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Dentro del Catalogo Valenciano de Especies de Flora Amenazadas, Frangula
alnus subsp. baetica ha sido incluida dentro de la categoria de “En Peligro de
Extincion”. Esta especie cuenta con muy pocas poblaciones dentro del
territorio valenciano, unicamente se conocen 5 nucleos con un total de 22
individuos de origen natural que se situan en diferentes parajes, donde ademas
los ejemplares estan dispersos y sin posibilidad de producir facilmente semillas.
Asi, desde la aprobacién del Decreto 70/2009 han sido varios los trabajos que
se han comenzado para la conservaciéon de esta especie tanto in situ como ex
situ.

Los trabajos de conservacion in situ han consistido por una parte en el refuerzo
poblacional de algunas de las poblaciones mejor conocidas, y por otro lado la
creacion de nuevos nucleos poblacionales entre los conocidos para aumentar
la conectividad y numero de efectivos en el medio natural. Aunque este ultimo
punto ya ha sido abordado en un informe anterior titulado “Trabajos de
conservacion con Frangula alnus subsp. baetica en la Comunidad Valenciana”
elaborado a partir de la comunicacién presentada en el Ill Congreso Nacional
de Biodiversidad celebrado en Granada en 2011, sera también abordado en un
futuro informe. No obstante, adelantamos que en la actualidad el numero total
de ejemplares introducidos es de 391, en un total de 21 poblaciones, de las
cuales al menos 8 se han instalado con éxito y las plantas producen flores y
frutos.

En lo que respecta a los trabajos ex situ, cabe destacar los destinados a la
produccion de material vegetal de reproduccién a partir de diferentes técnicas.

1. Multiplicacion in vitro a partir de explantos procedentes de ejemplares
naturales

2. Creacion de bancos de clones

3. Establecimiento de huertos de progenies con planta madre
productores de semillas

4. Germinacion de semillas a partir de la produccion ex situ

En todos los casos, la produccion de material vegetal ha seguido las pautas
indicadas en el anteproyecto del Plan de Recuperacion de esta especie (para
mas informacién: Pablo Ferrer: flora.cief@gva.es). Estas pautas consisten
basicamente en varios niveles de trabajo que se han realizado a lo largo del
tiempo desde 2009:

NIVEL 1a: Manejo s6lo de material de una linea clonal procedente de un
nucleo poblacional.

NIVEL 1b: Manejo de varias lineas clonales procedentes de varios
nucleos poblacionales.

NIVEL 2: Manejo de material procedente de origen sexual, obtenido a
través de semillas, de diferentes nucleos poblacionales.
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NIVEL 3: Manejo de material procedente de Castilla-La Mancha, de
origen sexual o asexual.

NIVEL 4: Manejo de material procedente de Andalucia, de origen sexual
o asexual.

Ejemplares_plantados
LUGAR

Bamranco Pefias del P astor 3 gjemplares
Bamranco de la particion 8 ejemplares
Ca=za de Lo= Bafioz 13 ejemplares

El Retorno 60 ejemplares

Fuente de laz Doncellaz 4 ejemplarez
Jard;n Institute de Jalance 1 ejemplar
Jard;n Residencia 3* edad 1 ejemplar
MR el Caroche 3 ejemplares

Manantial P efia de fuente 2 ejemplares
M argen Embarcaderos 31 gjemplares
Mirazol 3 ejemplares

Otonel Bamranco de laz Doncellas 16 ejemplares
Pefia Azul 4 ejemplares

Rio Jicar, Jalance 41 ejemplares

Tollo del Amor 4 ejemplares
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Figura 1. Algunas de las nuevas poblaciones de F. alnus subsp. baetica implantadas
en el medio natural dentro de espacios Red Natura 2000.
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Multiplicacién in vitro a partir de explantos procedentes de ejemplares
naturales

Desde el IVIA se ha realizado la produccién de plantulas de esta especie a
partir de la multiplicacién in vitro en diferentes fases a lo largo de los ultimos
anos. En un primer momento se utilizaron explantos de individuos presentes en
las poblaciones naturales, el primer ejemplar clonado fue el 1aCB procedente
de la poblacién Casas de los Banos (Jalance, Valencia). En una segunda fase
de produccion se multiplicaron los clones 18MPF, 2BMPF, 3MPF y 48MPF
procedentes de la poblacion Manantial Pefia de la Fuente (Jalance, Valencia).
Posteriormente se ha mantenido la linea de produccion de estos 5 clones
pertenecientes a dos poblaciones (de un total de 5 poblaciones naturales
conocidas) a partir de clones mantenidos en las instalaciones del CIEF vy
también del IVIA.

La metodologia utilizada para la produccion in vitro por parte del equipo del
IVIA ha sido la siguiente: Esterilizacion con hipoclorito sodico al 1% durante
diez minutos, seguido de tres lavados con agua estéril. Una vez esterilizado
superficialmente el material, se aislaron las yemas axilares y terminales y se
colocaron en el medio de cultivo que estaba suplementado con 1 ml/l (v/v) de
PPM (Plant Preservative Mixture), (Plant Cell Technology, Washington. D.C.),
para reducir la contaminacion. La siembra se realizé en tubos de ensayo que
contenian 25 ml. de medio. El medio de cultivo utilizado fue el WPM
suplementado con 1 mg/l de benciladenina, 30 gr/l de sacarosa y 8 gr/l de agar.
El medio se esterilizé durante 15 minutos a 121°C después de ajustar el pH a
5'7.

Figura 2. Produccion in vitro de F. alnus subsp. baetica y aclimatacion de las plantulas
obtenidas antes de ser repicadas y endurecidas en contenedores forestales.



K GENERALITAT

X

VALENCIANA

Establecimiento de huertos de progenies con planta madre productoras
de semillas

A partir de material producido in vitro se han confeccionado varios bancos de
clones y un huerto de progenies con planta madre. Este huerto productor de
semillas sera nutrido en sucesivas fases de regeneracion y enriquecimiento de
planta a partir de material producido de semilla obtenida por las propias plantas
madre en estos anos asi como de material de origen vegetativo producido a
partir de material de las poblaciones naturales.

En el CIEF se mantiene un huerto con plantas procedentes de diferentes
poblaciones naturales valencianas (Tabla 1), lo que ha aumentado la cantidad
de semillas fértiles, algo que en la naturaleza que esta muy mermado creemos
que por la falta de polen y numero de efectivos poblacionales. Por otro lado, un
segundo huerto productor se ha confeccionado a partir de material valenciano y
plantas de origen andaluz. Este huerto experimental se mantiene en las
dependencias del CIP-El Palmar, y las semillas unicamente son estudiadas y
ensayadas con fines experimentales, ya que son de gran utilidad para la
comparaciéon y evaluacion de la calidad de los cruces entre material
unicamente valenciano (estudios fitness). Este huerto ha producido en 2012 un
total de 627 frutos y 1417 semillas. Un tercer huerto se mantiene en el Centro
de Recuperaciéon de Fauna de El Saler, en este caso con material solo de
procedencia andaluza.

Creacion de bancos de clones

Huerto productor instalado en el CIEF

Procedencia material Total

Clon 1 aCB 114
Clon 1BMPF 195
Clon 2BMPF 181
Clon 38MPF 195
Clon 4BMPF 203

Clon 1,2,3,4 BMPF (mixto) 15

Clon BTL Tranco del Lobo 18
Total 939

Huerto productor instalado en La Granja
Procedencia material Total
Planta de Cadiz 56

Huerto productor instalado en CIP-El Palmar
Procedencia material Total
1 aCB (6 plantas) + Cadiz (6 plantas) 12
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Tabla 1. Produccion de semillas de F. alnus subsp. baetica en el huerto de
progenies del CIEF en 2011 y 2012.

Calle 1 Calle 2 Calle 3
Clon 1 Clones 1, 2, 3 y 4. Clon 1
Casa de los Banos aCB Manantial Pefa de la Fuente | Casa de los Bafios aCB
BMPF
Origen: In vitro IVIA Origen: Estaquillado Origen: In vitro IVIA
Fecha de plantacion Fecha de plantacion Fecha de plantacion
18-4-2011 21-10-2010 20-9-2011
1aCB 1 BMPF
2011 =0 2011 =0 2(1)1“2(3131
2012 =0 2012 =13 -
1aCB 2 BMPF
2011 = 1 2011=0 2(1)1“20532
2012 =0 2012 = 3 -
1aCB 3 BMPF
2011 = 4 2011 = 2 2(1)1“2C_BO
2012 =0 2012 = 222 -
Fecha de plantacion 2‘(1) 1B1Mf§8 1aCB
18-1-2010 5012 = 63 2012 =8
1aCB 1 BMPF
2011 = 430 2011 =4 B
2012 =0 2012 = 478
1aCB 2 BMPF
2011 = 536 2011=9 AaB
2012 = 178 2012 = 122
1aCB 3 BMPF
2011 = 187 2011=7 2(1)1“20530
2012 =2 2012 = 123 -
1aCB 4 BMPF
2011 = 41 2011 = 29 2(1)1“20?0
2012 =0 2012 = 507 -
201 10(5251 Fecha de plantacion 1 aCB
201210 18-4-2011 2012 =0
1aCB 1 BMPF
2011 = 83 2011=0 S
2012 =0 2012 = 442
1aCB 1 BMPF
2011 = 53 2011=0 o 3CB
2012 =0 2012 =24
1aCB 1 BMPF
2011 = 46 2011 =0 2(1)1“2(3132
2012 =0 2012 = 89 -
1aCB 1 BMPF
2011 = 11 2011=0 B
2012 =0 2012 =35
1aCB 1 BMPF
2011 = 62 2011=0 2(1) 1°2C_B7
2012 =0 2012 = 31 -
1aCB 1 BMPF 1aCB
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2011 =40 2011 =0 2012=0
2012=0 2012 =69
1aCB 4 BMPF
2011=6 2011=7 B
2012=0 2012 =11
1aCB 14CB
2011=0 2012 =0
2012=0
1aCB
2011 =0
2012=0
1aCB
2011 =1
2012=0
TOTAL 2011 TOTAL 2011
Totales= 1852 frutos Totales= 136 frutos TOTAL 2012
Totales= 99 frutos
TOTAL 2012 TOTAL 2012
Totales= 180 frutos Totales= 2232 frutos

Figura 3. Huerto de clones productores de semillas con genotipos procedentes de
varias poblaciones valencianas mantenido en las instalaciones del CIEF.
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Estudio, caracterizacion y germinacion de semillas a partir de la
produccion ex situ

La extraccion de las semillas es complicada, algunos autores recomiendan un
despulpado suave y secado en calor (30-40°C) durante 1 o 2 dias hasta que se
observa la separacion de las semillas de las cubiertas que las protegen. En
nuestro caso, al tratarse de recolecciones pequefnas, optamos por la extraccion
de las semillas de manera manual despulpando mediante compresion al poco
tiempo de la recoleccion para evitar la desecacion.
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Figura 4. Frutos y semillas de F. alnus subsp. baetica obtenidos de los huertos de
semillas mantenidos en el CIEF.

Figura 5. Método empleado en el despulpado y limpieza de semillas de F. alnus
subsp. baetica.
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Descripcion del fruto y de la semilla

FRUTO
Dimensiones (mm x mm)
(X+ S.D.) 6,161 £ 0,615 x 6,049 + 0,571
Color y forma Negro brillagrlilig:a madurez,
Peso (g) de 100 unidades
(Xt S.D.) 18,886 + 0,636
SEMILLA
Dimensiones (mm x mm)
(X+SD) 4,597 + 0,243 x 4,101 £ 0,217
Color y forma Gris anaranjado, obovadas
Peso (g) de 100 unidades
(X£ S.D.) 1,622 + 0,186

Las semillas una vez ha finalizado la fase de deshidratacion han sido
encapsuladas en viales de vidrio transparente cerrados herméticamente,
capaces de garantizar durante largo tiempo la preservacion del germoplasma.

Figura 6. Tipo de viales empleados para la conservacion de semillas de F. alnus
subsp. baetica a corto plazo (derecha) y a largo plazo dentro de la coleccion base
(izquierda).
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Tabla. 2. Lotes conservados en el Banco de Germoplasma del CIEF de F. alnus
subsp. baetica obtenidos de los huertos semilleros del CIEF (todas plantas madre
proceden en este caso de ejemplares de las poblaciones valencianas de Jalance).

Id i . Procedencia Fecha_ hie=0 N.o Pes_o
especie recoleccion | total (g) | semillas | 100 semillas (g)
V711 | V198A |[Clona CB 30-ago-10 | 0,073 5 1,460
V797 | V198B |[Clon a CB 14-jun-11 8,036 571 1,406
V815| V198C |Clon a CB + Cadiz 14-jun-11 | 42,093 2209 1,905
Esqueje de Pie 1
V819 | V198D-1 | Clon B MFP 29-sep-11 0,163 11 1,481
Esqueje de Pie 2
V819 | V198D-2 | Clon B MFP 29-sep-11 0,690 40 1,725
Esqueje de Pie 3
V819 | V198D-3 | Clon B MFP 05-oct-11 1,573 98 1,605
Esqueje de Pie 4
V819 | V198D-4 | Clon B MFP 29-sep-11 1,955 111 1,776
V893 | V198F |Clon a CB + Céadiz | 06-jun-12 104*
Esqueje de Pie 1
V894 | V198G-1 | Clon B MFP 07-jul-12 1638*
Esqueje de Pie 2
V894 | V198G-2 | Clon B MFP 07-jul-12 204*
Esqueje de Pie 3
V894 | V198G-3 | Clon B MFP 07-jul-12 513*
Esqueje de Pie 4
V894 | V198G-4 | Clon B MFP 07-jul-12 1005*
V895| V198H |Clon a CB 26-jun-12 339*

* Todavia en producciéon. Se indica solamente el numero de semillas recolectadas hasta la
fecha de edicion de este informe.
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Experiencias de germinacién ensayadas

Se realizaron varios ensayos de germinacién ya que los test estandar
realizados previamente segun las recomendaciones consultadas en la
bibliografia y aplicados a nuestros lotes no dieron resultados positivos (ver
tabla).

Para todos los ensayos realizados se ha seleccionado al azar una muestra del
total del lote y se disefaron varias experiencias con el fin de aumentar la
permeabilidad de las cubiertas de las semillas y permitir el flujo de fluidos hasta
el embridén hasta alcanzar niveles suficientes de humedad como para provocar
su germinacion. La lectura de la germinacion fue diaria y segun fueron
germinando las semillas se retiraron y se repicaron a macetas de 8 cm de
diametro para ser posteriormente cultivadas y viverizadas en las instalaciones
del CIEF.

Figura 7. Tipo de placas de Petri utilizadas en algunos de los ensayos realizados con
semillas de F. alnus subsp. baetica e imagenes de semillas germinando.
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Tabla. 3. Lotes de semillas testados en el Banco de Germoplasma del CIEF de F.

alnus subsp. baetica a partir del material obtenido del cultivo ex situ.

Temperatura % Tiempo Inicio Ultima
Pre-tratamientos . . .. T50 (dias) ensayo . .. . ..
y fotoperiodo | Germinacion (dias) germinacion | germinacion
(dias) (dias)
[o]
Imbibicién 24 horas | 20 c—12/12h 0 ; 90 ; ;
luz/oscuridad
Escaldado 20°C_12/12h 0 ) 90 ) )
Imbibicién 24 horas luz/oscuridad
(o]
Imbibicién 24 horas | 20/10°C_24h 0 ; 30 ; ;
oscuridad
Escaldado 20/10°C_24h 0 ) 30 ) )
Imbibicién 24 horas oscuridad
Escaldado o
Imbibicion 24 horas. | 2010°C_24h | g5.74 | 121403 50 6 39
; oscuridad
Corte en la cubierta
24h Imbibicion
Lijado suave o
Estratificacion en frio 2%’31&%5;“ 75£01 | 13,6+ 1,41 50 5 41
(4 °C_60 dias)
Corte en la cubierta
10 min 98% H,SO,4
Imbibicion 24 horas o
Estratificacion en frio | 29/19°C_24N | 67 5, 353 | 885+ 0,35 50 5 44

(4 °C_30 dias)
Corte en la cubierta

oscuridad

50 —

45 1

40 +

35 +

30 +

25 +

20 +

15 +

10 +

Germinacion diaria (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 121314 15 16 17 18 1920 21 2223242526272829303132333435363738394041424344454647484950

118

+ 80

+ 60

1 40

+20

Tiempo (dias)

-+ 100

Germinacién acumulada (%)

Figura 8. Curva de germinacion del protocolo por el que se ha obtenido mayor

porcentaje de germinacion de las semillas de F. alnus subsp. baetica.
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En los ensayos en los que no se obtuvieron germinaciones se realizaron
posteriormente con las mismas semillas ensayos de viabilidad mediante el test
de tetrazolio, y se obtuvo el 100% de viabilidad, lo que indica un buen estado
de los embriones en todos los casos. La no germinacion en estos ensayos
puede ser explicada por la falta de cierto pretratamiento, no siendo suficiente
un escaldado, ya que otros ensayos realizados después con semillas
pretratadas (estratificacion, lijado de cubiertas, cortes e incisiones en las testas)
han dado muy buenos resultados de germinacién (ver Tabla)

Figura 9. Semillas de F. alnus subsp. baetica tefiidas en la prueba de viabilidad de
tretazolio.
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Produccién asexual mediante multiplicacion de estaca

Produccion de material manchego, poblaciéon Tranco del Lobo (Casas de
Ves, Albacete). Se ha establecido una linea de colaboracion entre el Servicio
de Espacios Naturales y Biodiversidad, y el Banc de Llavors Forestals CIEF de
la Generalitat Valenciana y la Direccién General de Areas Protegidas y
Biodiversidad de la Consejeria de Agricultura y Medio Ambiente de Castilla-La
Mancha para la produccion de material vegetal de reproduccidn a partir de la
poblacion manchega de esta especie sita en Casas de Ves (Albacete)
denominada Tranco del Lobo. Esta poblacion resulta de gran interés debido a
la proximidad que tiene con las poblaciones valencianas, por el gran numero de
plantas y su situacion geografica, posicionada al norte y aguas arriba de todas
las poblaciones valencianas.

Entre los objetivos planteados para trabajar con esta poblacion destacan los
siguientes: 1) El estudio de la capacidad reproductiva de esta especies en el
Levante peninsular ibérico a través del cultivo ex situ de diferentes progenies
(valencianas y manchegas). 2) La multiplicacion de material vegetal de
reproducciéon mediante el cultivo in vitro y mesa de cultivo a partir de esquejes
para reforzar el huerto de planta madre asi como los bancos de clones que se
mantienen en las instalaciones del CIEF. 3) El abastecimiento para futuros
trabajos de conservacion con esta planta desarrollados por el Servicio de
Espacios Naturales y Biodiversidad, y el Banc de Llavors Forestals del CIEF,
asi como por la Direccidn General Areas Protegidas y Biodiversidad de la
Consejeria de Agricultura y Medio Ambiente de Castilla-La Mancha.

Figura 10. Mesa de cultivo utilizada para la produccion de planta a partir de estacas
procedentes de la poblacién manchega Tranco del Lobo.
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PRODUCCION DE MATERIAL VEGETAL

Origen: Poblacion Tranco del Lobo (Casas de Ves, Albacete)

Condiciones de cultivo y de la estaca: Mesa de cultivo con sustrato de turba:perlita: (50%/50%) y 252C, 24h. La estaca se
hace de 25 cm de longitud, con el corte en flauta (452) en la parte superior y recto (902) en la inferior. Toda la estaca se
ha sumergido en una dilucion de indolbutilico al 50% durante 20 segundos y después se ha lavado con agua.

Origen Estaca_Ejem_1 | Estaca_Ejem_2 Estaca_Ejem_3 | Estaca_Ejem_4 | Estaca_Ejem_5 | Estaca_Ejem_6
Fecha de
recoleccion 2-2-2012 2-2-2012 2-2-2012 2-2-2012 2-2-2012 2-2-2012
Fecha de
cultivo 3-2-2012 3-2-2012 3-2-2012 3-2-2012 3-2-2012 3-2-2012
30SX)J 30SXJ 30SXJ 30SXJ 30SXJ 30SXJ
UtTM 0645416 0645408 0645402 0645319 0645333 0645390
4341213 4341218 4341214 4341202 4341196 4341186
JALD, ELL, JALD, ELL, JALD, ELL, JALD, ELL, JALD, ELL, JALD, ELL,
Recolectores | PPFG,PG, MP, | PPFG,PG, MP, | PPFG,PG, MP, | PPFG,PG, MP, | PPFG,PG, MP, | PPFG,PG, MP,
AAG, SB AAG, SB AAG, SB AAG, SB AAG, SB AAG, SB
Clon Clon 1 BTL Clon 2 BTL Clon 3 BTL Clon 4 BTL Clon 5 BTL Clon 6 BTL
Numero de
estaca por 33 26 45 27 16 40
clon en
cultivo
. Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con Sin
Tratamiento
corte | corte corte corte corte | corte | corte | corte | corte | corte | corte | corte
Ne Estacas 17 16 13 13 22 23 14 13 8 8 20 20
Supervivencia
5-2-2012
Numero 2 3 0 1 0 0 3 5 0 1 6 0
estacas
enraizadas
% Enraizado 11,76 | 18,75 0 7,69 0 0 21,46 | 38,46 0 12,5 30 0
% Media por 15,255 3,845 0 29,96 6,25 15
clon
% Media por
tratamiento: 10,536
Con corte
% Media por
tratamiento: 12,9
Sin corte
Supervivencia
1-7-2012 Mantenemos un total de 18 plantas vivas
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Resultados fase de rizogénesis en mesa de cultivo: El Clon 3 BTL no ha
enraizado en ningun tipo de tratamiento. El Clon 2 BTL y Clon 5 BTL no han
enraizado con la prueba de corte, y el Clon 6 BTL no ha enraizado sin cortar. El
Clon 6 BTL con el tratamiento de corte es el que mayor numero de estaca
enraizada presenta, con un total de 6 estacas enraizadas (30%) respecto del
total de las 20 estacas que fueron cultivadas. El Clon 1 BTL y Clon 4 BTL son
los que mejores datos medios han proporcionado, y han enraizado estacas
tanto con el tratamiento de corte como sin él. El porcentaje medio  de
enraizamiento con la prueba de cortes es de 10,536% y sin corte de 12,9%.
Con la prueba de corte han enraizado estacas de 3 clones (Clon 1 BTL , Clon
4 BTL , Clon 6 BTL ), y sin corte han enraizado estacas de 4 clones (Clon 1
BTL, Clon 2 BTL, Clon 4 BTL, Clon 5 BTL),

Conclusiones

1. La mezcla de individuos procedentes de las diferentes poblaciones
valencianas cultivados ex situ en un mismo huerto de progenies ha
aumentado significativamente la produccion de semillas.

2. Las semillas obtenidas a partir de plantas cultivas ex situ tienen una
viabilidad del 100%, obtenida mediante ensayos de tetrazolio.

3. Varios pretratamientos aplicados a las semillas (escaldado, corte de la
cubierta, estratificacion en frio 30 dias, aplicacion de acido sulfurico) en
condiciones de 20/10°C y total oscuridad producen elevados porcentajes
de germinacién, siempre mayores al 65%.

4. En la multiplicaciéon vegetativa a partir de estaca es un método eficaz y
rapido de obtencion de planta. Con este método se consigue el mismo
porcentaje de rizogénesis a partir de estaca tratadas con corte en la
corteza que sin corte.

5. El mantenimiento de ex situ en huertos semillero y procedentes de
diferentes poblaciones se muestra como una método muy rentable para

la produccion de semillas para realizar trabajos de restitucion en campo
con esta especie.

Servicio de Espacios Naturales y Biodiversidad

Agosto, 2012



