al., 2007). El
aumento del consumo de raices de genciana, y que esta planta presente figuras de
proteccion en la mayor parte de Europa, hace que su cultivo sea cada vez mas necesario,
y para ello, teniendo en cuenta las peculiaridades de las semillas, es necesario conocer
protocolos eficientes en la obtencion de nuevas plantas, tanto en cantidad como en
calidad, asegurando con ello el éxito en el trasplante para su cultivo.

La multiplicacion de la Gentiana lutea L. var. aurantiaca tiene lugar principalmente a
través de la reproduccion sexual. En la naturaleza, el éxito de la reproduccion depende de
numerosas Vvariables, donde quizds las mas importantes son las condiciones
climatoldgicas. Para la multiplicacion de la genciana asi como de otras plantas alpinas
estas condiciones son muy extremas, especialmente en los habitats que la genciana ocupa
en la Peninsula Ibérica, ya que a los frios invernales les suelen suceder veranos calurosos
y sobre todo secos, lo cual hace que muy pocas plantulas sobrevivan al primer afio.

Soélo aquellas lo suficientemente vigorosas lograran la supervivencia, siendo capaces de
generar un sistema radicular profundo en poco tiempo, y no desarrollando una masa foliar
excesiva, compuesta por una roseta basal de hojas compacta, y permitiendo asi recoger la
humedad que se genera por condensacion en las frias noches estivales. Aunque la
genciana es una planta heliéfila, otro de los factores importantes para la supervivencia el
primer afo es la presencia de otras plantas herbaceas o arbustivas de pequefio porte que
las protejan de insolaciones prolongadas. Aquellas plantulas que superen el primer afio de
vida tienen muchas posibilidades de llegar a su edad adulta.

Debido a estas dificultades para su supervivencia en el primer afio, una de las respuestas
adaptativas de la planta para asegurar la descendencia es la generacion de un alto nimero
de frutos y por tanto de semillas, y aunque el porcentaje de germinacion de éstas es bajo,
el nimero de semillas germinadas seguird siendo elevado, aumentando con ello las
posibilidades de que alguna de ellas de lugar a una planta adulta.

Las semillas de G. lutea L. var. aurantiaca, al igual que las de muchas plantas alpinas
poseen dormancia, siendo ésta principalmente fisioldégica (Baskin y Baskin, 2004,
Schwienbacher et al., 2011). Esta dormancia puede ser eliminada mediante tratamientos
hormonales con acido giberélico (Struwe y Albert, 2002, Barralis y Chadoeuf, 1973),
refrigeracion en seco (Favarger, 1953, Franz y Fritz, 1978) o mediante estratificacion en
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frio (Fritz et al., 1980). Algunos de estos tratamientos para la eliminar la dormancia,
como es el uso de acido giberélico, pueden producir plantulas débiles y/o ahiladas (Bezzi
et al., 1987).

Las giberelinas son unas fitohormonas, de las cuales el acido giberélico (AGz) es la que
tiene un uso mas extendido. EI AG3 juega un papel importante en muchos de los procesos
de desarrollo y crecimiento de la planta (Teszlak et al., 2013). De forma exdgena el &cido
giberélico es utilizado para la germinacién de semillas, siendo capaz de romper la
dormancia de semillas de plantas de familias muy diversas, ya sea por la utilizacion Gnica
de la fitohormona o de forma complementaria a otros tratamientos quimicos, fisicos o
mecanicos. Pérez-Garcia et al. (2012) en G. lutea L., Rubio Neto et al. (2014) en la
Palmera de Cascabel (Acrocomia aculeata Jacg.), o Dissanayake et al. (2010) en el
Guayule (Parthenium argentatum Gray.). De forma generalizada, las giberelinas estan
directamente implicadas en el control y promocién de la germinacion, en la que se dan
lugar diversas transformaciones quimicas. Una de las reacciones bioquimicas que se ven
afectadas por el acido giberélico es la sintesis de hidrolasas (especialmente la a-amilasa)
en el endospermo de los granos de cereal. Su rotura es asumido como un proceso esencial
en la germinacion (Mrva et al., 2006), por lo tanto el &cido giberélico estimula la
germinacion via la sintesis de la amilasa (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). En el
cultivo de plantas es tambien utilizado para la estimulacion del crecimiento de los tallos
con resultados diversos (McKenzie y Deyholos, 2011, Amooaghaie y Valivand, 2011,
Akca et al., 2001), ya que en ocasiones la utilizacion del acido giberélico tiene efectos no
deseados.

Respecto de las semillas de G. lutea L., diferentes autores han profundizado en el estudio
de su comportamiento germinativo (Aiello et al., 1998, Barralis y Chadoeuf, 1973, Franz
y Fritz, 1978), pero sin duda el estudio de Pérez-Garcia et al. (2012) es el mas extenso en
el que se trata la rotura de su dormancia y, por tanto, del porcentaje de germinacién
mediante diferentes tratamientos pregerminativos, entre los que se encuentran la
estratificacion en frio y la aplicacion de &cido giberélico.
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2. OBJETIVOS

El objetivo fundamental es la obtencion de plantulas de G. lutea L. var. aurantiaca para
su uso en cultivo regular en el entorno de su habitat natural. Debido a la dormancia que
presentan sus semillas, para alcanzar este fin se establecen dos objetivos parciales pero
dependientes entre si:

e Optimizar la capacidad germinativa de las semillas de G. lutea L. var. aurantiaca
mediante diferentes tratamientos de frio y el empleo de acido giberélico para la
rotura de la dormancia.

e Optimizar la morfologia de las plantulas de G. lutea L. var. aurantiaca, regulando
los tratamientos pregerminativos que mayor eficacia presenten en la rotura de la
dormancia, para que sus caracteristicas proporcionen garantias de establecimiento
y desarrollo en el cultivo en ambientes de montaria.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.RECOLECCION DE LAS SEMILLAS

Las semillas de G. lutea L. var. aurantiaca utilizadas en los ensayos fueron recolectadas
en septiembre de 2010 a partir de cinco poblaciones silvestres localizadas en diferentes
puntos de la Cordillera Cantébrica dentro de la provincia de Leon (Espafia) (Tabla 1).
Estas semillas fueron tomadas de capsulas que las contuviesen bien desarrolladas y
maduras (Figura 1). Igualmente, las semillas se recogieron para cada poblacion de al
menos diez plantas seleccionadas de manera aleatoria, estando estas separadas al menos
cinco metros entre ellas para evitar muestrear la misma planta, ya que debido al desarrollo
de la raiz de genciana es posible que varios tallos florales correspondan a la misma
planta.

: : . JEORY )
Figura 1: Cépsuas de G.Iutea L. var.maarédr:tiacaconteniendo semillas mduras y desarrolladas.
Recogidas las semillas, estas fueron identificadas y empaquetadas mediante un cédigo
alfanumérico (Tabla 1). A la llegada al laboratorio, las semillas fueron sometidas a un
periodo de seis horas a -18°C con el fin de eliminar los pequefios insectos y/o larvas
presentes en las céapsulas recogidas, asi como para evitar la eclosion de posibles
ovoposiciones que pudiesen localizarse sobre la superficie de las semillas. Tras este
periodo de “higienizacion”, las semillas se limpiaron manualmente eliminando aquellas
que estuviesen dafiadas, vacias o visualmente malformadas y, almacenando las sanas en
bolsas de papel bien identificadas y en refrigeracion (4°C +1), dentro de botes de cristal
opacos con silica gel para ser utilizadas posteriormente. Una pequefia cantidad de
semillas de cada una de las poblaciones fue entregada en el Herbario Jaime Andreés
Rodriguez, de la Universidad de Le6n, donde se otorgd un cédigo a cada una de las
poblaciones (Tabla 1).
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Tabla 1: Localizacion de las poblaciones silvestres de G. lutea L. var. aurantiaca.

Localizacion  Cddigo poblacion  Latitud (N) Longitud  Altitud (m)

Torre de Babia LG18 43°00°47  06°05°59°0 1801
Senra LG19 42°50°07  06°11°25°0 1724
Sefiales LG33 43°04’37  05°14’33”°0 1639
Respina LG35 43°00°57”  05°21’'19”°0 1561
Valdeteja LG22 42°56°28  05°27°34°0 1419

. LG: referencia LEB-GERM otorgada a las muestras depositadas en el Herbario Jaime Andrés Rodriguez, de la
Universidad de Leon.

3.2.ESTRATIFICACION EN FRIO Y REFRIGERACION

El tratamiento de refrigeracion consistié en mantener las semillas en las condiciones de
conservacion descritas anteriormente hasta su uso.

Mientras, para la estratificacion en frio durante tres meses y un afio, se tomé un gramo de
semillas, lo que supone méas de mil de ellas, para cada una de las cinco poblaciones.

Para llevar a cabo la estratificacion, se utilizaron bandejas de aluminio desechables,
situando las semillas sobre una base de arena de silice de entre 0,3 y 0,9 mm de tamafio
de particula.

Antes de iniciar la estratificacion, las semillas sufrieron un tratamiento fungicida
preventivo para controlar la proliferacién de hongos durante la estratificacion o al menos
reducirla. Para ello las semillas fueron sumergidas en una dilucion de TIRAM 80% (PM)
p/p (TISAR PM; exclusivas SARABIA S.A.) (Gonzélez, 2003) durante diez minutos, en
los que se mantuvo la dilucion en agitacion (Figura 2A).

Figura 2: (A) Detalle del tratamiento fungicida de semillas de G. lutea L. var. aurantiaca con TIRAM 80% (PM) p/p

(TISAR PM; exclusivas SARABIA S.A.) y (B) su posterior preparacion para la estratificacion en frio con arena de
silice.

Tanto las bandejas como la arena de silice fueron esterilizadas mediante autoclavado a
una presion de 1,0 kg-cm™ y 120°C durante una hora en cada uno de los siguientes tres
dias (Larena et al., 2002). Una vez realizado esto, las semillas se distribuyeron
homogéneamente sobre toda la superficie de la bandeja y se cubrieron con otra capa de
arena de silice de aproximadamente un centimetro de espesor (Figura 2B). Tras ello, la
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arena se humedecid con agua esterilizada evitando que ésta estuviese saturada, y se
colocaron las bandejas en refrigeracion a 4°C £1°C. Las bandejas se revisaron
semanalmente durante los siguientes 90 dias para comprobar que el contenido de
humedad era el adecuado, afiadiendo agua igualmente esterilizada cuando fuese necesario
durante el desarrollo del ensayo. Una vez transcurridos los 90 dias, se tomd una parte de
las semillas para realizar los ensayos de germinacion correspondientes a 2011, mientras
que, el resto se mantuvo durante nueve meses mas en condiciones de estratificacion para
comprobar la capacidad germinativa después de un afio, correspondiéndose con los
ensayos denominados 2012.

3.3. TRATAMIENTO HORMONAL

Trascurridos tres meses, las semillas estratificadas fueron separadas de la arena, y por
tanto limpiadas. Para ello se utilizd un tamiz metéalico con una luz de 1,5 mm, lo que
permite eliminar la arena evitando que pasen las semillas de genciana a través, ya que
estas tienen un diametro mayor. Para facilitar la limpieza se utiliz6 un chorro de agua,
permitiendo con ello eliminar cualquier resto de arena presente en la superficie de las
semillas. Las semillas fueron agrupadas en lotes de 50 y 120 semillas para ser utilizadas
en los ensayos in vitro y en sustrato comercial.

En el tratamiento de las semillas se ha utilizado AG; (Sigma-Aldrich®). Antes de su
siembra las semillas se mantuvieron a remojo durante 24 horas a 25°C en agua destilada o
en una de las cuatro diluciones de acido giberélico (50, 100, 500 o 1000 ppm) que se
testaron para este ensayo (Figura 3). Una vez trascurrido este tiempo, las semillas fueron
lavadas con agua destilada para eliminar los residuos de AGs.

Figura 3: Aplicacion de los diferentes tratamientos de acido giberélico (AG3) a cada uno de los lotes de semillas de G.
lutea L. var. aurantiaca.

3.4. GERMINACION in vitro

Para cada tratamiento, en cada una de las poblaciones se realizaron dos repeticiones con
50 semillas cada una de ellas, de modo que a su vez se testaron las cuatro dosis de AGz y
su correspondiente control. Sobre un papel de filtro, en una placa Petri de plastico
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aséptica de 9 cm de didmetro, se situaron las semillas afiadiendo 4 ml de agua
esterilizada. Periddicamente se afiadié agua destilada para evitar que el papel se secase.
Para ello, y para realizar el conteo de las semillas germinadas se reviso el ensayo dos
veces por semana durante los siguientes 90 dias. Las semillas se consideraron germinadas
cuando la longitud de la radicula super6 en al menos 1 mm la cubierta de la semilla
(Pérez-Garcia et al., 2012).

|

Figura 4: Ensayo de germinacion para semillas de G. lutea L. var. aurantiaca: (A) camara de cultivo; (B) distribucion
del ensayo; (C) semillas germinadas.

Las placas se colocaron en una camara de cultivo utilizando para su distribucion un
disefio totalmente aleatorizado. En el tiempo que permanecieron las semillas en el ensayo,
las condiciones de la cadmara de cultivo fueron constantes. Temperatura de 15°C y
fotoperiodo de 16 h de luz (proporcionada por tubos fluorescentes de luz blanca con una
irradiacion de 35 pmol-m-s™) (Pérez-Garcia et al., 2012) (Figura 4).

3.5.EMERGENCIA'Y DESARROLLO EN SUSTRATO

En la siembra se utilizaron contenedores para la multiplicacion de plantas forestales
modelo 67C (PLASTICOS SOLANAS S.L.). Cada uno de los contenedores esta provisto
de 67 alveolos, con un volumen de 200 cm® y 15 cm de altura. Antes de ser usadas, las
bandejas se lavaron con jabon y agua a presion para eliminar cualquier residuo. El
sustrato utilizado en las bandejas fue el sustrato comercial n°28 de PINDSTRUP
MOSEBRUG SAE. Este sustrato estd compuesto de una mezcla de turba rubia (70%) y
turba negra (30%), con un pH entre 5,5 y 6, siendo uno de los sustratos comerciales con
unos de los valores de pH mas bajos, y por tanto méas cercanos a los valores donde se
desarrolla de forma silvestre la variedad aurantiaca. El sustrato fue esterilizado antes de
ser utilizado mediante el autoclavado a 1,0 kg-cm™ y 120°C durante una hora en tres dias
consecutivos (Larena et al., 2002). Con ello se pretende eliminar cualquier espora de
hongos o semillas que pudiesen encontrarse en él. Una vez se rellenaron los contenedores

104



CAPITULO Il

con el sustrato, este se humedecié y se compactdé con una herramienta manual para
asegurar idéntico volumen en cada alveolo.

Dicho ensayo se realiz6 en 2011, en paralelo al de germinacién in vitro. Se emplearon
120 semillas de la poblacién LG18 para cada una de las dosis de acido giberélico y
tratamiento de frio (estratificacion durante tres meses y refrigeracion), con un disefio en
blogue totalmente aleatorizado con cuatro repeticiones. Cada semilla fue recubierta con
15 cm® de arena de silice esterilizada, lo que supone aproximadamente 1 cm de espesor,
de modo que todas las semillas se encontrasen en las mismas condiciones a la hora de
germinar.

El ensayo se situd en condiciones naturales bajo una malla de sombreo, donde se instal6
un sistema de riego por nebulizacion automatizado, evitando con ello que el tamafio de
gota pudiese modificar las condiciones del mismo. Durante el periodo del ensayo la
temperatura media diaria se situo entre los 12,6°C y los 27,3°C, mientras que la humedad
relativa estuvo entre el 31% y el 71%. Tras 90 dias de su siembra se contabilizo el
namero de plantas emergidas.

Figura 5: Detalle del sistema de riego para el ensayo de emergencia y desarrollo en sustrato.

Después de 180 dias tras la siembra, mediante el empleo de un calibre digital de la Serie
500 (Mitutoyo®) se determinaron los caracteres que se describen a continuacion:

e N_HOJAS: Numero de hojas desarrolladas por planta contadas en 20 plantas
elegidas al azar para cada unidad experimental.

e L _TALLO: Longitud del tallo de la planta, contadas en 20 plantas elegidas al azar
para cada unidad experimental.

e A HOJA: Longitud de la parte mas ancha de la hoja més desarrollada del tercer
par de hojas comenzando por la base medida para 20 plantas elegidas al azar de
cada unidad experimental.

e L HOJA: Longitud (mm) de la hoja mas desarrollada en el tercer par de hojas
comenzando por la base medida para 20 plantas elegidas al azar de cada unidad
experimental.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para cada uno de los experimentos llevados a cabo, los datos fueron analizados utilizando
el Modelo Lineal Generalizado (GLM), de modo que cuando el analisis mostro
diferencias significativas entre tratamientos, se realizd la comparacion de medias
mediante el método de Diferencia Minima Significativa (DMS) de Fischer con un grado
de significancia 0=0,05. El software utilizado fue el SAS 9.1. (SAS Institute Inc, 2004)

El tiempo medio de germinacion (TMG) se determind después de los 90 dias de ensayo
mediante la siguiente formula (Ellis y Roberts, 1981): TMG = > DN / Y'N; donde D es el
numero de dias desde la siembra y N el numero de semillas germinadas en el dia D.

Se utilizé el modelo de regresion lineal simple para analizar la relacion existente entre las
variables morfoldgicas (variables independientes) de las plantulas en relacion a las
concentraciones de AG; aplicadas (variable dependiente), utilizando para ello la hoja de
céalculo Excel (Microsoft, 2010)
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4. RESULTADOS

4.1. GERMINACION in vitro

4.1.1. Ensayos 2011

El analisis de varianza combinando para ensayo realizado en 2011 muestra diferencias
significativas en los tres factores analizados: tratamiento en frio, dosis AG; Yy
poblaciones.

En la Figura 6 se muestra la comparacion de medias para el tratamiento de frio,
existiendo diferencias significativas entre ambos tratamientos, siendo significativamente
mayor el porcentaje medio de germinacién de las semillas estratificadas (44,04%) que el
de las semillas refrigeradas (37,96%).

2011
50 - A
40 -
30 -
20 -
10 -

% Germinacion

Estratificado Refrigerado
Tratamiento de frio

Figura 6: Comparacion de medias entre tratamientos de frio para el porcentaje de germinacién en semillas de G. lutea
L. var. aurantiaca del andlisis de varianza combinado del afio 2011. Columnas con diferentes letras son
significativamente diferentes (P=0,05) de acuerdo con DMS.

En la Figura 7, se muestra la comparacion de medias entre las diferentes dosis de AGs;
aplicadas para el porcentaje de germinacion de las semillas, existiendo diferencias
significativas entre las dosis 1000 ppm (57,6%) y 500 ppm (56,5%) respecto del resto de
dosis, asi como del control. Tanto las dosis de 100 ppm (50,3%), 50 ppm (38,6%) vy el
Control (1,9%) son significativamente diferentes entre si.

107



CAPITULO Il

2011

% Germinacion

1000 500 100 50 C
Dosis AG; (ppm)

Figura 7: Comparacion de medias entre dosis de 4cido giberélico (AGs) para el porcentaje de germinacion en semillas
de G. lutea L. var. aurantiaca del analisis de varianza combinado del afio 2011. Columnas con diferentes letras son
significativamente diferentes (P=0,05) de acuerdo con DMS.

La comparacion de medias entre las poblaciones ensayadas (Figura 8) muestra un
porcentaje de germinacion superior para las poblaciones LG19 y LG18, con el 68,30% y
el 57,80% respectivamente, sin significativamente diferencias entre si y respecto del resto
de poblaciones. Tanto la poblacion LG22 (36,40%) como LG35 (32,90%) no son
significativamente diferentes entre ellas, pero si respecto de LG33 (9,6%).

2011

9% Germinacion

LG19 LG18 LG22 LG35 LG33
Poblacién

Figura 8: Comparacion de medias entre poblaciones para el porcentaje de germinacion en semillas de G. lutea L. var.
aurantiaca del andlisis de varianza combinado del afio 2011. Columnas con diferentes letras son significativamente
diferentes (P=0,05) de acuerdo con DMS.

En el andlisis de varianza combinado de los factores “dosis AG3” y “tratamiento de frio”,
se observa que existen diferencias significativas en ambos tratamientos (Figura 9).

En la comparacion de medias entre las dosis de AG; para cada tratamiento de frio, la
aplicacion de las dosis hormonales mas elevadas (1000 ppm y 500 ppm) para las semillas
que sufrieron el tratamiento de estratificacion (barras azules), tiene como respuesta los
porcentajes de germinacion mas altos (67,2% y 65,8% respectivamente), no existiendo
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diferencias significativas entre ambas, pero si respecto del resto de las dosis de AGz. A
medida que la dosis hormonal es menor el porcentaje de germinacién disminuye
significativamente, siendo 53,8% y 33,2% los porcentajes para 100 y 50 ppm
respectivamente. Para el control el porcentaje de germinacion es Unicamente del 0,2%.

Por otro lado, las semillas que Unicamente estuvieron refrigeradas (barras rojas) antes de
ser sometidas al tratamiento con AGs tienen un comportamiento muy homogéneo. La
diferencia en el porcentaje de germinacion entre la dosis mas alta (1000 ppm, 48,2%) y la
maés baja (50 ppm, 44,0%) apenas es de un 4,2 %, no existiendo diferencias significativas
entre las diferentes dosis hormonales aplicadas, pero si respecto al Control (3,6%).

La comparaciéon de medias (Figura 9, letras minusculas) no muestra diferencias
significativas entre los tratamientos de frio en cada nivel de AGgs, excepto para el Control.
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Figura 9: Comparacion de medias entre tratamientos de frio y dosis de acido giberélico (AG3) para porcentaje de
germinacion en semillas de G. lutea L. var. aurantiaca en el analisis combinado de ambos para el afio 2011. Columnas
con diferentes letras mayusculas son significativamente diferentes entre dosis de AG; para cada tratamiento de frio.
Columnas con diferentes letras minGsculas son significativamente diferentes entre tratamientos de frio para cada dosis
de AG; (P=0,05) de acuerdo con DMS. E: estratificado; R: refrigerado.

Al combinar en el andlisis los factores “poblacion” y “tratamiento de frio”, se observan
diferencias significativas entre poblaciones para las semillas estratificadas (Figura 10,
barras azules). Al igual que para el porcentaje de germinacion para las diferentes
poblaciones (Figura 8), existen diferencias significativas entre LG18, LG19 y el resto,
con porcentajes de germinacion para éstas del 69,4% y 67,4% respectivamente. Las
poblaciones LG35 (39,6%) y LG22 (36,6%) también son significativamente diferentes
respecto de la poblacién LG33, con un porcentaje de germinacion de Unicamente el 7,2%.

Al comparar las semillas refrigeradas (Figura 10, barras rojas), todas las poblaciones
resultan ser significativamente diferentes, siendo el mayor porcentaje de germinacion el
de la poblacién LG19 (69,2 %) y el menor, nuevamente, el de la poblacion LG33 (12%).

Al comparar para cada poblacién las diferencias entre los tratamientos de frio (Figura 10,
letras minusculas) tanto LG18 como LG35 muestran diferencias significativas entre las
semillas refrigeradas y estratificadas. En ambos casos es superior el porcentaje de
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germinacion en el tratamiento estratificado al refrigerado. Los valores para LG18 son del
69,4% y 46,2% para los tratamientos estratificado y refrigerado. Mientras, para la
poblacion LG35 son del 39,6% y 26,2% respectivamente.
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Figura 10: Comparacion de medias entre tratamientos de frio y entre poblaciones para porcentaje de germinacion en
semillas de G. lutea L. var. aurantiaca en el analisis combinado de tratamientos de frio y poblaciones en el afio 2011.
Columnas con diferentes letras mayudsculas son significativamente diferentes entre poblaciones para cada tratamiento de
frio. Columnas con diferentes letras minGsculas son significativamente diferentes entre tratamientos de frio para cada
nivel de poblacién (P=0,05) de acuerdo con DMS. E: estratificado; R: refrigerado.

4.1.2. Comparativa ensayo in vitro 2011-2012

El ensayo iniciado en 2011, para el cual se utilizaron semillas estratificadas durante 3
meses, se completd ensayando la capacidad germinativa de las semillas del mismo lote
después de estar estratificadas durante nueve meses mas, es decir para un afio en total.

El analisis de varianza combinando los ensayos realizados el afio 2011 y 2012 para el
tratamiento de frio (Figura 11), muestra que el porcentaje de germinacion de las semillas
el afio 2011 (44,04%) es significativamente superior al registrado en 2012 (10,76%).
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Figura 11: Comparacién de medias para el analisis de varianza combinado de los afios 2011 y 2012 entre tratamientos
de frio para el porcentaje de germinacion en semillas de G. lutea L. var. aurantiaca. Columnas con diferentes letras son
significativamente diferentes (P=0,05) de acuerdo con DMS.
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El andlisis combinando los ensayos realizados el afio 2011 y 2012 para las dosis de AG3
(Figura 12) muestra como para ambos afios los porcentajes de germinacion disminuyen a
medida que se reduce la concentracién de AGz; empleada, manteniéndose la tendencia ya
detectada en 2011.

Para el afio 2012 los porcentajes son menores que los registrados en 2011. EI mayor valor
es para la dosis de AG3 de 1000 ppm (37,2%), significativamente superior al del resto de
las dosis, al igual que la dosis de 500 ppm (13,8%). Las dosis de 100 ppm y 50 ppm no
muestran diferencias significativas entre ellas, con valores del 2,2% y 0,6%, siendo nula
la germinacion de las semillas no tratadas con AGs.

Excepto para la dosis Control, en la que para ambos afios el porcentaje de germinacion
registrado es cero, para el resto de las dosis las tasas de germinacién son
significativamente superiores para 2011 (Figura 12, letras minusculas). Los mayores
descensos en el porcentaje de germinacion se dan a dosis bajas de AGs, siendo el
descenso para la dosis de 1000 ppm del 44,6%. EI aumento de la pérdida de la capacidad
germinativa es mas acusado cuando la dosis de AG; aplicada es de 500 ppm, donde el
descenso es del 79%, y asi sucesivamente, de modo que para la dosis de 100 ppm el
descenso es del 95,9% vy del 98,2% para 50 ppm.

80 -
70 Ad Aa

2011
2012

% Germinacion

1000 500 100 50 C
Dosis AG; (ppm)

Figura 12: Comparacion de medias para el andlisis de varianza combinado de los afios 2011 y 2012 entre dosis de
acido giberélico (AG,3) para el porcentaje de germinacion en semillas de G. lutea L. var. aurantiaca. Columnas con
diferentes letras mayusculas son significativamente diferentes entre dosis de AG; para cada afio. Columnas con
diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes entre afios para cada dosis de AG;. (P=0,05) de acuerdo
con DMS.

El anlisis combinando los ensayos realizados el afio 2011 y 2012 para las diferentes
poblaciones (Figura 13, letras mayusculas), muestra que para el afio 2012 el mayor
porcentaje de germinacién obtenido es para la poblacion LG18 (25,8%),
significativamente superior al resto de las poblaciones, al igual que LG19, que con una
capacidad germinativa del 18,2% es significativamente superior a las tres poblaciones
restantes. Para LG33 (7,2%), el porcentaje de germinacion es significativamente superior
a la poblacion LG35 (0,2%), pero no de la poblacion LG22 (2,4%).
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Al comparar los porcentajes de germinacion de 2011 respecto de los de 2012 para cada
una de las dosis aplicadas (Figura 13, letras minusculas), los resultados obtenidos en 2012
se muestran significativamente inferiores excepto para LG33, con un porcentaje de
germinacion igual a la obtenida en 2011 (7,2%).

Mientras que en el caso de la poblacion LG33 no existe variacion para su capacidad
germinativa media, para el resto de poblaciones los datos de 2012 son significativamente
inferiores, con descensos para las poblaciones LG18 y LG19 del 63% y del 73%
respectivamente, mientras que para LG35 y LG22 son superiores al 90%, siendo sus
capacidades germinativas residuales (Figura 13).
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Figura 13: Comparacion de medias para el andlisis de varianza combinado de los afios 2011 y 2012 y entre
poblaciones para el porcentaje de germinacion en semillas de G. lutea L. var. aurantiaca. Columnas con diferentes
letras mayusculas son significativamente diferentes para cada afio. Columnas con diferentes letras mindsculas son
significativamente diferentes para cada poblacién (P=0,05) de acuerdo con DMS.

El analisis combinando los afios para cada dosis de AG3 en cada poblacion muestra como,
en general, se observan descensos significativos en la capacidad germinativa de las
semillas en el ensayo de 2012 respecto del realizado en 2011 (Figura 14).

Tanto LG18 como LG19 muestran descensos significativos de la capacidad germinativa
el segundo afio de ensayo (Figura 14, letras minasculas) para todas las dosis excepto para
la de 1000 ppm, donde el descenso no es tan acusado, bajando del 93% al 86% para LG18
y desde el 97% al 64% en LG19. A su vez, para estas dos poblaciones, en el afio 2011 no
existen diferencias significativas para el valor de germinacion a dosis de 1000, 500 y 100
ppm, pero si respecto de 50 ppm, cuyo rendimiento germinativo desciende
significativamente, lo mismo que para la dosis Control, para la cual la germinacion es
residual. En cambio, para el afio 2012 en estas dos poblaciones las diferencias son
significativas para todas las dosis excepto para 100 ppm, 50 ppm y el Control, para el que
el porcentaje de germinacién es casi nulo (Figura 14, letras mayusculas).
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Figura 14: Comparacion de medias para el andlisis de varianza combinado de los afios 2011 y 2012 entre dosis de
acido giberélico (AG;) para el porcentaje de germinacion en semillas en cada poblacion (LG18, LG19, LG22, LG33y
LG35) de G. lutea L. var. aurantiaca. Columnas con diferentes letras mayusculas son significativamente diferentes
entre dosis de AG; para cada afio. Columnas con diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes entre
afios para cada dosis de AG3;. (P=0,05) de acuerdo con DMS.

Para las poblaciones LG22 y LG35, la capacidad germinativa de sus semillas en 2012
practicamente ha desaparecido, de modo que excepto para la dosis 1000 ppm en la
poblacion LG22, donde existen diferencias significativas respecto del resto de dosis
(Figura 14, letras mayusculas), en el resto no hay diferencias significativas, con valores
de germinacion casi nulos. En ambas poblaciones, las germinaciones en el afio 2011
fueron significativamente superiores a las de 2012 (Figura 14, letras minusculas).

Por ultimo, la poblacion LG33, cuyos valores para 2011 son realmente bajos para todas
las dosis de AG; aplicadas, no existiendo diferencias significativas entre ellas, a
excepcién del Control. Mientras, para 2012 son similares apreciandose Unicamente
diferencias significativas para la dosis de 1000 ppm respecto del resto de dosis.
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Comparando ambos afios (Figura 14, letras minusculas), Gnicamente existen diferencias
significativas para la dosis de 500 ppm donde los valores de 2012 son inferiores.

4.1.3. Curvas de Germinacion

La representacion grafica del porcentaje de germinacion acumulado en el tiempo de las
semillas de G. lutea L. var. aurantiaca para el ensayo in vitro, muestra diferentes
comportamientos para semillas refrigeradas (Figura 15) y estratificadas (Figura 16).

En el andlisis de varianza combinado de los factores dosis de AG; y dia de germinacion
para las semillas refrigeradas, se observan diferencias significativas respecto del
porcentaje de semillas germinadas (Figura 15). En el dia 20, para las dosis de 1000, 500 y
100 ppm, el porcentaje de germinacion es significativamente superior a la de 50 ppm y de
ésta sobre el Control. Tanto para el dia 42 como para el dia 90, dia final del ensayo, ya no
se observan diferencias significativas entre los porcentajes de germinacion para cada una
de las cuatro dosis de AG3 utilizadas, pero si de estas respecto del Control.

Por lo tanto, como se puede observar en la Figura 15, para la dosis de 50 ppm la
germinacién es mas lenta que para el resto de dosis de AGs, equiparandose estos valores
con el tiempo, no siendo significativamente diferentes los porcentajes de germinacion en
el dia 90 entre la dosis maxima (1000 ppm), con un valor final de 48,2%, y la dosis
minima (50 ppm), donde el porcentaje es del 44%.

Los tiempos medios de germinacion (TMG) observados para las diferentes dosis de AG;
(Tabla 2) son similares para las dosis 1000, 500 y 100 ppm, con unos valores de 27,4,
26,2 y 26,5 dias respectivamente. Para la dosis de 50 ppm el valor es de 31,8 dias y, por
altimo, para el Control de 49,9 dias.
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Figura 15: Curva de germinacion acumulada para las semillas refrigeradas de G. lutea L. var. aurantiaca tratadas con
diferentes dosis de acido giberélico (AG3;), para el ensayo de germinacion in vitro 2011. Diferentes letras mayudsculas
indican porcentajes de germinacion significativamente diferentes para cada dia de germinacion.
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El comportamiento observado en las curvas de germinacion para las semillas
estratificadas es diferente respecto de las refrigeradas, como se puede comprobar al
observar la Figura 15 y la Figura 16. Para el tratamiento estratificado, los porcentajes de
germinacion son significativamente superiores al tratamiento refrigerado. Para el dia 24
ya se aprecian diferencias significativas en la tasa de germinacion entre las mayores dosis
de AG; (500 y 1000 ppm) y el resto. La germinacion para 100 ppm es significativamente
superior a 50 ppm, y ésta respecto del Control. Estas diferencias establecidas durante las
primeras semanas se mantienen hasta el final del ensayo (Figura 16).

Los TMG (Tabla 2) para las diferentes dosis se encuentran entre los 25,6 dias para 500
ppm, y los 45,8 de la dosis 50 ppm, no germinando ninguna semilla para el Control.
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Figura 16: Curva de germinacion acumulada para las semillas estratificadas de G. lutea L. var. aurantiaca tratadas con
diferentes dosis de &cido giberélico (AG3;), para el ensayo de germinacion in vitro 2011. Diferentes letras mayusculas
indican porcentajes de germinacion significativamente diferentes para cada dia de germinacion.

Las curvas de germinacion para las poblaciones LG18 y LG19 de forma conjunta, para el
tratamiento estratificado, siendo estas poblaciones las que obtienen mayores porcentajes
de germinacion final, revelan un mayor efecto agrupado de la germinacion para las
mayores dosis (500 y 1000 ppm), (Figura 17).

El dia 20 del ensayo, para las dosis 1000 y 500 ppm el comportamiento es practicamente
idéntico y, por lo tanto, no se aprecian diferencias significativas entre ambas, ni de estas
respecto de la dosis 100 ppm, pero si sobre el resto (50 ppm y Control), que no muestran
diferencias significativas entre ellas (Figura 17).

Para el dia 24 de ensayo, esta situacion cambia, existiendo diferencias significativas entre
las dos mayores dosis y la siguiente (100 ppm), que a su vez no presenta diferencias
significativas sobre la dosis 50 ppm, pero si sobre el Control. Para la dosis 1000 ppm, ese
dia 24 ya han tenido lugar el 77,89% de todas las germinaciones que se van a producir.
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Algo semejante ocurre para la dosis de 500 ppm, donde ese porcentaje alcanza el 79,35%.
Mientras, para la dosis 100 ppm este comportamiento es menos marcado al inicio del
ensayo, pero significativamente superior al de 50 ppm, y esta sobre el control (Figura 17).

El dia 42, mas del 99% de las germinaciones se han producido para las dosis 1000 ppm y
500 ppm. Para 100 ppm la germinacion se produce de forma escalonada, y para el dia 42
de ensayo ya no existen diferencias significativas respecto de las dosis superiores de AGs.
Esto no sucede ni en el caso de 50 ppm ni para el Control, significativamente menores al
resto (Figura 17). Este comportamiento se mantiene hasta el final del ensayo, donde los
porcentajes de germinacion de las tres dosis superiores son muy similares (94,5%, 92% y
85,5% para 1000, 500 100 ppm, respectivamente). Para 50 ppm el porcentaje es
unicamente del 51,50% y para el Control cero. Para estas dos poblaciones el TMG (Tabla
2) se encuentra entre los 19,2 dias para la dosis de 500 ppm y los 42,4 para 50 ppm.
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Figura 17: Curva de germinacion acumulada para las semillas estratificadas de G. lutea L. var. aurantiaca tratadas con
diferentes dosis de acido giberélico (AG;), para las poblaciones LG18 y LG19 en el ensayo de germinacion in vitro
2011. Diferentes letras mayusculas indican porcentajes de germinacion significativamente diferentes para cada dia de
germinacion.

Tabla 2: Tiempo medio de germinacion (TMG) para las semillas de G. lutea L. var. aurantiaca de las Figura 15, Figura
16 y Figura 17 respectivamente.

R (2011) E(2011) LG18yLG19
Figura 15 Figura 16 Figura 17
AG; (Dias) (Dias) (Dias)

C 49,9+4 46 75,5+1,50 -

50  31,8+2,65 45,8+3,22 42,4+2 .33
100  26,5+1,49 34,3+2,33 29,6%1,70
500 26,2+1,59 25,6+1,22 19,2+2,57
1000 27,4155 26,9+1,47 19,8+0,51

. R: refrigeradas; E:estratificadas

TMG
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4.2. EMERGENCIA Y DESARROLLO EN SUSTRATO

Transcurridos los 180 dias desde la siembra de las semillas para la poblacién de G. lutea
L. var. aurantiaca LG18, el andlisis de varianza para el factor “tratamiento de frio” en
cada uno de los caracteres medidos (Figura 18), Unicamente presentan diferencias
significativas dos de ellos. El primero es el nimero de hojas (N_HOJAS), donde las
plantulas que han sufrido el tratamiento estratificado tienen un nimero significativamente
superior (11,08 hojas) al de las refrigeradas (8,09 hojas); y el otro caracter es la anchura
de las hojas (A_HOJAS), de modo que también las plantulas provenientes de semillas
estratificadas muestran una anchura de sus hojas significativamente superior a las
refrigeradas, con un valor medio de 8,35 mm para las primeras y 6,36 mm para las
segundas. Tanto para la longitud del tallo (L_TALLO) como para longitud de las hojas
(L_HOJAS) no existen diferencias significativas.
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Figura 18: Comparacion de medias entre tratamientos de frio para los caracteres medidos en plantulas de G. lutea L.
var. aurantiaca de la poblacion LG18. Columnas con diferentes letras mayusculas son significativamente diferentes a
nivel de tratamiento de frio (P=0,05), de acuerdo con DMS. N_HOJAS: Numero de hojas desarrolladas; L_TALLO:
Longitud del tallo; A_HOJA: Longitud de la parte mas ancha de la hoja mas desarrollada del tercer par de hojas
comenzando por la base; L_HOJA: Longitud (mm) de la hoja mas desarrollada en el tercer par de hojas comenzando
por la base. E: estratificado; R: refrigerado.

El analisis de varianza para el factor “dosis de AG3” en cada uno de los caracteres

medidos sobre las plantulas de genciana, muestra la existencia de diferencias
significativas para todos excepto para la anchura de las hojas (Figura 19).
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Figura 19: Comparacion de medias entre dosis de 4cido giberélico (AG3z) (1000, 500, 100 y 50 ppm), para los
caracteres medidos en plantulas de G. lutea L. var. aurantiaca de la poblacion LG18. Columnas con diferentes letras
mayusculas son significativamente diferentes para cada caracter. (P=0,05) de acuerdo con DMS. N_HOJAS: NUmero
de hojas desarrolladas; L_TALLO: Longitud del tallo; A_HOJA: Longitud de la parte mas ancha de la hoja mas
desarrollada del tercer par de hojas comenzando por la base; L_HOJAS: Longitud (mm) de la hoja mas desarrollada en
el tercer par de hojas comenzando por la base.

Cada uno de los caracteres se analiza por separado a continuacion:

4.2.1. Namero de hojas (N_HOJAS)

El andlisis de varianza del factor N_HOJAS para las diferentes dosis de AGs utilizadas
muestra la existencia de diferencias significativas entre las dosis aplicadas, de modo que
el mayor nimero de hojas se observa para la dosis de 500 ppm, con 10,97 hojas, valor
significativamente superior al resto, excepto para 1000 ppm (10,25 hojas). A su vez, la
dosis de 100 ppm (9,42 hojas) presenta diferencias significativas respecto de la dosis 500
ppm, pero no asi del resto. Por dltimo, la dosis de 50 ppm con el menor valor (8,88
hojas), es significativamente inferior al resto de dosis, excepto para 100 ppm (Figura 20).
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Figura 20: Comparacion de medias entre dosis de acido giberélico (AG;) para el nimero de hojas por plantula
(N_HOJAS) de G. lutea L. var. aurantiaca tras seis meses de desarrollo. Columnas con diferentes letras mayusculas
son significativamente diferentes (P=0,05) de acuerdo con DMS.
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4.2.2. Namero de hojas (A_HOJAS)

En cuanto al caracter A_HOJAS, una vez realizado el analisis de varianza para las
diferentes dosis hormonales aplicadas no se observan diferencias significativas (Figura
21). La anchura de estas hojas varia desde los 6,45 mm de las plantulas cuyas semillas
fueron tratadas con la dosis de 50 ppm de acido giberélico, hasta los 7,91 mm para la
dosis de 500 ppm, para la cual los valores de anchura son los mayores analizados.
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Figura 21: Comparacion de medias entre dosis de 4cido giberélico (AG;) para la longitud de la parte mas ancha de la
hoja mas desarrollada del tercer par de hojas comenzando por la base (A_HOJAS) de G. lutea L. var. aurantiaca tras
seis meses de ensayo. Columnas con diferentes letras maylsculas son significativamente diferentes. (P=0,05) de
acuerdo con DMS.

4.2.3. Longitud del tallo (L_TALLO)

Para la longitud del tallo, el andlisis de varianza muestra diferencias significativas para la
dosis de 1000 ppm (23,93 mm), siendo significativamente superior al del resto de dosis.
Para la dosis 500 ppm (17,58 mm), la longitud es significativamente mayor a las de 100
ppm y 50 ppm, con una longitud media de 4,94 y 3,53 mm respectivamente (Figura 19).
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Figura 22: Representacion grafica de la recta de regresion lineal obtenida para la longitud del tallo (L_TALLO) en
plantulas de G. lutea L. var. aurantiaca en funcion de las dosis de acido giberélico (AG;) aplicadas.
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Los resultados del desarrollo del tallo en funcion de la dosis se ajustan a una recta de
regresion con un valor para el coeficiente de determinacién R® de 0,9536. Esto significa
que la longitud del tallo aumenta a medida que aumenta la dosis de AG3 aplicada en el
tratamiento pregerminativo para el rango de dosis aplicadas (Figura 22).

4.2.4. Longitud de las hojas L_HOJAS

El anélisis de varianza para la longitud de las hojas muestra diferencias significativas
Unicamente para la dosis de 1000 ppm, que es significativamente mayor, con 17,24 mm.
El resto de dosis no son significativamente diferentes entre ellas, con valores de 13,38,
12,69 y 12,48 mm para 500, 100 y 50 ppm de AGg respectivamente (Figura 19).

Los resultados obtenidos para el desarrollo de las hojas se ajustan a una recta de regresion
con un valor para el coeficiente de determinacién R? de 0,9097, de modo que el aumento
de esta dosis produce un incremento en la longitud de las hojas descritas (Figura 23).
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Figura 23: Representacion grafica de la recta de regresion lineal obtenida para L_HOJAS: Longitud (mm) de la hoja
més desarrollada en el tercer par de hojas comenzando por la base, en plantulas de G. lutea L. var. aurantiaca en
funcién de las dosis de acido giberélico (AG;) aplicadas.

4.2.5. Habitos de las plantulas

En funcion de la dosis de AG; aplicado se observaron diferentes habitos de crecimiento o
desarrollo en las plantulas, de modo que estos habitos fueron divididos en cinco
diferentes (Figura 24) que se describen a continuacion:

e H1: Las plantulas de este habito presentan una parte aérea formada por una roseta
basal de hojas bien desarrolladas, con un tallo fuerte y muy corto, casi inexistente.

e H2: La parte aérea de la planta estd formada por una roseta de hojas bien
desarrolladas. En este caso la longitud del tallo es superior de modo que la roseta
aparece separada del suelo. El tallo se muestra robusto.

e H3: Las plantulas muestran hojas bien desarrolladas, pero aparecen alargadas, y
ademas se encuentran distribuidas a lo largo del tallo, con unos entrenudos cortos.
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e H4: Para este habito las plantulas muestran hojas poco desarrolladas y de aspecto
ligeramente clorético dispuestas a lo largo de un tallo largo y débil. Los
entrenudos son largos.

e Hb5: Las plantulas se muestran muy débiles, con hojas muy poco desarrolladas,
cloroticas y de aspecto filiforme dispuestas en un tallo igualmente ahilado y debil.
Los entrenudos son largos.

Considerando los cinco habitos de crecimiento se contabiliz6 el nimero de plantulas que
mostraban cada uno de los habitos para las diferentes dosis de acido giberélico.

El anélisis de varianza del porcentaje de plantulas obtenida para cada dosis de AG;
muestra diferencias significativas en los habitos de crecimiento para cada dosis de AG;
(Figura 25).

El habito mostrado de forma mayoritaria por las plantulas cuyas semillas fueron tratadas
con las dosis mas bajas de AGz (50 y 100 ppm) es el H1, apareciendo este en el 96,88% y
el 90,32% de las plantulas respectivamente. En ambos casos la presencia del habito H1 es
significativamente mayor al resto. Para la dosis de 500 ppm se puede apreciar una mayor
variabilidad de habitos de desarrollo. En este caso no se observan plantulas H1 y si del
resto de los habitos, siendo el nimero de plantulas para cada habito significativamente
diferente al resto. El porcentaje mayor de plantulas corresponde a H2 (45,45%), mientras
que el menor corresponde a H5 con el 3,03 % de las plantulas (Figura 25).

Para la dosis de 1000 ppm de AG; la mayoria de las plantulas muestra el habito H3,
siendo este significativamente superior al resto de los habitos, y al que corresponden el
56,41% de las plantulas contabilizadas para esta dosis. El resto de los habitos han sido
observados para esta dosis excepto el H1. H4 con el 20,51% de las plantulas es el
segundo mas abundante y significativamente superior al H2 (17,95%) y éste sobre el H5
(5,13%) (Figura 25).
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Figura 25: Comparacion de medias entre el porcentaje de habitos (H1-H5) de las plantulas de LG18 para cada dosis
de AGs. Columnas con diferentes letras mayusculas son significativamente diferentes dentro de cada dosis de acido

giberélico (AG;) (P=0,05) de acuerdo con DMS.
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5. DISCUSION

La aplicacion de acido giberélico (AG3) como pretratamiento para la rotura de la
dormancia en semillas de G. lutea L. var. aurantiaca ha incrementado los valores de
germinacion respecto de los obtenidos para las semillas no tratadas hormonalmente, que
varian entre el 0% y el 7,2%. Segun Baskin & Baskin (1998) la rotura de la dormancia
mediante el uso de AG; es tipica en semillas con una dormancia fisiolégica no muy
profunda.

Ademas de la ya tratada rotura de la dormancia, el aumento de la respuesta germinativa
muestra una relacion directa con la dosis hormonal utilizada, de modo que estos aumentos
son significativos hasta una dosis maxima de 500 ppm, dosis a partir de la cual el
incremento de la dosis no produce diferencias significativas en el porcentaje de
germinacioén (Figura 7). En ensayos similares en G. lutea L. Pérez-Garcia et al. (2012),
utilizando semillas de una procedencia similar a la del actual trabajo y &cido giberélico
como medio para romper la dormancia a dosis maximas de 1000 ppm, obtuvieron
porcentajes de germinacion superiores al 90% a partir de dosis de 100 ppm para las
accesiones estudiadas, sin observar diferencias significativas para los resultados a dosis
intermedias. Este mismo resultado es observado en el actual estudio para las poblaciones
LG18 y LG19, localizadas en dicha zona, para las que habiendo sufrido el mismo
tratamiento no existen diferencias significativas a dosis de 100, 500 y 1000 ppm (Figura
14). Los porcentajes de germinacién obtenidos para dosis maxima (1000 ppm) en las
diferentes poblaciones, para el tratamiento estratificado, van desde el 12% hasta el 97%
(Figura 14), mientras, Pérez-Garcia et al. (2012) obtuvieron valores entre el 66% y el
99%.

Aiello et al.(1998), igualmente para G. lutea L., consiguieron incrementos significativos
en los valores de germinacién para cada una de las dosis aplicadas (dosis méxima 150
ppm). En su trabajo, a dosis de 100 ppm, comparable con el actual estudio, el valor medio
de germinacién obtenido fue del 43,8%. En su caso, el modo de conservacion de las
semillas hasta su tratamiento fue la refrigeracion y los datos mostrados eran para una sola
accesion denominada “Giura”. Para el mismo tipo de conservacion y dosis, el valor de
germinacion medio obtenido para las cinco poblaciones ha sido del 46,8%, valor muy
similar al citado (Figura 9).

Teniendo en cuenta las diferentes localizaciones de las poblaciones silvestres de G. lutea
L. var. aurantiaca, los porcentajes de germinacion méaximos obtenidos para la dosis de
1000 ppm son variables, como se puede comprobar en los resultados, observando una
relacion entre los valores de germinacion, el tamafio de las poblaciones y la presencia de
otras en las inmediaciones. De este modo, la poblacion LG33 es la més aislada y la de
menor tamafio, mientras LG18 y LG19, ademas de ser mayores, cuentan con la presencia
de otras poblaciones de genciana en sus alrededores.
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El pequefio tamafio, asi como el aislamiento, dan lugar a numerosos efectos negativos
sobre las poblaciones (Landolt, 1991, Korneck et al., 1996). En la naturaleza se observa
de forma generalizada la relacion directa entre el tamafio de la poblacién, la capacidad
adaptativa de la planta y la diversidad genética, haciéndose esta relacion mas intensa
cuando se trata de plantas autoincompatibles y, en cierta medida, para especies “raras”,
como es la G. lutea L. (Kery et al., 2000). Por lo tanto, estas especies son mas propensas
al efecto de la fragmentacion del habitat (Leimu et al., 2006). Kery et al. (2000) en un
estudio sobre la reproduccion y la capacidad de generar descendencia en relacion al
tamafio de la poblacion en G. lutea L. y Primula veris observaron cémo en G. lutea L. la
reproduccién se ve fuertemente mermada en pequefias poblaciones, donde las plantas
producen menos semillas por fruto y por planta, algo que ain se ve agravado para
poblaciones de menos de 500 plantas, como ocurre en la mayoria de las poblaciones
evaluadas en este estudio. Sin embargo, Kery et al. (2000) no encontraron una relacién
significativa entre el tamafio de la poblacion y el porcentaje de germinacion, pero si entre
diferentes poblaciones de G. lutea L., lo que abre la posibilidad, ya que en su estudio no
se valora, de estudiar la capacidad germinativa respecto del tamafio de las poblaciones y
su aislamiento.

En cuanto a los tratamientos de frio aplicados, la conservacion a 4°C en ambiente seco y
estratificacion, muestran diferencias significativas en el analisis estadistico global, pero
no en particular para cada una de las dosis de AG3 aplicadas. De este modo se puede decir
gue se obtienen datos que concuerdan con lo expuesto por Favarger (1953), para el que el
método de estratificacion mejora significativamente los porcentajes de germinacién
respecto de la refrigeracion, al contrario que Pérez-Garcia, et al. (2012), quienes exponen
la ausencia de esa mejora significativa, aunque en su caso se aplica sélo la dosis
hormonal de 1000 ppm. En este aspecto Aiello et al.(1998), realizaron unas pruebas
preliminares de refrigeracion y estratificacion tras las cuales el resultado fue que las
semillas Unicamente refrigeradas no germinaban después de dos meses de
almacenamiento, pero si las estratificadas, por lo que la refrigeracion por si sola, como
medida de tratamiento, fue desechada. Sin embargo, sin el uso de AG; Aiello et al. (1998)
obtuvieron una germinacion media, tras una estratificacion de 40 dias, del 76,6%, que
contrasta con el 0,2% del actual estudio tras tres meses de estratificacion (Figura 9). Por
lo tanto, con los datos actuales y los mostrados por los diferentes autores se observan
diferentes respuestas a estos tratamientos de conservacion; posiblemente esta diversidad
de resultados pueda ser explicada por diferencias genéticas, tamafio y aislamiento de las
poblaciones.

En semillas estratificadas durante un afio, los tratamientos hormonales con &cido
giberélico Unicamente permitieron obtener valores de germinacion significativos para
dosis altas de acido giberélico (1000 ppm), para poblaciones que mostraron elevada
capacidad germinativa en el afio 2011. En las poblaciones donde los resultados obtenidos
para el afio 2011 fueron bajos, para la anualidad 2012 los porcentajes de germinacion son
residuales, siendo estos inferiores al 15% o nulos (Figura 6). En relacion a estos
resultados Aiello et al. (1998), tras la conservacion de la semilla a temperatura ambiente,
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estas mostraron un descenso de su capacidad de germinacién desde el 75,5% a los 6
meses, al 43,7% a los 18 meses. Del mismo modo a los 30 meses ninguna de las semillas
germino, siendo estos resultados similares a los obtenidos por Barralis y Chadoeuf (1973)
y Galambosi (1996).

En las curvas de germinacion (Figura 15, Figura 16 y Figura 17) se observan diferencias
significativas cuando se utilizan distintas dosis de AG; en el pretratamiento de las
semillas. Estas diferencias, aunque no significativas en algunos casos, también se
muestran en cuanto a los tratamientos de frio y las diferentes poblaciones. En un ensayo
en condiciones muy similares (Pérez-Garcia et al., 2012), se pueden observar los
diferentes valores de tiempo medio de germinacion (TMG) para dos accesiones de G.
lutea L. y diferentes dosis de acido giberélico. Estos valores para la accesion denominada
41 estuvieron entre los 16,65 dias para la dosis de 100 ppm vy los 27,05 dias para 50 ppm,
estando dentro de este intervalo los valores medios para dosis de 500 y 1000 ppm. Para la
segunda accesion, denominada 52 los TMG fueron de entre 15,85 dias para 1000 ppm y
los 24,30 dias para 50 ppm. Los valores obtenidos en este estudio (Tabla 2) son
significativamente superiores, pero se observa la misma tendencia en cuanto a que se
disminuye el TMG cuando se aumenta la dosis de AG3 aplicada.

Millaku et al. (2012) también realizaron un ensayo practicamente idéntico donde analizan
los efectos de la estratificacion en frio y el uso del &cido giberélico sobre semillas
obtenidas de plantas de G. lutea L. de los Alpes Dinaricos (Albania), pero en este caso los
valores de TMG no son comparables ya que los tiempos son medidos a partir del inicio de
la germinacion y no de la siembra.

Las plantulas desarrolladas durante seis meses se vieron afectadas por la dosis de AG3
aplicada a las semillas, de modo que se aprecian diferencias significativas para los
caracteres longitudinales, como son la longitud de la hoja mas desarrollada del tercer par
de hojas comenzando por la base (L_HOJA) y la longitud del tallo (L_TALLO),
existiendo una relacion directa entre el valor de dichos caracteres y la dosis hormonal.

Este efecto negativo sobre el desarrollo de las plantulas de G. lutea L. debido a la
aplicacion de é&cido giberélico como tratamiento pregerminativo ya habia sido
mencionado por Bezzi et al. (1987), pero sin especificar las condiciones bajo las cuales
observaba esta respuesta negativa. En el presente estudio, teniendo en cuenta las
diferentes dosis utilizadas, esta reaccion adversa sélo se observa cuando se aplican dosis
de AGj; 0 superiores. Para estas dosis, de forma mayoritaria las plantulas presentan
habitos de crecimiento fuera de tipo, es decir, que su desarrollo no es semejante al que
muestran las plantas que se desarrollan de forma silvestre, mostrandose muy débiles,
pobremente desarrolladas y con una apariencia ahilada y, por lo tanto, son mas
susceptibles a bajas temperaturas, al ataque de insectos, a su rotura o desecacion.
Mientras, para las dosis bajas de AG3 (50 ppm y 100 ppm) la morfologia predominante en
las plantulas es muy similar a la observada en la naturaleza, donde estas estan formadas
por una roseta basal, al igual que otras plantas perennes cuyo habitat natural es la
montafa, protegiéndose asi de las condiciones climaticas adversas.
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Respuestas similares debidas a la aplicacién de acido giberélico se pueden observar en
diferentes estudios. Akca et al (2001) aplicando acido giberélico directamente sobre las
plantulas de nogal (Juglans regia) a dosis bajas (50-200 ppm), observaron efectos no
deseados como son hojas estrechas, clorosis e internudos elongados, eliminando con ellos
todas las ventajas que ofrece el uso de esta hormona. Esta sintomatologia es la misma
observada por las plantulas de G. lutea L. var. aurantiaca. Resultados similares son los
descritos por Souza et al. (2010), donde tras la aplicacion de AGs sobre las semillas de
alubia (Phaseolus vulgaris) observaron una reduccion del area foliar, del diametro del
tallo y un incremento de la altura de la planta.

En un trabajo sobre papaya (Carica papaya L.) Dhinesh Babu et al. (2010), sin describir
diferentes habitos de crecimiento, determinaron que la mejor dosis de &cido giberélico
como tratamiento pregerminativo para incrementar el porcentaje de germinacion, asi
como para obtener un mejor desarrollo y vigor de las plantulas de papaya, es de 100 ppm,
teniendo en cuenta que se aplicaron dosis de hasta 150 ppm, donde se empiezan a
observar efectos negativos del tratamiento hormonal.

En muchos otros cultivos los resultados obtenido mediante la utilizacion del &cido
giberélico como tratamiento pregerminativo evidencian efectos positivos, como los
realizados sobre maracuya (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg) (Couto dos Santos
et al., 2013), Kelussia odoratissima Mozaff (Amooaghaie y Valivand, 2011), tomate
(Solanum lycopersicum L.) (Balaguera-Lopez et al., 2009) o en lino (Linum usitatissimum
L.) (McKenzie y Deyholos, 2011), donde la aplicacién de &cido giberélico permite
regular positivamente el grosor y longitud del tallo, asi como la formacién del xilema y la
expansion de las fibras del mismo.

Con todo ello, parece logico pensar que aunque la respuesta que se obtiene cuando se
tratan semillas o plantulas de diferentes especies con acido giberélico es muy similar, las
dosis que promueven esta respuesta son variables, y por lo tanto en algunas de estas
especies el umbral a partir del cual se obtienen respuestas negativas son bajos, mientras,
en otras especies no se han llegado a observar estos efectos negativos debido a que su
tolerancia es superior a la dosis méaxima testada.
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6. CONCLUSIONES

e La aplicacion de acido giberélico como tratamiento pregerminativo durante 24
horas en semillas de G. lutea L. var. aurantiaca rompe la dormancia de éstas y
favorece el incremento del porcentaje de germinacion, el cual es mayor a medida
gue se incrementa la concentracién de dicha hormona en el tratamiento.

e Las semillas de G. lutea L. var. aurantiaca pierden su capacidad germinativa
rapidamente a partir del primer afio, de modo que para su multiplicacion, la
utilizacion de semillas dentro del primer afio aumenta el porcentaje de éxito y
reduce los costes de produccion.

e La estratificacion de las semillas, asi como la aplicacion de dosis de acido
giberélico de 100 ppm o superiores (500 o 1000 ppm) promueven una
germinacion rapida y agrupada de las semillas G. lutea L. var. aurantiaca en el
primer mes.

e La germinacion de las semillas se ve afectada por el tamafio de la poblacion, de
modo que las semillas recogidas de poblaciones grandes y no aisladas tienen una
capacidad germinativa elevada. Por otro lado, la capacidad germinativa de las
semillas de poblaciones aisladas y/o de tamafio reducido es menor, pudiendo
afectar a la supervivencia de estas poblaciones.

e La aplicacion de acido giberéelico como tratamiento pregerminativo promueve el
aumento de la longitud del tallo, asi como de las hojas de las plantulas de G lutea
L.var. aurantiaca, y este efecto es mayor cuando se incrementa la dosis de la
hormona, provocando el desarrollo de pléntulas fuera de tipo con escasas
posibilidades de sobrevivir.

e La aplicacién de dosis bajas de acido giberélico como tratamiento pregerminativo
durante 24h (50-100 ppm) proporciona plantulas con buenas caracteristicas para
su trasplante en ambientes de montafia,

e La aplicacién de 100 ppm de &cido giberélico como tratamiento pregerminativo
durante 24 h sobre semillas del afio produce una germinacion agrupada y el mayor
porcentaje de plantulas con adecuada morfologia para su trasplante en ambientes
de montafia.
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7. CONCLUSIONS

» The use of gibberellic acid for 24 hours on G. lutea L. var. aurantiaca seeds as
pregerminative treatment breaks its dormancy and promotes an increase in the
germination rate. The germination percentages are higher as the concentration of
this hormone increases.

e The seeds of G. lutea L. var. aurantiaca lose their germinative capacity quickly after
one year, so the use of seeds within the first year for multiplication purposes,
increases the success rate and reduces production costs.

e The seeds stratification, and the use of 100 ppm or higher doses ( 500 or 1000
ppm ) of gibberellic acid, promote a fast and grouped seed germination of G. lutea L.
var. aurantiaca in the first month.

e The germinative capacity of G. lutea L. var. aurantiaca seeds is affected by the
population size, so those seeds collected from large and not isolated populations
have a higher germination capacity. Furthermore, the lower germination capacity of
seeds from isolated and/or small size populations may endanger the survival of
these populations.

e The use of gibberellic acid as a pregerminative treatment promotes a length
increase on stem and leaves of G. lutea L. var. aurantiaca seedlings. This effect is
greater when the hormonal dose is higher, resulting in the development of off-type
seedlings with little chance of survival.

e The application of gibberellic acid low doses as pregerminative treatment for 24
hours (50-100 ppm) provides good quality G. lutea L. var. aurantiaca seedlings for
transplantation in mountain environments.

e The application of 100 ppm of gibberellic acid as pregerminative treatment for 24
hours on gentian seeds stocked less than one year, promotes a grouped germination
and the highest percentage of seedlings with adequate morphology for
transplantation in mountain environments
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CAPITULO IlI

1. INTRODUCCION

A lo largo de la historia, diferentes especies de plantas y animales han sido domesticadas,
permitiendo en el caso de las plantas su cultivo. Un claro ejemplo de ello es el tomate,
originario del oeste de Sudamérica, a lo largo de su costa y los Andes, desde el centro de
Ecuador, atravesando Per( hasta el norte de Chile, incluyendo las Islas Galadpagos
(Bergougnoux, 2014). Hoy en dia el tomate es uno de los vegetales mas consumido en
todo el mundo. Con ello, las diferentes especies, a través de la seleccion y mejora
genética han permitido que esta presion positiva dé como resultado mayores
productividades, calidades, e incluso plantas con nuevas caracteristicas, convirtiéndose
entonces en actividades que generan empleo y riqueza. Pero esto no ha sucedido con
todas las especies.

Existen especies de plantas no utilizadas de forma masiva, o cuyo valor econémico no ha
supuesto la busqueda del desarrollo de su cultivo. En general, estas plantas son aquellas
no consideradas como alimentos, con usos mas reducidos, como pueden ser usos
medicinales, aromaticos, etc. Estas utilizaciones, menores o residuales, han desembocado
en que dichas especies hayan sido recolectadas alla donde crecen de forma silvestre, de
modo que no se han cultivado o su cultivo se ha dado de forma localizada y reducida.

Aparte de la cuestion economica, existen otras causas que hacen que una planta no haya
sido cultivada hasta el momento, y estas causas, son debidas a las propias caracteristicas
de la planta, como pueden ser la dificultad de su multiplicacion y manejo, lento desarrollo
de las partes aprovechables, necesidades especiales de tipo edafico o climatico para su
cultivo, etc.

El aprovechamiento de los recursos naturales es posible cuando se hace de forma
sostenible, de modo que estos recursos no disminuyen, o al menos, no a numeros
peligrosos que pongan en riesgo su sustentabilidad. La modificacion de alguno de los
factores puede aumentar su demanda. Estos factores son: el aumento de la presion
demogréfica del ser humano, el descubrimiento de nuevos usos para el recurso, aumento
de su valor econémico o falta de otras actividades productivas méas rentables. El
incremento de la demanda puede romper este fragil equilibrio conllevando, en general,
nefastos desenlaces si no se pone remedio a tiempo. Estas actuaciones pasan primero, por
la proteccion del recurso, y segundo, por la produccion del mismo, ya sea a través de su
cultivo, en el caso de las plantas, o su cria para los animales.

En el caso de la Gentiana lutea L. se cumplen casi todas las premisas, ya que se trata de
una planta de alta montafia cuyo habitat es ciertamente especifico, requiriendo unas
condiciones edafoclimaticas exigentes, que en el caso de alguna variedad, como es la
Gentiana lutea L. var. aurantiaca, de forma natural sélo crece sobre suelos de origen
siliceo con valores de pH entre 3,8 y 4,7 (Gonzalez et al., 2012). Ademas, es de una
planta de dificil manejo hasta su establecimiento y, en la que producir nuevas plantulas a
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partir de semilla necesita de diferentes procesos sobre ellas, ya que presentan dormancia
(Aiello et al., 1998).

Con todo ello, el crecimiento de las raices, su parte aprovechada, es muy lento (Kurian
and Sankar, 2007, Sand et al., 2013), necesitando de al menos cinco o seis afios para
poder recolectarla obteniendo unos rendimientos aceptables. Algunos autores hablan de
hasta diez afios para poder ser recolectada.

Para la G. lutea L., su cultivo no es desconocido aunque si local. En uno de los trabajos
sobre el cultivo de la genciana (Bezzi et al., 1987) se nombra a Tukanov (1976), por sus
trabajos en la antigua Yugoslavia, y a Franz (Franz, 1981) en Alemania; haciendo
hincapié como los méas activos promotores del cultivo de la genciana tanto en el Institut
national de la recherche agronomique (I.N.R.A) y la empresa Pernod en Francia asi
como la Universidad de Monaco en Alemania.

Ademas de ellos, Barralis et al. (1978), realizaron estudios en Gentiana lutea L. sobre
germinacion, cultivo y técnicas culturales, mientras Franz y Fritz (1978) elaboraron un
amplio trabajo sobre el desarrollo de una metodologia de cultivo actualizada desde el
punto de vista horticola, econdmico y tecnolédgico. Posteriormente, Bezzi et al. (1987),
dentro del extenso proyecto “Piante Officinali” inscribieron el cultivo de la Gentiana
lutea L., realizando estudios para su cultivo efectivo, seleccionando ecotipos, asi como
cultivando el resultado de sus cruces y difundiendo el uso de esta planta en las haciendas
de montafia. Otros autores han realizado algun estudio sobre el cultivo de la Gentiana
lutea L. (Galambosi, 1996, Kusar and Baricevic, 2006), Gentiana lutea L. subsp.
symphiandra (Radanovic et al., 2012), pero hasta ahora nadie lo ha realizado utilizado la
Gentiana lutea L. var aurantiaca.

El cultivo de la genciana permite adaptar, de una manera mas o menos flexible, la
produccion a la demanda, siendo esta produccidn regular y homogénea en cuanto a
cantidad y calidad, ya que la edad de la raiz influye en la concentraciéon final de los
compuestos, como la amarogentina, la cual presenta mayores concentraciones en raices
jovenes (Aiello and Bezzi, 1998), y se distribuye principalmente en el cortex de la raiz,
por lo que ésta es mas abundante igualmente en raices jovenes (Leiton, 1996).

Si el cultivo regular se convirtiera en la principal fuente de obtencion de la raiz de
genciana, debido a su mayor calidad frente a raices obtenidas de poblaciones silvestres,
supondria el aumento de la riqueza para las zonas productoras, las cuales, como se ha
comentado anteriormente se restringen a ciertas zonas montafiosas donde la planta se
adapta, permitiendo en ellos la obtencion de buenos rendimientos.

Por todo ello el cultivo de la genciana, ademas de una nueva actividad econdémica, seria
una de las soluciones para que, de forma natural, esta volviese a poblar en mayor medida
los habitats montafiosos donde histéricamente se ha podido encontrar y, debido a la
recoleccion indiscriminada, se ha visto reducida a pequefias manchas aisladas.
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2. OBJETIVOS

El objetivo fundamental es conocer la respuesta al cultivo de G. lutea L. var. aurantiaca,
estableciendo para ello parcelas en diferentes localizaciones, dentro y fuera del habitat
natural de la planta,

Los objetivos concretos son:

e Conocer el efecto de diferentes épocas de plantacion (primavera y otofio) sobre el
establecimiento, el desarrollo, el rendimiento y la calidad del cultivo.

e Conocer el efecto de la fertilizacion sobre el desarrollo, el rendimiento y la
calidad del cultivo.

e Conocer el efecto de diferentes épocas de recoleccion (primavera y otofio) sobre
el rendimiento y la calidad del cultivo.

149






CAPITULO IlI

3. MATERIAL Y METODOS

3.1.SELECCION DE PARCELAS

A la hora de seleccionar las parcelas en las cuales establecer los diferentes ensayos de
cultivo de G. lutea L.var. aurantiaca, se han tenido en cuenta diferentes factores, de
modo que dichas localizaciones proporcionasen variabilidad respecto a ubicacion,
pendiente del terreno, caracteristicas edaficas y exposicién al sol, teniendo en cuenta que
G. lutea L. es una planta heliofila y que la variedad aurantiaca se desarrolla en suelos con
valores de pH muy bajos (Gonzalez et al., 2012). En total, se seleccionaron cuatro
parcelas diferentes, con diferentes caracteristicas, que permitieran analizar como estos
factores afectan al establecimiento y desarrollo de la genciana (Tabla 2), encontrandose
tres de ellas en zonas montafiosas, donde la genciana crece de forma silvestre, mientras
que la cuarta fue ubicada fuera de su habitat natural, con unas condiciones, tanto
climéticas como edaficas, alejadas de los valores en los que habitualmente se desarrolla la
genciana.

En la seleccion de todas ellas, un requisito imprescindible fue que dichas parcelas
pudiesen estar, en la medida de lo posible, vigiladas y protegidas de la entrada de ganado
u otros animales, como los jabalies, que pueden dafar las plantas, asi como de los
recolectores furtivos, por lo que se manejaron varias propuestas de miembros de
APROGEN, particulares o Juntas Vecinales.

Finalmente, dos de las parcelas seleccionadas se situaron en el municipio de Orallo
(Figura 1 y Figura 2), estando estas localizadas en la misma “brafia” pero en vertientes
contrapuestas, de modo, que la primera (CT1) se trata de una parcela con una ligera
pendiente, la cual recibe sol durante gran parte del dia, mientras que CT2 es una parcela
que Unicamente recibe el sol hasta primera hora de la tarde y presenta una pendiente
pronunciada (Tabla 2). La dltima parcela situada en el entorno montafioso (CT3, Figura
3), se localiza en el Puerto de la Magdalena, en el Término Municipal de Murias de
Paredes, con unas caracteristicas intermedias en cuanto a su exposicion y pendiente
respecto de las dos primeras (Tabla 2). Todas ellas fueron valladas utilizando postes de
madera y malla de alambre. Desde cada una de estas tres parcelas es posible visualizar
plantas de genciana creciendo de forma silvestre, por lo que las condiciones edaficas son
adecuadas para su desarrollo (Tabla 3).
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Figura 2: Detalle de la parcela CT2

Figura 3: Detalle de la parcela CT3
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Figura 4: Detalle de la parcela CT4

Por altimo, la parcela fuera del habitat natural de la G. lutea L. var. aurantiaca fue
ubicada dentro del recinto de la Escuela Superior y Técnica de Ingenieria Agraria (Figura
4), localizada a las afueras de la ciudad de Ledn (Tabla 2), donde las condiciones
edaficas, con mayor pH y arcilla (Tabla 3, Figura 5), difieren en gran medida de lo
encontrado alli donde crece la genciana de manera espontanea.

La climatologia para las diferentes parcelas (Tabla 1) difiere en gran medida de las tres
parcelas situadas en zonas montafiosas a CT4. Los dos datos a tener en cuenta
principalmente son las temperaturas y las precipitaciones.

Para las parcelas situadas en zonas de montafia (CT1, CT2 y CT3), los inviernos son
frios, mientras que los veranos son suaves y se consideran secos, pese a recibir, sobre
todo CT1 y CT2 més del doble de las precipitaciones que CT4. Estas zonas reciben
frecuentes nevadas en invierno que cesan a partir de abril. Las precipitaciones se reparten
de una forma mas o menos homogénea entre otofio, invierno y primavera, aunque CT3,
mas al sur recibe en torno a 500 mm de precipitaciones menos, con una reduccion de
estas precipitaciones mas marcada en primavera. Segun la “Clasificacion climatica de
Kdppen” la climatologia para las tres parcelas es “oceéanico verano seco” (Tabla 1).

La parcela CT4 se caracteriza por un clima seco, con inviernos frios y veranos calurosos
y secos, concentrandose la mayor parte de las precipitaciones en otofio e invierno, siendo
el total de las mismas de 513 mm, un valor escaso para permitir el desarrollo silvestre de
la genciana. Segun la “Clasificacion climéatica de Koppen” la climatologia para esta
parcela es “Atlantico” (Tabla 1).

153



PITULO 111

Tabla 1: Valores climéticos medios para las parcelas de cultivo http:/atlas.itacyl.es/visor.

Variable CT1 CT2 CT3 CT4
(Orallo) (Orallo)  (Murias de Paredes) (ESTIA (Ledn))

Temp. media anual (°C) 7,5 8,4 7,3 11,3
Temp. media enero (°C) 2,2 2,4 0,2 3,5
Temp. media febrero (°C) 2,4 2,8 1,7 5
Temp. media marzo (°C) 4,6 5,3 3,6 7,8
Temp. media abril (°C) 4,5 5,2 4,8 9
Temp. media mayo (°C) 7,9 8,8 7,4 12,4
Temp. media junio (°C) 12,8 13,8 11,7 17,5
Temp. media julio (°C) 14,6 15,8 14 20,2
Temp. media agosto (°C) 14,3 15,2 14,6 19,9
Temp. media septiembre (°C) 12,4 13,1 11,3 16,6
Temp. media octubre (°C) 8,6 9,2 7,2 12
Temp. media noviembre (°C) 4,5 4,9 4,3 7,3
Temp. media diciembre (°C) 2,9 3,1 1,2 4,4
Temp. media min enero (°C) -1,7 -1,3 -3,2 -0,9
Temp. media max julio (°C) 22 23 24,1 28,3
Dia Gltima helada primavera 20 mayo 17 mayo 29 de mayo 26 de abril
Dia primera helada de otofio 10 octubre 12 octubre 1 de octubre 30 de octubre
Prec. media anual (mm) 1574 1603 1052 513
Prec. media primavera (mm) 407 414 260 130
Prec. media verano (mm) 175 177 128 72
Prec. media otofio (mm) 479 486 336 156
Prec. media invierno (mm) 401 449 325 154
N° dias sin precipitacion 126 128 114 73
Prec. media enero (mm) 154 163 105 51
Prec. media febrero (mm) 131 134 83 35
Prec. media marzo (mm) 122 128 84 30
Prec. media abril (mm) 134 141 88 43
Prec. media mayo (mm) 126 131 98 53
Prec. media junio (mm) 75 74 61 32
Prec. media julio (mm) 48 50 37 17
Prec. media agosto (mm) 48 49 34 21
Prec. Media septiembre (mm) 85 89 70 36
Prec. Media octubre (mm) 172 186 143 60
Prec. Media noviembre (mm) 191 199 140 56
Prec. Media diciembre (mm) 191 205 138 56
Clasificacion climética de Csh Csh Csh b

Koppen

Temp: Temperatura media minima anual; Prec: Precipitacion; Csh: oceanico, verano seco; Cfb: atlantico. Datos
obtenidos
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Figura 5: Detalle de las grietas caracteristicas del terreno en CT4 debido a la contraccion de las arcillas

Tabla 2: Localizacién de las parcelas experimentales de cultivo de G. lutea L.var. aurantiaca. Sistema geodésico de
referencia. ETRS89.

Parcela Longitud (O) Latitud (N) Altitud (m) Exposicién Pendiente

CT1 6°21°21,64’"  43°00°46,62” 1418 0-SO 5,4%
CT2 6°21°37,41°  42°59°27,14” 1291 E-NE 19,0%
CT3 6°12°57,37°  42°52°12,37" 1437 N-NE 8,4%

CT4 5937°24,64’°  42°34°59,64” 819 4 vientos (O) 0%

La eleccion de la localizacion CT2, responde a la existencia de un namero considerable

de poblaciones de genciana que se desarrollan en este tipo de condiciones, como se puede
observar en la Figura 6.

Figura 6: Imagen de una poblacion de G. lutea L. var. aurantiaca en una ladera con una pendiente superior al 40% en
el municipio de La Cueta (Babia, Ledn)
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3.2. ANALISIS DE SUELO

El andlisis de los suelos ha sido realizado por el Laboratorio de técnicas Instrumentales de
la Universidad de Leon. Para el analisis de las muestras de suelo se utilizaron los métodos
oficiales de analisis propuestos por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién
(1994).

Tabla 3: Analisis de suelos de las diferentes parcelas experimentales de cultivo de G. lutea L.var. aurantiaca y de 42
poblaciones silvestres.

Variable G. lutea L.var.

CT1 CT2 CT3 CT4 aurantiaca (silvestre)
Media Intervalo (ppm)
Textura (%) F-A F-A F-L/F-A F F/IF-AJF-L
Arena (%) 56 68 48 30 55,1 38,00-74,00
Limo (%) 42 30 50 46 41,05 20,00-56,00
Arcilla (%) 2 2 2 24 3,81 2,00-12,00
pH (Extraccion en agua) 5,70 6,20 4,46 7,34 4,18 3,57-4,99
Carbonatos (% caliza) Ip Ip Ip <0,87 Ip
Materia organica (%) 8,16 9,06 11,86 469 17,90 9,14-36,24
Nitrogeno Total (%) 0,45 0,47 0,63 0,42 0,65 0,33-1,90
Relacion C/N 10,59 11,29 10,93 6,43 1311 10,09-17,07
P (Olsen) (ppm) 8,34 5,64 16,71 8,62 5,81 0,56-34,18
Ca (cmol(+)kg™) 9,11 14,07 1,09 20,42 1,75 0,17-6,02
Mg (cmol(+)kg™) 2,66 1,83 0,30 3,15 0,46 0,18-0,76
K (cmol(+)kg™) 0,14 0,06 0,35 0,20 0,79 0,13-2,20
Na (cmol(+)kg™) 0,04 0,08 0,02 0,12 0,07 0,00-0,21
CIC (cmol(+)kg™) 13,15 18,31 4,95 26,52 6,79 3,56-15,43
Mn (ppm) 44,57 9,53 35,48 12,88 0,42 0,11-1,40
Fe (ppm) 115,90 86,13 216,83 85,79 416,89 0,32-1175
Cu (ppm) 1,31 0,76 0,65 513 6511 0,35-371,90
Zn (ppm) 1,18 0,44 2,97 1,13 5,62 0,02-21,91
B (ppm) 0,36 0,36 0,56 1,62 0,41 0,15-0,87
Conductividad (dS/m) 0,07 0,12 0,08 0,11 0,05 0,01-0,30

Texturas: F: Franca; F-L: Franco-Limosa; F-A: Franco-Arcillosa
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Figura 7: Localizacion y entorno de las diferentes parcelas en de cultivo de G. lutea L. var. aurantiaca
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3.3.DISENO EXPERIMENTAL

En el establecimiento de las diferentes parcelas de cultivo, el marco de plantacion
utilizado fue de 0,6 x 0,3 m siendo 0,3 m la distancia entre plantas, siendo la densidad de
plantacién de 55555 plantas por hectarea.

Los factores a evaluar han sido la fertilizacién (o ausencia de la misma), época de
trasplante (primavera y otofio), llevando a cabo un disefio factorial de 2x2 en bloques al
azar, con cuatro repeticiones.

3.4. MATERIAL VEGETAL

Previamente a la eleccion de la ubicacion definitiva de las parcelas experimentales, se
realizd una labor de multiplicacion con el fin de producir la planta necesaria para los
consecutivos trasplantes (Figura 8), ya que la genciana es una planta de muy lento
desarrollo. Teniendo en cuenta, que su via de reproduccion es principalmente sexual, en
2006 Federico Varela Nieto (INIA), con la colaboracion de miembros de APROGEN,
recolectaron semillas provenientes de capsulas maduras en diferentes localizaciones.

En las poblaciones en las cuales se recogié la semilla, ésta fue obtenida de al menos diez
plantas seleccionadas de manera aleatoria. Las plantas seleccionadas estaban separadas al
menos cinco metros unas de otras para evitar muestrear la misma planta, ya que debido al
desarrollo de la raiz de genciana, es posible que varias tallos florales, distantes unos de
otros, correspondan a la misma planta. Las plantas utilizadas en los ensayos agrondmicos
fueron obtenidas de una poblacién silvestre situada en el Puerto de la Magdalena, en el
término municipal de Murias de Paredes. Esta poblacion se extiende por los alrededores
de la parcela de cultivo CT3 cuyas coordenadas se pueden observar en la Tabla 2.

La multiplicacion de estas plantas comenzd en primavera de 2007 y se realizé en el
Vivero Forestal de la Junta de Castilla y Leon (Valladolid). Esta multiplicacion se llevé a
cabo en bandejas forestales, en una mezcla de turba rubia y turba negra.

A AN S

Figura 8: Detalle de las plantas de G. lutea L. var. aurantiaca de dos savias listas para su trasplante
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3.5. TRASPLANTE

La primera partida de plantas de genciana, fue utilizada para establecer un primer
trasplante en primavera de 2008 para la parcela de la ESTIA. En 2009, las plantas de
genciana, ya con dos savias, se trasplantaron a cada una de las cuatro parcelas (Figura 9),
realizando dos trasplantes, uno en primavera (primera semana de junio) y otro en otofio
(ltima semana de septiembre).

Cada uno de esos trasplantes consistio la implantacion de 240 plantas distribuidas en
cuatro filas de 60 plantas cada una. Previamente al trasplante, las parcelas se
acondicionaron adecuadamente mediante una labor de volteo, con arado de vertedera, y
posterior pase de rotavator.

e d 2 i |

Figura 9: Detalle de la parcela CT3 tras laboreo y primer trasplante

3.6.ESTABLECIMIENTO Y SUPERVIVENCIA DE LA PLANTAS

Al inicio de cada afio, después del deshielo se llevé a cabo un recuento de las plantas
supervivientes en cada unidad experimental

3.7.FERTILIZACION

La genciana es una planta poco exigente a nivel de nutrientes y ademas suele presentarse
en suelos con las caracteristicas adecuadas para su desarrollo, siendo la dosis anual mas
utilizada la que consiste en 40-100 kg/ha de N, 60-80 kg/ha de P,Os y 120-150 kg/ha de
K;0. (Aiello and Bezzi, 1998)

Para conocer las diferencias en el desarrollo de las raices, en la mitad de cada una las
repeticiones para las diferentes parcelas, se ha utilizado un fertilizante compuesto
comercial. Este fertilizante ha sido el NITROFLOWER de la empresa PRODUCTOS
FLOWER S.A., el cual tiene la siguiente formulacién: N: 12%; P,0s: 12%, K,0: 18%,
MgO: 2%; SOs: 22%, B: 0,1%. La aportacion de este fertilizante se realizé anualmente al
inicio de la actividad vegetativa (aproximadamente mayo), afiadiendo 12 g de dicho
compuesto alrededor de cada una de las plantas, evitando en todo momento que el
fertilizante estuviese en contacto con cualquier parte de la planta, impidiendo las
quemaduras quimicas por contacto (Figura 10).

160



CAPITULO IlI

Figura 10: Detalle de la aportacion de fertilizante realizada anualmente

3.8. MANTENIMIENTO

Anualmente, las parcelas fueron limpiadas de malas hierbas mediante la utilizacion de
una desbrozadora (Figura 11), para demostrar la viabilidad de cultivo de la genciana con

un minimo laboreo y minimo coste. En el caso de la parcela CT4 el nimero de desbroces
fue de tres debido al mayor desarrollo de malas hierbas.

Figura 11: Detalle de la limpieza de la parcela de cultivo de genciana mediante el uso de una desbrozadora.

Figura 12: Detalle de la parcela CT3 previamente a la siega de malas hierbas en primavera.
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Figura 13: Detalle de la parcela CT3 después de la siega de malas hierbas en primavera.

De igual manera en las diferentes visitas a las parcelas se observaron detenidamente las
plantas en busqueda de posibles afecciones ya fuese por insectos, hongos, bacterias, etc.
Cuando se recogieron muestras de plantas de genciana enfermas o insectos que pudiesen
constituir una amenaza para ellas, para su identificacion, se ha contado con la ayuda del
Laboratorio de Plagas y Enfermedades Vegetales de la Universidad de Leon presente en
la Escuela Superior y Técnica de Ingenieria Agraria (ESTIA).

3.9.RECOLECCION DE MUESTRAS

Para la realizacion de las recolecciones, se seleccionaron dos momentos claves del ciclo
vegetativo de la genciana. El primero, es el inicio de la actividad vegetativa (primavera),
cuando las plantas de genciana movilizan las reservas de las raices para que las yemas, en
estado latente, empiecen a desarrollarse de nuevo, dando lugar a nuevas hojas. El
segundo, se da lugar entre el fin del verano y el inicio del otofio, cuando la genciana inicia
su parada vegetativa, perdiendo su parte aérea, la cual se va secando poco a poco a partir
de la finalizacion de la floracion, periodo en el cual la planta envia todas las reservas a las
raices, engrosandose y preparandose para el paso del invierno.

Conocido el numero de las plantas supervivient