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RESUMEN

Este trabajo se ha centrado en el estudio de la germinacion de semillas de tres especies de
interés en los saladares valenciano: Thalictrum maritimum, Centaurea dracunculifolia y
Linum maritimum, con el fin de determinar el tiempo Util de su almacenamiento en el
banco de semillas de los Viveros del Servicio Devesa-Albufera del Saler. Asi mismo se
ha procedido a realizar una serie de protocolos para testar la viabilidad de las semillas,
como para establecer un método Optimo de pretratamiento de las semillas en caso de
obtener porcentajes bajos de germinacién. La finalidad de este trabajo es de elaborar unas
recomendaciones préacticas para ahorrar esfuerzos ala hora de obtener nuevas plantas para

las labores de reintroduccion vy refuerzo de poblaciones dentro de los ecosistemas del
Parque Natural de la Albufera de Valencia.

Los resultados obtenidos indican que las semillas de T. maritimum y C. dracunculifolia
tienen un periodo corto de viabilidad a temperatura ambiente, de no mas de tres afios. En
cambio, las semillas de L. maritimum mantienen unos elevados porcentajes de
germinacion durante un periodo de 10 afios. En relacion a la velocidad de germinacidn,
solamente se nota una disminucién en L. maritimum en las semillas mas antiguas. El
ensayo de vitalidad efectuado en la especie con peores resultados de germinacion, T.
maritimum, concuerda con los resultados de germinacion en placas Petri. Para mejorar la
germinacion de esta especie se recomienda la escarificacion de las semillas como
pretratamiento 6ptimo.

Un mayor numero de semillas de las especies estudiadas han germinado en las placas

Petri que en la siembra directa en sustrato.

Palabras clave: Bancos de semillas, Centaurea dracunculifolia, Linum maritimum
porcentaje de germinacion, Thalictrum maritimum, velocidad de germinacion, viabilidad.

Summary

This work has focused on the study of the seed germination of three species of interest in
the Valencian salt marshes: Thalictrum maritimum, Centaureadracunculifolia and Linum

maritimum, in order to determine the useful storing period in the seed bank of The
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Nurseries of the Devesa-Albufera Service of the Saler. Also, a series of protocols have
been carried out to test the viability of the seeds, and to establish an optimal method of
pretreatment of the seeds in case of obtaining low percentages of germination. The
purpose of this work is to elaborate practical recommendations to save efforts in the work

devoted to obtaining new plants for reintroduction and reinforcement of populations
within the ecosystems of the Natural Park of the Albufera of Valencia.

The results indicate that the seeds of T. maritimum and C. dracunculifolia have a short
period of viability at room temperature, of no more than three years. In contrast, the seeds
of L. maritimum maintain a high germination percentage during a period of 10 years. In
relation to the germination velocity, a decrease was noticed only in L. maritimum older
seeds. The vitality test carried out on the species with the worst germination results, T.
maritimum, agrees with the results of germination in Petri dishes. To improve the
germination of this species it is recommended the scarification of the seeds as an optimal

pretreatment.

A higher number of seeds of the studied species have germinated in the Petri plates than
in the direct sowing in substrate.

Key words: Seed banks, Centaurea dracunculifolia, Linum maritimum, germination

percentage, Thalictrum maritimum, germination rate, seed viability
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1. ANTECEDENTES

La vegetacion de las malladas

Los saladares representan ecosistemas Unicos, muy especializados, con una alta
productividad primaria, y que albergan una enorme biodiversidad floristica y faunistica.
Los saladares litorales tienen un valor ecologico afiadido puesto que representan areas de
hibernacion de aves acuaticas (Simas et al., 2001). Estos ecosistemas son también
econdmicamente importantes ya que pueden ser utilizados como criaderos para varias

especies de peces y crustdceos (Dijkema et al., 1990; Reed, 1990).

Las zonas costeras valencianas, dominadas por playas arenosas, de grava o de restinga se
caracterizan por la frecuencia de “mallades” (depresiones entre dunas, en la toponimia
local), marjales y albuferas, donde las diferencias en la textura, salinidad o el grado de
humedad del suelo condicionan la presencia de una vegetacidon muy peculiar (Costa y
Boira, 1981).

En el pasado estos tipos de habitats se han visto muy castigados, ya que debido al temor
al paludismo se les consideraba como lugares insalubres. Desecacion, construccion y
contaminacién de las aguas han sido los principales factores causantes de la pérdida de
estos interesantes ecosistemas. Otro factor para tener en consideracion es el hecho de que
la franja costera de la Comunidad Valenciana soporta practicamente la totalidad de la
actividad agricola, gran parte de la actividad industrial y grandes nucleos de poblacidn,
junto con una enorme presion turistica. La combinacién de todos estos factores ha
sometido a estos ecosistemas a grandes impactos, provocando la degradacion de muchos
de ellos. La Dehesa de El Saler, en el Albufera de Valencia, se puede considerar como
una de las areas afortunadas por sus circunstancias historicas. Como La Albufera y su
dehesa pertenecieron a la corona real desde el siglo XIlI, el uso de este espacio estuvo
sometido a fuertes restricciones. Por este motivo este espacio natural llegd hasta el
principio del siglo XX, momento en el que pasé a ser propiedad del Ayuntamiento de
Valencia, sin grandes alteraciones. La mayor agresion sufrida por este territorio se
produce entre las décadas de 1960 y 1970, debido a un gran proyecto de urbanizacion
(ejecutado parcialmente) y que afectd de forma muy negativa a todos los habitats
existentes en esta zona. Sin embargo, los mas afectados fueron los primeros cordones
dunares, que se destruyeron por completo, y con su arena se rellenaron las malladas para

crear amplias zonas urbanizadas e infraestructuras; esto provoco la falta de inundacion
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natural de estas depresiones interdunares durante la estacion hdmeda, alterando su
funcionamiento  hidrolégico. Ademéds, en muchas malladas se plantaron especies
aléctonas. Este conjunto de agresiones provocO una reduccion o pérdida de las
caracteristicas especificas originales del habitat, asi como la reduccion de las poblaciones
de numerosas especies de interés y la desaparicion completa de algunas especies
vegetales; asi, nueve especies se han extinguido localmente (ocho de ellas estan incluidas
en el Catalogo Valenciano de Especies Amenazadas, y cuatro en la Lista Roja de la
UICN).

La situacion, afortunadamente, ha cambiado en las Ultimas décadas, cuando comenzo a
considerarse el gran valor ecoldgico de estos habitats. Desde principios de los afios 80, el
Servicio Devesa-Albufera del Ayuntamiento de Valencia ha realizado actuaciones y
estudios encaminados a la regeneracién de los ecosistemas de la Devesa de La Albufera.
La actuacibn mas destacada con relacion a las malladas ha sido la regeneracion
geomorfolégica de muchas de ellas, y estdn en marcha programas de conservacion y

recuperacion de la vegetacion halofila en las mismas.

La flora de los marjales y saladares litorales valencianos incluye taxones de gran interés,
algunos endémicos o amenazados (Laguna, 1998), lo que ha llevado a que gran parte de
los que aun se mantienen sin alteraciones mayores sean hoy espacios protegidos. De
hecho, todas las lagunas costeras han sido propuestas como LICs (Lugares de Interés
Comunitario) para integrarse en la red Natura 2000 como ZECs (Zonas de Especial
Conservacion) o ZEPAs (Zonas de Especial Proteccion para las Aves). En particular, los
héabitats 1150 (Lagunas costeras) and 1510 (Estepas salinas mediterraneas, Limonietalia),
relacionadas intrinsecamente con los saladares, son considerados prioritarios por la
legislacion europea (Council Directive, 1992). Ademés, muchas microreservas, algunas
dedicadas a la proteccion de la vegetacion halofila, también se localizan en estos
humedales (Laguna, 2003).

La vegetacion de las malladas incluye especies estructurales, que constituyen las
comunidades tipicas de saladar, como la asociacion Puccinellio festuciformis-
Arthrocnemetum fruticosi en las zonas mas saladas, o los herbazales halohidrofilos
(Carici extensae-Juncetum maritimi; Schoenus—Plantaginetum crassifoliae) en las zonas
mas externas donde la salinidad es menor (Costa y Boira, 1981). Estas especies tienen un
papel fundamental en las estructuras de estas comunidades vegetales, pero son bastante
homogéneas entre los diferentes territorios y relativamente abundantes. Lo que confiere
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gran individualidad y un valor afiadido a estos ecosistemas son las especies diferenciales,
que aparecen con menor frecuencia, pero justamente son aquellas de las que depende la
singularidad de cada mallada. En el territorio de referencia para este proyecto, muchas de
estas especies son endémicas (algunos endemismos valencianos exclusivos) o muy raras,
amenazadas o incluso, como se ha mencionado anteriormente, han desaparecido del

territorio del Parque Natural, aunque siguen presentes en otros saladares valencianos.

Las tres especies incluidas en este estudio pertenecen ala categoria funcional de especies

diferenciales de las malladas valencianas.

e Thalictrum maritimum L. de la familia Ranunculaceae, es un endemismo
valenciano.

e Linummaritimum L. es una especie litoral de la familia Linaceae, presente en el
Sur de Europa y Norte de Africa.

e Centaurea dracunculifolia Dufour es un endemismo iberolevantino.



2. CONSERVACION EX SITU -BANCOS DE GERMOPLASMA

La metodologia mas eficiente para la conservacion de las especies vegetales es proteger
sus habitats, lo que se denomina conservacion in situ. Sin embargo, debido a las
dificultades que la proteccion in situ conlleva, en la gestion de especies vegetales se
recurre cada vez a los métodos de conservacion ex situ (Conway, 1988; Ashton, 1987).

La conservacion ex situ es, segin la FAO (2014), la conservacion de la diversidad
bioldgica fuera de su habitat natural. Las alternativas de conservacion ex situ de plantas

se pueden agrupar en dos tipos:

- Jardines Botanicos

- Bancos de Germoplasma

2.1. JARDINES BOTANICOS

Segin Wyse Jackson y Sutherland (2000), los jardines bot&nicos son instituciones que
poseen colecciones de plantas cultivadas, bien documentadas, que se orientan a la
investigacion cientifica, la conservacion, la exposicion publica y la educaciéon. Se podria
decir que también son bancos de germoplasma, pero con unas caracteristicas diferentes,
ya que cuando se crearon no buscaban una variabilidad genética intraespecifica, sino un

propdsito de clasificacion taxondmica.

2.2. BANCOS DE GERMOPLASMA

Tradicionalmente la conservacion ex situ de especies vegetales estaba basada en el
mantenimiento de especies singulares en los jardines botanico. A lo largo del tiempo, se
entendid que simples colecciones consistiendo en un tan s6lo uno o pocos individuos de
los taxones de interés no representa la mejor forma de conservacion y se planted la forma
de aumentar la variabilidad genética de las colecciones a través de los bancos de
germoplasma. Hoy dia cientos de jardines botanicos tienen sus propios bancos de
germoplasma, conservando mas de la tercera parte de las especies silvestres del planeta

(Iriondo Alegria, 2001). Los bancos de germoplasma no existen solamente en los jardines
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botanicos, muchas administraciones han implementado esta metodologia de
conservacion. En Valencia colecciones de semillas (esporas) de especies silvestres de
interés, endémicas o amenazadas estan ubicadas en el Banco de Germoplasma del Jardi
Botanic de la Universitat de Valencia (BGJBUV), los cultivos in vitro de especies
amenazadas en el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) o en el Banco
de Germoplasma de la Flora Silvestre Valenciana el Centro para la Investigacion y
Experimentacion Forestal de la Comunitat Valenciana (CIEF). Como ejemplo de los
resultados alcanzados solamente en el CIEF en la actualidad se conservan més de 2.700
accesiones de 755 especies silvestres, y se conocen de manera exhaustiva sus protocolos

de germinacion (Ferrer Gallego et al., 2013).

Los bancos de germoplasma se pueden definir como centros destinados a la conservacion
de recursos genéticos con las condiciones necesarias para prolongar sus vidas (FAO,
2014), es decir, es una coleccién de materiales genéticos que son recogidos directamente
de las plantas en forma de semillas, fragmentos de plantas o tejidos y estan destinados a
la propagacion vegetativa. Pueden ser de cuatro tipos, bancos de semillas, bancos de
polen, bancos de clones y bancos de conservacion in vitro. Su objetivo principal es
preservar la diversidad genetica de las especies vegetales, a la vez que sirven de seguro
contra los desastres naturales o antropolégicos, que pudieran tener lugar en los espacios
donde se realiza la conservacion in situ, a la vez que es imprescindible adquirir el

conocimiento necesario para cultivar las especies amenazadas y sus requerimientos
ecologicos (Cuevas, 1988)

Los bancos de germoplasma son una valiosa herramienta para poder llevar a cabo la
preservacion ex situ, tanto como accidn preventiva, como de conservacion de la

diversidad vegetal o incluso como respuesta urgente ante a la extincion de especies 0
poblaciones (Bacchetta et al., 2008).

Es de suma importancia que en los bancos de germoplasma se mantenga la viabilidad, la
calidad y la integridad genética de las muestras de semillas, garantizando a su vez que las
muestras que se distribuyen y conservan estén libres de enfermedades como bacterias,

virus, hongos o insectos, transmitidas por semillas y plagas reglamentadas.

Gracias a los acuerdos y obligaciones que se adoptaron en la Cumbre de la Tierra de Rio

de Janeiro en 1992 se introdujo la conservacién de semillas de plantas silvestres raras o



en peligro de extincion, ya que antes los bancos de germoplasma estaban destinados solo

a la conservacion de especies con interés alimentario.

2.3.

BANCOS DE SEMILLAS

Dentro de la categoria amplia de bancos de germoplasma los mas frecuentes son los

bancos de semillas. Las funciones basicas de los bancos de semillas se pueden resumir

de la siguiente manera:

Asegurar la provision de lotes de semillas, de buena calidad y origen conocido, de
especies vegetales de interés forestal.

Procurar la conservacion de lotes de semillas de especies de interés forestal,
mediante el uso de técnicas que prolonguen lo méximo posible la longevidad de
las muestras.

Gestionar y regular la calidad de los materiales forestales, asi como de los recursos
genéticos.

Por este motivo es importante que, las muestras aceptadas tengan una alta
viabilidad en el momento de la recoleccion, evitando asi la adquisicion de semillas
dafiadas o diseminadas en el suelo. (Pagina Web Generalitat Valenciana).

Por otro lado, algunas de las actividades mas importantes que se realizan en los bancos

de semillas con relacién a las muestras son:

1.

Recoleccion: La recoleccion se realiza aplicando las técnicas més adecuadas para
cada una de las especies, teniendo en cuenta ademas la distribucion, ecologia y
caracteristicas bioldgicas del taxén. Es imprescindible, por lo tanto, seguir unos
protocolos minimos y unas pautas para el desarrollo de esta actividad,
garantizando asi una mayor efectividad en la viabilidad y longevidad del
germoplasma (Bacchetta et al., 2008)

Secado y almacenamiento: Las semillas deben secarse hasta el contenido de
humedad adecuado, y a continuacién es preciso que las muestras se guarden en
recipientes herméticos para su almacenamiento (FAO, 2014).

Control de la viabilidad de las semillas: Dicha actividad se realiza con el proposito

de detectar la pérdida de la viabilidad de las muestras.
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4. Caracterizacion: Segin la FAO (2014), entendemos caracterizacion como la
descripcion del germoplasma vegetal. Es importante tener el mayor nimero de
conocimientos sobre el germoplasma que se conserva.

5. Documentacién: Es necesario que la informacion y los datos obtenidos en los
bancos de semillas, referentes a la conservacion y el uso del material, sean
registrados en una base de datos.

Segun las necesidades especificas de cada especie, se estableceran unas condiciones
climaticas determinadas para alargar la longevidad de las semillas.

Ademas, se ha visto que el almacenamiento de semillas a largo plazo es una operacion
simple y econdmica en cuanto al uso de recursos humanos, tecnologia, infraestructuras y
gastos de mantenimiento (Maxted et al. 1997); ya que las semillas estan adaptadas a la
dispersion en el tiempo, y tienen la capacidad de permanecer viables largos periodos de
tiempo (Chin, 1994).

El banco de germoplasma del servicio Devesa-Albufera es un banco de semillas, que
almacena a corto plazo semillas de especies propias de la Comunidad Valenciana. Se
caracteriza por sus condiciones de temperatura ambiente destinado, principalmente, a la
produccion de plantas para el refuerzo de poblaciones, més que a la conservacion del
material genético, por lo que tanto la viabilidad como el periodo (til de almacenamiento
de material genético se ve muy reducido en el tiempo. La obtencion del material vegetal
para las repoblaciones es una de las primeras necesidades para poder asegurar la
recuperacion de los habitats degradados. Con este objetivo la Oficina Técnico del servicio
Devesa-Albufera puso en funcionamiento un vivero para la produccion del material
vegetal necesario para la restauracion de la cubierta vegetal. A lo largo de este tiempo se
ha ido ampliando el nimero de especies que son producidas y se han completado las
instalaciones, teniendo en cuenta la conservacion de la diversidad genética local. Por este
motivo se han ido incrementado las colecciones de semillas  recogidas en el parque
natural. Actualmente el banco de semillas cuenta con més de 170 especies diferentes de
la Devesa y la Albufera, entre las que se encuentran practicamente la totalidad de las

especies caracteristicas de los ecosistemas importantes.

La gestion del banco de semillas del servicio Devesa- Albufera es un ejemplo de
complementacion entre programas de conservacion ex Situ y conservacion in situ

almacenando a medio y corto plazo germoplasma representativo de las poblaciones. En
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este sentido este banco de semillas ejerce su funcion como etapa intermedia, para producir
fuera del habitat nuevos ejemplares, que posteriormente realimenten el trabajo de
conservacion en el medio natural. Solamente la aplicacion sinérgica de la conservacion
in situ y ex situ puede asegurar una buena gestion de las especies amenazadas (Hernandez
Bermejo y Clemente, 1994; Laguna, 1998).
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3. OBIJETIVOS

El mayor problema del banco de semillas de los Viveros Municipales del Servicio
Devesa-Albufera del Saler, es el reducido espacio que tienen destinado al
almacenamiento y conservacion de material genético. Ante esta problematica, se ha
decidido analizar la viabilidad de las semillas procedentes de colecciones de varios afios
de tres especies diferenciales de las malladas valencianas. Las tres especies estan
presentes en la zona del parque, pero sus poblaciones son bastante reducidas. Por este
motivo requieren una monitorizacion y la disponibilidad de semillas con buena capacidad
germinativa, para los posibles reforzamientos poblacionales.

3.1. Objetivo general

El principal objetivo de este trabajo ha sido determinar la capacidad germinativa y la
viabilidad de las semillas de tres especies, Thalictrum maritimum, Linum maritimum y
Centaruea dracunculifolia, presentes en los sistemas de malladas del Parque Natural de

la Albufera, con el fin de optimizar el espacio destinado al banco de germoplasma.

3.2.  Objetivos especificos.

Los objetivos hacia los que se ha enfocado el trabajo son:

1. Determinar la capacidad germinativa de las semillas de diferentes afios almacenadas
en el banco de semillas.

2. Determinar la viabilidad de las semillas a lo largo de los afios y cuando estas ya no
son Optimas para seguir almacenandolas.

3. Establecer uno o varios protocolos de germinacion que aseguren un mayor porcentaje
de éxito de germinacion.

13



4. ESPECIES SELECCIONADAS

Las especies seleccionadas viven en sistemas de malladas, por lo que su interés botanico

reside en la capacidad que tienen de vivir en condiciones de encharcamiento y su
resistencia a cierta salinidad en el agua.

Ademéds, las tres especies seleccionadas son plantas hal6fitas (Lidon et al., 2009) que se
definen por tener la habilidad de completar su ciclo de vida en concentraciones de sal de
al menos 200mM NaCl en condiciones similares a las que se podrian encontrar en el
medio natural (Flowers et al., 1986; Flowers y Colmer, 2008), es decir, que son plantas

especificas de ecosistemas salinos, que toleran, ademas, concentraciones salinas que
matan al 99% de otras especies (Flowers et al., 1986).

Las halofitas crecen en diferentes tipos de héabitats, como por ejemplo en zonas salinas

humedas, estuarios, saladares litorales o de interior, lagunas costeras, marjales o malladas.

e Thalictrummaritimum L. (familia Ranunculaceae)

Es una especie endémica del litoral Valenciano y esta catalogada como wvulnerable tanto
en la Lista roja de la Flora Vascular, como en el Catalogo Valenciano de Especies de

Flora Amenazadas. S6lo una de las cuatro poblaciones conocidas cuenta con un nimero

de individuos significativo, y concentra el 95% de los efectivos de la especie (Lidon et
al., 2009).

Figuras la y 1b T. maritimum L. con detalle de la planta y de la inflorescencia.
Fuente: Floracatalana.net
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e Linummaritimum L. (familia Linaceae)

Es una especie de litoral, que aparece en suelos salinos acompafiando al anterior, pero no

tiene categoria UCIN.

Figura 2. L. maritimum L. con detalle de la inflorescencia. Fuente: Floracatalana.net

e Centaurea dracunculifolia Dufour (syn. C. jacea L. subsp. dracunculifolia
(Dufour) A. Bolos y O. Bolos) (familia Asteraceae)

Es un endemismo iberolevantino, y esta catalogado con la categoria UICN LR/NT
(Menor riesgo /Casi amenazado)
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Foto: José Quiles

Figuras 3ay 3b C. dracunculifolia Dufour con detalle de la inflorescencia. Fuente:
Florasilvestre.es
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. MATERIAL

Para el estudio se han empleado semillas almacenadas en el banco del Servicio Devesa-

Albufera, recogidas en diferentes en los afios indicados en la Tabla 1.

Las semillas proceden de recolecciones anuales de frutos en el campo. Después de su

limpieza, las semillas se secan mediante la utilizacion de gel de silice hasta un 5% de

humedad, en cdmaras herméticas y a temperatura ambiente. El almacenamiento de las

semillas se realiza en bolsas estancas de plastico, almacenadas en una habitacion que

cuenta con un aparato de aire acondicionado que impide que la temperatura pueda superar

los 18°C.

Tabla 1. Relacion de las semillas de diferentes afios empleadas en los protocolos de

germinacion.

T. maritimum

L. maritimum

C. dracunculifolia

2016
2015
2014
2013
2010
2009
2005
2001
2000
1997
1991

2016
2015
2014
2011
2007
2006
2004
2003
2002
2001
1993

2016
2015
2014
2013
2012
2011
2010
2005
2000
1995
1991
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52. METODOS

Ensayos previos y desinfeccion de las semillas

El estudio se ha empezado con unos ensayos previos de germinacion de las semillas més
recientes. En primer lugar, se ha detectado el problema de contaminacion por hongos de
las semillas.  Para solucionar este problema se han probado varios métodos de
esterilizacibn que no afecten a la capacidad germinativa de las semillas. Se empezé
desinfectando las semillas durante 5 minutos con detergente comercial para vajillas enun
bote estanco agitando fuerte, pero no se bajo el porcentaje de semillas contaminadas. Se
probo la desinfeccion durante 5 minutos con el mismo detergente mas 5 minutos de
agitado fuerte con lejia comercial. Los resultados mejoraron, pero aun se mantenia un
porcentaje elevado de la contaminacién en las placas (méas del 50% de las semillas). por
lo que se decidi6 ampliar el tiempo de agitado con lejia a 10 minutos, lo que ya

proporciono unos buenos resultados.

Otro método de desinfeccion de semillas que se probd fue mediante agua oxigenada,
dejando las semillas en un agitador durante 24 horas sumergidas en H202 con una
concentracion del 3%, lo que tampoco dio muy buenos resultados. Considerando también

el tiempo requerido para este método se descarto.

Ensayos de germinacion

Los ensayos han sido realizados en placas Petri estdndar (didmetro 9cm) con una capa de
algodon estéril y dos capas de papel de filtro al que se le afiadian 25 ml de agua milliQ
(agua esterilizada dos veces). El nimero de semillas empleado ha sido de 20 semillas por
placa, con tres replicas (placas) por cada especie y cada afio.

Una vez preparadas las placas se llevaron a una camara de germinacion (Equitec, modelo
EGCHS HR), donde permanecen por un periodo de 30 dias, con un fotoperiodo de 16
horas de luz y una temperatura de 30° C, y 8 horas de oscuridad y 20° C. Se realiza un
seguimiento de la germinacion comprobando en nimero se semillas germinadas cada dos

o tres dias. Se considera germinada una semilla cunado emerge la radicula y adquiere un
tamafio de unos 2 0 3 mm.
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Figura 4. Detalle de la temperatura y humedad de la camara de germinacion.
Pretratamiento de las semillas para estimular la germinacion

Como los resultados obtenidos en los ensayos previos en T. maritimum indicaban una
baja capacidad germinativa se ha recurrido a varios métodos de pretratamientos,
habitualmente utilizados para estimular la germinacion (Asl etal., 2011; Yiicel y Yimaz,
2009). Los pretratamientos se han aplicado Unicamente en la especie T. maritimum.

Escarificacion quimica

Las semillas se han sumergido en acido sulfirico (H2SO4)con una concentracion del 96%

durante veinte segundos en Erlenmeyer, después se enjuagaron con abundante agua
destilada, se desinfectaron y se pusieron en las placas Petri.
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Escarificaciéon mecénica

Para este método se ha empleado una lija de grano muy fino con la que se han frotado los

aquenios hasta abrirlos y extraer la semilla, después se ha procedido a desinfectarlas y a

transferirlas en las placas Petri.

Figura 5. Semillas de Thalictrum maritimum sin escarificar (A) y escarificada (B).

Tratamiento con acido giberélico (AG3)

Tras la previa desinfeccion de las semillas estas son colocadas en una placa Petri y se
cubren con una dilucion de AGs de 200 ppm y se mantienen a temperatura ambiente
durante 24 horas.

Siembra en sustrato

Para la siembra en sustrato (50 % turba, 25% perlita, 25% vermiculita) se han utilizado
lotes de semillas del 2016 para las tres especies, estas se han desinfectado y se han

sembrado sin ningun tipo de pretratamiento, con el Unico objetivo de ver el tiempo vy la
capacidad de germinacién en condiciones diferentes de las anteriores.
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Figura 6. Detalle de semillas de Centaurea dracunculifolia germinando.

Ensayos de viabilidad de las semillas

Este ensayo solo se ha realizado con semillas de T. maritimum, la especie mas
problemética, parapoder obtener unos resultados mas concluyentes. En él se ha procedido
aescarificar las semillas para separarlas de la cubierta, después con la punta de un punzén
se han raspado las semillas dejandolas en un vaso de precipitados con agua durante 24
horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se cuelan y se ponen de nuevo en el
vaso de precipitados con una disolucion de Tetrazolio al 1% de concentracion y se
incuban en una estufa a 30°C otras 24 horas en oscuridad.

Una vez terminado el ensayo, habra que separar las semillas en dos categorias, viables
sin defectos y no viables. Las semillas viables con defectos, se reconocen lesiones del
embrion que es un limite critico al concepto de viabilidad y se clasifican como viables
con defectos severos, y viables con defectos leves. De esta forma se termina el analisis
del lote y se determina el valor de la viabilidad por Tetrazolio. (Craviotto y Arango, 2005)
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Figura 7. Detalle de una semilla no tefiida (A) y otra tefiida (B).

Tratamiento de los datos

Los porcentajes de germinacion se han calculado como medias de las tres replicas por
cada especie, afio y tratamiento. Se ha estimado la velocidad de germinacién mediante la

formula del tiempo medio de germinacibn MGT (Mean Germination Time) descrita por
Ellis y Roberts (1981).

MGT = h Ni*.Ti
Z Ni
Siendo nj el nimero de semillas germinadas en cada toma de datos v tj el tiempo en dias

de la toma de datos desde el comienzo de la prueba.

Par calcular la significancia de las diferencias entre accesiones o pretratamientos en caso
de T. maritimum asi como entre la germinacion de los diferentes afios de las tres especies

se ha aplicado un ANOVA de un factor, después de la previa transformacion de los datos.
El andlisis estadistico se ha efectuado con el programa Statgraphics Centurion.
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6. RESULTADOS

Durante el estudio se han realizado diferentes pretratamientos en los ensayos de
germinacion, aunque no ha sido necesario para las semillas de Linum y Centaurea, que
han funcionado bien en control tras una simple desinfeccion, pero si que ha sido
imprescindible para Thalictrum, el cual presentaba muchos problemas en control por
contaminacién de hongos Yy ha sido necesario idear distintos ensayos hasta establecer el

método mas efectivo para estimular la germinacion de las semillas.

6.1. GERMINACION EN PLACAS PETRI

6.1.1. Thalictrum maritimum

e Pretratamientos del Thalictrum maritumum

Debido a los problemas de germinacién vistos en el T. maritimum se ha procedido a
realizar diferentes pretratamientos para averiguar el que mejor resultados da en la
germinacion. Para ello se han empleado semillas de los dos afios mas recientes, que son
los del 2015 y 2016, las cuales se han sometido a escarificacion quimica, escarificacién
mecénica y un tratamiento con acido giberélico y han sido comparadas con una muestra
en control. Estos resultados han sido analizados mediante un Anova de un factor a un
nivel de confianza del 95% y en las Figuras 8 y 9 se muestran los resultados de
germinacion para las semillas del afio 2016 y en las Figuras 10y 11 paras las semillas del
afio 2015.

En cuanto a las semillas del afio 2016, se puede observar que el mayor porcentaje de
semillas germinadas se alcanza mediante la escarificacion mecanica, llegando a alcanzar
casi un 60% de éxito, siendo ademas su evolucion la més rapida, como se puede observar
en la Figura 9. Sin embargo, como la Figura 8 muestra, mediante la escarificacion quimica

y el tratamiento con acido giberélico no se llega a alcanzar el 50% de semillas germinadas.
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Figura 8. Porcentaje final de germinacion en funcion del pretratamiento de las
semillas de 2016 en la especie Thalictrum maritimum. Las diferentes letras indican
diferencias significativas a un nivel de confianza de 95%.

24



100 -~
90 -
80 A
70 A
60 -
50 -
40 A m—
30
20 -
10 A

Semillas germinadas (%)

-

4 6 8 11 13 15 18 20 22 25 27 29 32 34
Numero dias
e |\leCaniCa == GA3 Quimica

Figura 9. Evolucion de la germinacion en las semillas del afio 2016 en funcion del

pretratamiento para la especie Thalictrum dracunculifolia.

Por otra parte, como podemos observar en las Figuras 10y 11, con las semillas del afio
2015, el mayor porcentaje de semillas germinadas se alcanza mediante el mismo método
que con las semillas del afio 2016, que es la escarificacion mecéanica. Sin embargo, cabe
destacar que en comparacién con las semillas del afio 2016 los pretratamientos de
escarificacion quimica y acido giberélico dan unos resultados mucho menores, no
llegando a alcanzar ni el 30% de semillas germinadas.
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Figura 10. Variacion del porcentaje final de germinacion en funcion del
pretratamiento de las semillas de 2015 en la especie Thalictrum maritimum. Las

diferentes letras indican diferencias significativas a un nivel de confianza de 95%.
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Figura 11. Evolucién de la germinacion en las semillas de 2015 en funcién del

pretratamiento para la especie Thalictrum maritimum.
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e Escarificacion mecéanica

Como hemos observado en las Figuras 8 - 11, el pretratamiento que mejor resultado ha
dado es la escarificacion mecénica. Por este motivo, se han tratado los lotes de semillas
mediante esta forma. En la Figura 12 se observa el porcentaje final de germinacion con

su andlisis estadistico y la grafica representada en la Figura 13 muestra la evolucion de la
germinacion.

Los resultados que se muestran en las Figuras 12 y 13 reflejan que el mayor éxito en la
germinacion se obtiene con el lote del 2016 siendo la germinacién menor conforme la
antigliedad de las semillas, sin embargo, es en el afio 2013 donde la germinacion cae por
debajo del 50% de éxito.

Por Ultimo, en las graficas podemos observar que las semillas son viables a partir del afio
2010, siendo los resultados de germinacion de los afios anteriores nulos.

100,0 -
90,0 A
80,0 A
70,0 A

C
60,0 A1

T b
bc
T
50,0 1
40,0 1
30,0 A
20,0 A d
10,0 A
0,0

2016 2015 2013 2010 2009 2005 2000

Semillas germinadas (%)

Anos

Figura 12. Porcentaje final de germinacion de semillas de varios afios de Thalictrum

maritimum sometidas a la escarificacion mecanica previa. Las diferentes letras
indican diferencias significativas a un nivel de confianza de 95%.

27



100 -
90 -
80 -
70 A
60

50 A

40 A /

30 A

/

Semillas germinadas (%)

20 A

4 6 8 11 13 15 18 20 22 25 27 29 32 34
Numero de dias

— 7016 2015 2013 2010 2009 2005 2000

Figura 13. Evolucion la germinacion de semillas de varios afios de Thalictrum

maritimum sometidas a una escarificacion mecanica previa.

Ademas, se ha calculado el tiempo medio de germinacion que se muestra en la Tabla 2,
en la cual no se refleja una diferencia significativa entre las semillas de varios afos

respecto a la velocidad de gerrminacion.

Tabla 2. Tiempo medio de germinacion calculado para los diferentes lotes de
semillas de Thalictrum maritimum.

ANOS |2016 2015 2013 2010 2009 2005 2000

MGT 12,6 10,5 14,0 17,0 0 0 0

6.1.2. Centaurea dracunculifolia

Para la germinacion de C. dracunculifolia no ha sido necesario ningun pretratamiento, ya
que los resultados tras la desinfeccion han sido Optimos. En las Figuras 14 y 15 se
muestran los porcentajes finales y la evolucion en la germinacion de los diferentes afios
usados, siendo las semillas del afio 2015 las que han dado mejores resultados en la
germinacion. En la gréfica también vemos que entre el afio 2014 y 2013 hay una
diferencia significativa en cuanto al porcentaje de germinacion. Es en las semillas
anteriores al afio 2011 donde se pierde la viabilidad.
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Figura 15. Evolucién la germinacién de semillas de varios afios de Centaurea

dracunculifolia.

29



En la Tabla 3 se muestra el tiempo medio de germinacién en la que no observamos

ninguna relacion entre la edad de las semillas y la velocidad de la germinacion.

Tabla 3. Tiempo medio de germinacién calculado para la germinacion de los

diferentes afos usados en Centaurea dracunculifolia.

ANOS|2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010 2005 2000 1995 1991

MGT | 16,0 122 95 114 171 148 O 0 0 0 0

6.1.3. Linum maritimum

En este caso tampoco ha sido necesario realizar ningun pretratamiento de las semillas,

siendo suficiente una desinfeccion previa de las semillas para obtener unos buenos
resultados.

En las Figuras 16 y 17 vemos tanto el porcentaje final de la germinacion como la
evolucién de estas, en las cuales podemos observar que las semillas mantienen una
viabilidad parecida a lo largo de los afios que van del 2007 al 2016 y no es hasta los lotes
anteriores al 2006 donde estas empiezan a perder viabilidad. Las semillas dejan de ser

completamente viables en los afios anteriores al 2002.
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Figura 16. Porcentaje final de germinacion de semillas de varios afios de Linum

maritimum. Las diferentes letras indican diferencias significativas a un nivel de
confianza de 95%.
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Figura 17. Evolucion la germinacion de semillas de varios afios de Linummaritimum.

También podemos ver en la Tabla 4 que las semillas mantienen una relacion entre su edad

y su velocidad de germinacidn.
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Tabla 4. Tiempo medio de germinacion calculado para las semillas de los diferentes

afos en Linum maritimum.

ANOS|2016 2015 2014 2011 2007 2006 2004 2003 2002 2001 1993

MGT (43 36 36 45 64 91 119 165 215 O 0

6.2. SIEMBRA EN SUSTRATO

En la Figura 18 vemos el comportamiento gue han tenido las tres especies al sembrase en
sustrato semillas del afio 2016, siendo los resultados obtenidos diferentes a las muestras

de las placas Petri.

Se puede observar como en este caso C. dracunculifolia es la especie que mejor germina
habiendo germinado entorno al 70% de las semillas, ademas de tener una mayor velocidad
de germinacion. T. maritimum sigue siendo la especie que peores resultados da,
obteniendo un éxito muy bajo que apenas ha llegado al 15%. Para L. matitimum se ha

conseguido entorno aun 40% de semillas germinadas que es la mitad de las obtenidas en
la cdmara de germinacion.
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Figura 18. Comparacion de la dindmica de la germinacion de las diferentes especies
para los lotes de semillas de las 2016 sembradas en sustrato y sin ningun tipo de
pretratamiento.
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6.3. TEST DE VIABILIDAD PO LA PRUEBA DEL TETRAZOLIO

Tras realizar la prueba del tetrazolio se ha procedido a calificar las semillas en distintos
grupos. Las tefiidas son aquellas en las que tanto el embrion como el tejido nutricional se
han tefiido por completo y son las viables, las tefiidas en parte son aquellas en las que se
ha tefiido tanto el embrién como el tejido nutricional pero quedando alguna parte de estos
sin tefiir y tendrén una viabilidad dudosa, ya que no sabemos si estan perdiendo viabilidad
0 se han dafiado al arafiarlas con el punzon en la fase de preparacion de la prueba, las no

tefiidas son semillas no viables, las que solo tengan el embrion tefiido y las que solo tienen
el tejido nutricional tefiido tampoco son viables.

Como se muestra en la Tabla 4, las semillas de T. maritumum anteriores al afio 2010 ya
no son viables, al igual que ocurre en la germinacién, como bien demuestran los datos
antes vistos, y para los afios que van del 2013 al 2016 si que son viables y el porcentaje
de estas es algo superior que, en las pruebas de germinacion, siendo las semillas de los
afos 2016y 2015 respectivamente las que mejor resultado ofrecen, empezando a aparecer
semillas no viables en los lotes anteriores al afio 2014. Esto concuerda con lo visto en los

ensayos de las placas Petri.

Tabla 4. Resultados de la prueba de viabilidad de semillas con tetrazolio en

Thalictrum maritimum.

Afos 2016 |2015 |2014 |2013 |2010 |2009 2005 1997
Tefiidas 85 75 55 60 0 0 0 0
Tefiidas en parte |15 25 35 30 0 0 0 0
No tefiidas 0 0 10 10 100 100 100 100
Embrion tefiido 0 0 0 0 0 0 0 0
Tejido nutricional

tefiido 0 0 0 0 0 0 0 0
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7. CONCLUSIONES

Este trabajo representa una herramienta de apoyo en la gestién de los bancos de semillas,

estructuras vitales para preservar la flora ante cualquier perturbacion del medio, y poder
asi reconstruir los ecosistemas tal cual deberian ser.

Los resultados obtenidos en las tres especies estudiadas indican que L. maritimum es la
especie de las tres seleccionadas que mejor mantiene su viabilidad a lo largo de los afios
y la que mejores porcentajes de germinacion tiene. Ademas, es la especie que mas rapido
ha germinado en las placas Petri, y es la unica de las tres en la que se mantiene una
relacion directa entre la edad de las semillas y el tiempo medio de germinacion, por lo
que a las semillas les cuesta mucho mas germinar conforme van pasando los afios. T.
maritimum y C. dracunculifolia mantienen la viabilidad de forma similar en el tiempo,
aunque las semillas de C. dracunculifolia germinan mucho mejor. En cuanto a la especie
T. maritimum se ha llegado a la conclusion que es mediante la escarificacion mecanica
como se obtienen los mejores resultados y aunque sigue apareciendo contaminacion en
las muestras es un metodo rapido y econdémico de germinar las semillas para la

produccion de plantas.

Los resultados de la siembra en sustrato indican, que la especie C. dracunculifola es la
que mejor germina en sustrato, y que tanto para T. maritimum como para L. maritimum
podria ser interesante hacerles algin pretratamiento previo para subir el porcentaje de
semillas germinadas.

Después de lo que se ha comprobado en los ensayos de germinacion, mantener semillas
de C. dracunculifolia y T. maritimum mas de seis afios es totalmente innecesario, ya que
en los lotes con méas de seis afios no germina ninguna semilla, de hecho, a partir del cuarto
afio de antigliedad estos lotes bajan tanto su viabilidad que en caso de requerir mas espacio
se podrian eliminar. Sin embargo, en L. maritimum si que se pueden mantener los lotes
durante al menos catorce afios que es cuando pierden toda su viabilidad, y no es hasta
pasado diez afios desde su recoleccion donde empiezan a perder viabilidad, por lo que
son las semillas que mejor aguantan bajo las condiciones de conservacién que tienen en
el banco de semillas de los viveros del servicio Devesa-Albufera.
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ANEXOS

ANEXO |. DESCRIPCION PLANTAS

Linum maritimum L.

Nombre comin: Lino maritimo, Lli maritim

Descripcion: Planta hemicriptéfita que puede llegar a los 100 cm de altura, glabra o
ligeramente pelosa, ramifica desde la base y sus tallos son simples o ramosos hacia el
apice. Sus hojas tienen 3-12 mm de longitud, lanceoladas o elipticas; las basales
opuestas, obtusas y con tres nervios, las superiores alternas, agudas y con un nervio
central. Florece de Mayo a Agosto Y tiene inflorescencia paniculada y laxa; las flores
con pedicelos de 3-6 mm, los sépalos de 3-4 mm y los pétalos de 8-15 mm de color
amarillo; el fruto es una capsula subglobosa.

Distribucién y habitat: Habita en herbazales y juncales perennes, sobre sustratos himedos

y salinos, en areas litorales e interiores. Esta distribuida por la Region Mediterranea, muy
comun en el centro y mitad occidental, y dispersa por la mitad oriental de este territorio
(Greuter et al., 1989; yilmaz y kaynak, 2008).

- Citas 10x10 recientes (2001 - )

Citas 10x10 1980 - 2000

Citas 10x10 Historicas
Fuente Mapa: Conselleria de Medi Ambient, Aigua, Urbanisme i Habitatge
Periodo de observacion: 1851 - 2014

Mapa de distribucion de Linum maritimum L. Fuente: CMA, GVA
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Amenazas: Las principales amenazas a las que se enfrenta esta especie son la
contaminacién de los recursos hidricos, la desecacion de las malladas y el aumento de la

presion humana sobre sus habitats de distribucion.

Thalictrum maritimum L.

Nombre comun: Ruibarbo de los pobres, ruda de mallada

Descripcion: Hierba perenne, de hasta 60-80 cm, erecta, con tallos simples, glabros,
gréciles, de color verde brillante, algo estriados, con costillas rojizas finas.

Hojas pinnatisectas, con segmentos foliares inferiores enteros o con l6bulo lateral; los
superiores linear-lanceolados, muy estrechos. Inflorescencia laxa.

Flores apétalas, de color amarillo. Estambres numerosos, que sobrepasan el perianto.

Fruto en aquenio fusiforme, provisto de costillas finas.

Distribucién vy habitat: Endemismo exclusivo del litoral de la Comunitat Valenciana que

se presenta de forma localizada en el Prat de Cabanes-Torreblanca (Castellon),

la Marjal de Almenara (Castellon), la Marjal dels Moros (Valencia) y la Aloufera de
Valencia. Este endemismo exclusivo tiene su localidad clasica en la Devesa del Saler,
donde fue descubierta por Ledn Dufour a mediados del siglo XIX. La mayoria

de las malladas que contenian poblaciones de esta especie en la Devesa fueron arrasadas
durante el desarrollo del proyecto urbanistico que afectd a esta zona en las décadas de
1970y 1980.

Es una planta propia de marjales litorales, formando parte de juncales y carrizales, mas
0 menos salobres, en los bordes de depresiones temporalmente inundadas;
secundariamente, puede encontrarse en cafiaverales y herbazales higrofilos en bordes de
acequias. En estos habitats aparece acompafiada por Centaurea dracunculifolia,
Cladium mariscus, Linum maritimum, Lotus corniculatus, Juncus maritimus, J.
subnodulosus, Phragmites australis, Plantago crassifolia, Scirpus holoschoenus, entre
otras.
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- Citas recientes (2001 - )
Citas 1980 - 2000
L) Citas Historicas
Fuente Mapa: Conselleria de Medi Ambient, Aigua, Urbanisme i Habitatge
Periodo de observacion: 1860 - 2013

Mapa de distribucién del Thalictrum maritimum L. Fuente CMA, GVA

Amenazas: La especie ha sufrido la degradacion de muchos de los sitios donde antes
habitaba. Las causas de este proceso se relacionan con la desecacion y soterramiento de
humedales y malladas para su aprovechamiento agrario y urbanistico, las
modificaciones del régimen natural de inundacion y del equilibrio salino, la extraccion
minera del sustrato (turbas), la contaminacién difusa por fertilizantes, el desplazamiento
por plantas competidoras o invasoras, la afectacion por incendios repetitivos, el
arranque durante operaciones de limpiezas de margenes de acequias, etc. Las
poblaciones mas cercanas a dunas litorales sufren a menudo los efectos de la presion
humana. También se han observado problemas en poblaciones situadas en zonas para
las que se prolongaban artificialmente niveles elevados de inundacién con objeto de
mantener el uso cinegético o las poblaciones amenazadas de fauna acuatica. A largo
plazo tampoco deben desdefiarse los efectos asociados al incremento de la erosion

marina y la intrusion salina. Bafares et al. (2007)
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Centaurea dracunculifolia Dufour
Sinbnimos: Centaurea jacea L. subsp. dracunculifolia (Dufour) A. Bolos y O. Bolos.

Nombre comdn:

Descripcion: Planta vivaz, con tallos erectos, débiles, ramificados en la mitad superior.
Sus hojas inferiores son linear-lanceoladas, enteras y largamente pecioladas; las hojas
superiores son lineares y sésiles. Los capitulos terminales son solitarios, el involucro
tiene 7-10x7-8 mm, subcilindrico; brécteas son araneosas, las medias con apéndice
apical, escarioso, denticulado-lacerado y de color pélido. Las flores son flosculosas,
rosadas—lilosas, las externas son neutras, radiadas. El fruto es un aquenio de 3 mm, sin
vilano. Florece entre julio y octubre.

Distribucién y habitat: Es un endemismo iberolevantino disperso pero escaso por todo
el territorio valenciano, principalmente por la zona costera, aunque en ocasiones se aleja
de la costa.

Habita en juncales y prados himedos, con frecuencia ligeramente salinos, instalados
principalmente por el litoral, rara vez penetra en el interior.

- Citas recientes (2001 - )
Citas 1980 - 2000
Citas Histdricas

Fuente Mapa: Conselleria de Medi Ambient, Aigua. Urbanisme i Habitatge
Periodo de observacion: 1852 - 2013

Mapa de distribucion de Centaurea dracunculifolia. Fuente: CMA, GVA
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Amenazas: La desecacion de las malladas, la gran afluencia de turistas que contaminan
con las basuras que dejan y que pisan las dunas, destruyendo su habitat, y la

contaminacion de las aguas.
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ANEXO II. DETALLES TECNICOS DE LA CAMARA DE GERMINACION

Camaras de crecimiento con iluminacion LED y humedad controlada con flujo de
aire horizontal.

» Rango de temperatura de +2° C a +60°C.

» Control de humedad: Rango de trabajo de 20% a 90% R.H. (+/-3%), en un
rango de temperatura +20°C to +40°C.

Control de temperatura y/o humedad.

Panel de control con teclado tactil 4,3 "TFT

Registrador de datos electrénico con representacion grafica de los datos.
Control de intensidad luminica, fotoperiodo dia/noche.

Control de temperatura.

Sonda con una precisién de 0.1°C.

Homogeneidad de la cdmara +/-0,5°C. a 27°C y +/-1,0°C. a 40°C
Estabilidad en la camera +/-0,1°C.a 27°C y +/-0,3°C. a 40°C

YV V V V V V V V



» Microprocesador para el control y programacion de los parametros con
sistema PID.
» Alarmas acusticas y visuales independientes, con bateria de respaldo de 48h,
por:
v' Temperaturas Max. / Min.
v Fallo de sonda
» Sistema humidificador por ultrasonidos
Luces en la puerta y las traseras.
» Control de luminico en 6 niveles de intensidad, posibilita simular el

amanecer / atardecer
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ANEXO I11. GALERIA DE IMAGENES

Figura 1. Detalle de semillas de Centaurea dracunculifolia

Figura 2. Semillas de Centaurea dracunculifolia germinando.
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Figura 3. Semillas de Centaurea dracunculifolia después de los 30 dias de
germinacion.

Figura 4. Semillas de Linum maritimum en la primera semana de germinacion.
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Figura 5. Semillas de Linum maritimum completamente germinadas.

Figura 6. Placa Petri con semillas de Thalictrum maritimum ya preparada.
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Figura 7. Placa Petri con semillas de Thalictrum maritimumen la que podemos
observar contaminacién por hongos, después de una desinfecciéon con H,O,.

Figura 8. Imagen del interior de la camara de germinacion con las placas Petri.
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Figura 9. Detalle de una semilla de Thalictrum dracunculifolia tefiida parcialmente
tras la prueba de tincion con Tetrazolio.

Figura 10. Plantulas de empezando a germinar tras la siembra en sustrato.
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Figura 11. Plantas de Linum maritimum al terminar la prueba de la siembra en
sustrato.

Figura 12. Plantas de Centaurea dracunculifolia a los 30 dias de la siembra en
sustrato.

51



Figura 13. Plantas de Thalictrum maritimum al terminar el ensayo de siembra en
sustrato.

Figura 14. Imagen de la bandeja donde se sembraron las semillas de las tres
especies y el desarrollo de estas al terminar el ensayo.
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