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RESUMEN: El cultivo de la alcaparra (Capparis spinosa L.) es un cultivo tradicional del litoral
mediterraneo, ya que se trata de un ingrediente corriente en la dieta mediterranea. Sin embargo,
es un cultivo que presenta problemas en su propagacién, concretamente en el caso de la
reproduccion sexual presenta un porcentaje bajo germinacion de las semillas, siendo un proceso
lento. Una de las razones podria ser la cubierta dura que impide la imbibicién y/o la emergencia de
la radicula. En el presente Trabajo Final de Master se evalué la influencia de diferentes tratamientos
en la imbibicién, viabilidad y germinacidon de las semillas. Las semillas se sometieron a dos
tratamientos de escarificaciéon fisica, con ultrasonidos mediante un sonicador, ensayando 3
potencias y 3 duraciones diferentes, y radiacion laser durante 4 tiempos de exposicion diferentes.
Ademas, se ensayo la respuesta de las semillas a la iluminacidn con diferentes longitudes de onda
durante la germinacién, analizando el efecto de iluminar las semillas con luz blanca, azul, roja, azul
+ roja, asi como la respuesta de semillas que se mantuvieron en oscuridad. En todos los ensayos se
realizaron 4 repeticiones por tratamiento, comparando siempre la humectacidn del sustrato con
agua destilada y con una solucién de &cido giberélico (500 mg L?).

En todos los ensayos se constata que para obtener una germinacion adecuada se necesita la adicion
de acido giberélico. El resultado obtenido con el tratamiento de ultrasonidos depende de la potencia
aplicada y del tiempo de exposicién, variando desde un adelanto de la germinacion (20 W durante
1 min) hasta una disminucién del porcentaje de germinacién (100 W 3 min). Durante el tratamiento
con ultrasonidos aumenta la humedad de la semilla, en mayor medida a mayor potencia y tiempo
de exposicién; en cambio, en el ensayo de imbibicion, el contenido de humedad final de las semillas
no se ve afectado por estos factores, por lo que el valor de la imbibicidn (%) se ve reducido a mayores
potencias y tiempos de exposicidn. La irradiacion de las semillas con rayo laser He-Ne no mejora ni
adelanta la germinacion; tampoco modifica el proceso de imbibicidn. Las semillas de alcaparra no
necesitan iluminacion para su germinacion y la reduccidn del espectro de la iluminacién aplicada
reduce el porcentaje de germinacion.
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that presents problems in its propagation, particularly it has a low seed germination percentage and
has a slow germination process. One of the reasons could be the hard cover that prevents the
imbibition and/or the radicle emergence. In the present Final Master’s Project, the influence of
different treatments on the imbibition, viability and germination of the seeds has been evaluated.
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analysing the effect of the white, blue, red, blue + red lights, as well as the response of seeds that
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que es tracta d'un ingredient corrent en la dieta mediterrania. No obstant aix0, és un cultiu que
presenta problemes a la seua propagacio, concretament al cas de la reproduccion sexual presenta
un baix percentatge de germinacié de les llavors i és un procés lent. Una de les raons podria ser la
coberta dura que impedeix la imbibicioé i/o I'emergéncia de la radicula. En el present Treball Final de
Master es va avaluar la influéncia de diferents tractaments en la imbibicio, viabilitat i germinacié de
les llavors. Les llavors es van sotmetre a dos tractaments d'escarificacid fisica, amb ultrasons
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amb aigua destil-lada i amb una solucié d'acid giberélic (500 mg L?).
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en |'assaig d'imbibicid, el contingut d'humitat final de les llavors no es veu afectat per aquests
factors, per la qual cosa el valor de la imbibicid (%) es veu reduit a majors poténcies i temps
d'exposicié. La irradiacié de les llavors amb raig laser He-Ne no millora ni avanga la germinacio;
tampoc modifica el procés d'imbibicié. Les llavors de tapera no necessiten il-luminacié per a la seua
germinacidé i la reduccié de l'espectre de la il-luminacié aplicada redueix el percentatge de
germinacio
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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. EL CULTIVO DE LA ALCAPARRA

1.1.1. Descripcién botanica

Capparis spinosa L, conocida como “alcaparra”, “taperera” o “tapenera”, es un arbusto o
mata rastrera que crece en los secanos de las provincias espafiolas proximas al mar Mediterraneo.
También es conocida como “tapena”, “alcaparro”, “caparro”, “tapano” o “tapanera” (Lunay Pérez,
1985). Pertenece al género Capparis, de la familia Capparaceae. La designacidn spinosa se debe a

las espinas que aparecen en la base de las hojas.

La alcaparra es originaria de Asia, posteriormente fue extendida por los paises de las riberas
del mediterraneo (Luna y Pérez, 1985). En la actualidad se cultiva en Espaiia, Italia, Francia, Grecia
y el Norte de Africa, asi como en Sudamérica (Ozdemir y Oztiirk, 1996; Rhizopoulou et al., 2006). Se
encuentra también en Turquia, sur de Portugal, Marruecos, Argelia, Grecia, Tunez y en Egipto (Tlili
et al., 2011). En Espafia se encuentra en las zonas litorales de Granada, Almeria, Murcia, Valencia y
Baleares.

Se trata de un arbusto perenne, caducifolio, tipico de secano cuyos tallos rastreros se
renuevan cada ano a partir de las yemas de la base, llegando a alcanzar los 3 metros de longitud en
las plantas cultivadas. Las hojas son algo gruesas, de color verde y de forma mas o menos oval. Los
peciolos son cortos de cuya base parten apéndices transformados en espinas mas o menos curvadas
y de consistencia lefosa. Las flores (Figura 1.a) cuyo diametro es de cuatro a cinco centimetros,
nacen de las axilas de las hojas. Estas flores son tetrameras con los pétalos blancos o ligeramente
rosados (Luna y Pérez, 1985).

El fruto (Figura 1.b), es una baya de color verde con un largo pedunculo, es coridceo, y
carnoso en su interior. Tiene una forma ovalada pudiendo llegar a los cuatro centimetros de
longitud, segln variedad y procedencia. Cuando el fruto torna algo rojizo, significa que alcanza la
madurez, llegado a este estado, en la mayoria de los casos el fruto se abre, permitiendo la
diseminacién de las semillas. Estas son reniformes de dos a tres milimetros y adquieren un color
marrén oscuro en su madurez. Respecto a la raiz, es medianamente ramificada, gruesa, fuerte y
profunda, capaz de extraer agua de capas profundas de subsuelo (Luna y Pérez, 1985).

Figura 1. a) Flor de alcaparra y botones florales. b) Frutos de alcaparra.
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1.1.2. Importancia econdmica

El principal aprovechamiento de esta planta se deriva de la recoleccion y venta de sus
botones florales (alcaparra), que son consumidas como aperitivo o aditivo de ensaladas y en otras
recetas de cocina, preparadas en salmuera, sal y vinagre. Otro uso, menos habitual, es la utilizacion
del fruto y del tallo tierno, preparados de la misma forma que la alcaparra. Es un ingrediente
corriente en la cocina mediterranea. También se utiliza como alimento para el ganado (las hojas
secas), tanto de ovejas como cabras, siempre y cuando, lo tallos espinosos no impidan su ingesta
(Lozano, 1977).

El componente principal de las alcaparras es el agua, seguida de las proteinas y los hidratos
de carbono. Su contenido en grasas es minimo. En este sentido, el contenido calérico de las
alcaparras es bajo, por lo que se pueden utilizar para dietas hipocaldricas. Del contenido en
micronutrientes, destaca el de sodio, y en mucha menor proporcion el hierro (Tabla 1). En relacién
a las vitaminas, presenta pequefias proporciones de vitamina E, vitamina C y riboflavina (MAPA,
2021).

Tabla 1. Informacién nutricional por cada 100 g de porcidon comestible. Fuente: MAPA,2021.

Energia (Kcal) 44
Proteinas (g) 2,4
Lipidos totales (g) 0,9
Hidratos de carbono (g) 49
Fibra (g) 3,2
Agua (g) 88,6
Calcio (mg) 40
Hierro (mg) 1,67
Magnesio (mg) 33
Sodio (mg) 2964
Potasio (mg) 40

El cultivo de la alcaparra ha sufrido una importante caida de produccion en Espafia desde
los afos 90. Esto se debe a la dificultad de su propagacién, junto a la necesidad de una abundante
mano de obra, a la que se le debe afiadir unas condiciones laborales duras y sacrificadas en la
recoleccion debido a su porte rastrero y, sobre todo, a causa de la competencia de precios
provenientes del mercado marroqui, donde el coste de la mano de obra es mucho mas bajo
(Navarro, 2019).

Referente a las estadisticas de este cultivo, no se dispone de mucha informacidn al respecto.
Las estadisticas de la FAO no contemplan este cultivo. A nivel nacional, la superficie dedicada al
cultivo de la alcaparra oscila entre 450 a 500 ha en los ultimos 10 afios, seglin el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA). Sin embargo, los datos del Ministerio habria que ponerlos
en duda, ya que, a pesar de la disminucion de la superficie cultivada, el cultivo aumenté casi un
500% de la produccion al pasar de 87 T a 424 T, en los ultimos 10 afios. Este incremento no esta
justificado ni por un aumento de superficie ni por avances en técnicas de cultivo, por lo tanto, estos
datos carecen de légica.
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1.1.3. Propagacion de la alcaparra

La reproduccién de la alcaparra, puede ser sexual mediante semillas o asexual, por esquejes.
El presente trabajo, se va a centrar en la reproduccién sexual. La reproduccién por semilla comienza
por la recoleccidn de los frutos, desde finales de agosto a septiembre. Una vez recolectado, el fruto
se deja secar y después, se separa las semillas de la pulpa. Una vez las semillas limpias, se colocan a
la sombra unos dias para que se sequen, guardandose en un sitio fresco y seco (Lunay Pérez, 1985).
En ciertos estudios se ha comprobado que las mejores semillas para obtener una buena tasa de
germinacion son las procedentes de frutos dejados madurar en la planta y una vez abiertos,
recolectarlos para la extraccion de sus semillas (Pascual et al., 2004).

La época de siembra mds adecuada, es a la salida del invierno, siendo posible en lugares
calidos, adelantar la siembra a diciembre o enero. El nacimiento de las primeras plantas se produce
entre abril y mayo. La planta empieza a dar alcaparras a partir del segundo afio de vida, alcanzando
en el cuarto o quinto afio su maxima producciéon. Espontdneamente la planta produce de 2 a 3 kg
de alcaparra y cuando se implanta en buena tierra de cultivo, puede producir de 6 a 8 kg de
alcaparras en un afio (Luna y Pérez, 1985).

La germinacién de todas las semillas no se produce en el primer afio, continuando la
aparicion de nuevas plantas en el segundo afio. Tradicionalmente se ha considerado que la cubierta
de las semillas es dura y poco permeable al agua (Luna y Pérez, 1985). Esta irregularidad en la
germinacion, se debe por un lado a una latencia fisica impuesta por la cubierta dura de la semilla y
por otro lado a una posible latencia fisioldgica (Pascual et al., 2004). El letargo (latencia o dormancia)
presente en las semillas de alcaparra, impide la germinacién de estas, aunque haya absorbido agua
y se den las condiciones propicias para germinar (Pascual et al., 2017). Esta problemadtica, ha
planteado diferentes experimentos con el fin ablandar y permeabilizar la cubierta. A lo largo de
varios estudios, las semillas se han sometido a diferentes tratamientos. El equipo de investigacion
en el que se ha desarrollado este trabajo ha llevado a cabo diferentes estudios sobre el efecto de Ia
escarificacion quimica (con SO4H>), térmica (en seco y en agua), mecanica (con papel de lija), fisica
(con ultrasonidos), y enzimatica (con Driselasa) (Pascual et al., 2004) y del remojo (Pascual et al.,
2009) en semillas de alcaparra.

1.2. EL USO DE LOS TRATAMIENTOS CON ULTRASONIDOS

Se llama ultrasonido a las ondas de sonido con frecuencias mayores a aquellas que pueden
ser detectadas por el oido humano (Delgado, 2012). El uso de los tratamientos con procesadores
ultrasdnicos esta cada vez mas extendido, debido a su facilidad de uso, bajo coste y rapidez. Genera
multiples efectos en los tejidos vegetales, que incluye calor, efectos mecdnicos como la cavitacidn
y quimicos como la inactivacién de microrganismo y enzimas (Liu et al., 2016).

Los efectos positivos producidos por el sonicador, se deben a la cavitacion. Este proceso
consiste en la formacion de cavidades de vapor (burbujas) en un liquido que se producen como
consecuencia de fuerzas que actuan sobre el liquido. El ultrasonido induce en el liquido cambios
rapidos de presion que provocan la formacién de cavidades donde la presion es relativamente baja.
El colapso de las burbujas provoca un aumento de temperatura y la diferencia de presiéon, que puede
tener consecuencias mecanicas sobre las estructuras celulares. Por ejemplo, si las burbujas colapsan
cerca de la cubierta de la semilla, pueden dafar la superficie y crear poros, lo que podria producir
una mejora en la absorcién de agua y oxigeno, y, en consecuencia, una mejora en la germinacién
(Lépez y Vicient, 2017).



Introduccion

Se ha demostrado que su uso produce efectos positivos en la germinaciéon de las semillas
de diversas especies, como por ejemplo en semillas envejecidas de Arabidosis thaliana (Lopez y
Vicient, 2017) y es capaz de romper la latencia en malezas como Chenopodium dlbum L. (Babaei et
al., 2020). También se ha demostrado su eficacia en cultivos comerciales, tales como brécoli
(Brassica oleracea), alfalfa (Medicago sativa) y soja (Glycine max), donde al aumentar el tiempo de
tratamiento, aumentd el porcentaje de germinacion (Kim et al., 2006 y Porto et al., 2018).

Recientemente, también se utilizan tratamientos con ultrasonidos en la agroindustria,
gracias a sus buenos resultados. Las principales aplicaciones consisten en la utilizacion de
ultrasonidos para la inactivacidn enzimatica, filtracién, emulsificacién, desgasificacidn de liquidos y
homogenizacién (Delgado, 2012). En el cultivo del arroz (Oryza sativa), los tratamientos mejoraron
la hidrélisis del almidén, aumentando el contenido en glucosa (Ding et al., 2018). La tecnologia de
ultrasonidos también se utiliza en procesos de hidratacidon de granos. Se ha estudiado el uso de
ultrasonidos como tratamiento previo al remojo de los garbanzos (Cicer arietinum L.), demostrando
gue la tasa de absorcidn de agua del garbanzo, aumenté a medida que aumentaba la temperatura,
el tiempo y la potencia del ultrasonido (Mehmet et al., 2010; Ranjbari et al., 2013). Del mismo modo
ocurre con el cultivo del sorgo (Sorghum spp; Patero y Augusto, 2015) y con el cultivo de la judia
blanca (Phaseolus vulgaris; Ghaffoor et al.,2014). En todos los casos, el tiempo de remojo necesario
se ve reducido. Previamente a este estudio, Pascual et al. (2004) obtuvieron resultados positivos en
la germinacion de semillas de alcaparra con la utilizacion de un bafo de ultrasonidos.

1.3. EL USO DEL RAYO LASER

La palabra ldser proviene del inglés “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation” que significa amplificacién de la luz por emisién estimulada de radiacion. El laser es un
dispositivo que produce luz monocromatica. Gracias al pequefio diametro de luz de la linea de
emision, la radiacidn laser se puede enfocar de manera muy nitida en un area muy pequefia, lo que
da como resultado una alta densidad de energia en la superficie (Hoffmann, 1996 citado por Krawiec
etal., 2018).

La longitud de onda emitida por el laser, corresponde a la luz roja que, junto con el rojo
lejano, es responsable de la activacion del fitocromo, importante en la fisiologia vegetal. Los
cambios en el contenido de formas de fitocromo (Pr y Pfr) regulan importantes procesos de la vida
de las plantas, como, por ejemplo, la germinacion de las semillas (Brutnell, 2006, citado por Krawiec
et al., 2018). La radiacidn laser de He-Ne provoca la induccién del fitocromo, que mejora las
actividades enzimaticas y, por tanto, aumenta la entropia y energia interna de la semilla durante la
germinacion. También se relaciona con una aceleracion de la divisidn celular y del crecimiento de
las plantas (Krawiec et al., 2018).

Por otro lado, los efectos positivos asociados a los tratamientos de las semillas con rayos
laser, pueden deberse a perforaciones en las cubiertas de las mismas provocados por los rayos laser.
Estudios como los de Krawiec et al. (2018) demuestran que la irradiacion con rayo laser produce un
aumento del porcentaje y de la velocidad de germinacion.

En los ultimos afios, el uso de los rayos laser se ha utilizado como alternativa viable para
incrementar los rendimientos y la calidad de las cosechas. Los tratamientos de las semillas con laser
se han utilizado en cultivos comerciales como lentejas (Lens culinaris) y trigo (Triticum aestivum L.;
AL-Quraan et al., 2020). Se ha demostrado en cultivos como el tomate (Solanum lycopersicum L.)
qgue los tratamientos con laser mejoran tanto el rendimiento como la altura de las plantas, la
longitud de la raiz y el didmetro del tallo (Ramirez, 2006 y Alvarez, 2011).
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Del mismo modo, los tratamientos con rayos laser, también influyen positivamente en la
germinacion de las semillas. En cultivos secundarios como Kudzu (Pueraria phaseoloides; Gonzélez,
2008) y la escorzonera (Scorzonera hispanica L.; Krawiec et al., 2016), las semillas tratadas con rayos
ldaser han mostrado un incremento en el porcentaje de germinacion.

Previamente a este estudio, se realizaron diferentes experimentos en alcaparra con el fin
de superar esta posible latencia fisica presente en las semillas. Concretamente, Juan (2017) evalud
la influencia del Idser He-Ne en semillas de alcaparra, siguiendo en este Trabajo Fin de Mdster, esa
misma linea de estudio.

1.4. EL USO DE LUZ DE DIFERENTES LONGITUDES DE ONDA

La radiacion solar es un factor determinante en el desarrollo de la vida en el planeta Tierra.
La luz ademas de ser una fuente indispensable de energia para la fotosintesis de las plantas, es
también un factor importante para su crecimiento y desarrollo (Ding et al., 2010). La existencia de
la atmdsfera, permite a los seres vivos exponerse a diferentes intensidades y longitudes de onda de
radiacion solar. Las plantas, al ser seres inmdviles, no pueden huir de ciertas situaciones provocadas
por la radiacion. Por ello, han desarrollado mecanismos mediante los fotorreceptores capaces de
generar respuestas celulares que se traducen, en procesos fisiolégicos al detectar una longitud de
onda determinada. Los fitocromos son capaces de detectar radiacion en el rango rojo/rojo lejano
(600-750 nm) y los fotorreceptores de la familia de los criptocromos y fototropinas son capaces de
detectar la radiacion en el rango UV-A/azul (320-500 nm; Meisel et al., 2011).

La luz roja con una longitud de onda de 610 a 720 nm y la luz azul con una longitud de onda
de 400 a 510 nm son los principales espectros que estimulan el crecimiento de las plantas (Pepper
et al., 2001). La luz roja estimula la germinacion de las semillas, la elongacion celular e interviene en
el proceso de la morfogénesis (diferenciacion de érganos). En cambio, la luz azul estimula procesos
como el fototropismo (regula el crecimiento celular, lo que le permite crecer en funcién o direccién
de la fuente luminosa) y la morfogénesis, asi como en la reorientacion de cloroplastos
intracelularmente, en la apertura de las estomas y en la sintesis de clorofila (Meisel et al., 2011).

Recientemente la luz LED (/ight emitting diode) se ha convertido en una alternativa para el
cultivo de plantas por muchas ventajas. Entre ellas, destaca su pequefio tamano, su larga vida util,
la temperatura de emision fria y la opcion de seleccionar longitudes de onda especificas. Ademas,
destaca su eficiencia en la conversidn de energia. Por ello, se ha utilizado como parte de un posible
sistema vital en marte (Meisel et al., 2011) o en cultivos verticales para dar solucién a la escasez de
suelo de cultivo (Canali et al., 2018).

A finales del siglo XX, se comenzd a estudiar los efectos de la iluminacién LED en lechuga
(Bula et al., 1991) continuando esta linea de estudio hasta la actualidad. Se ha estudiado tanto la
influencia de una unica longitud de onda como la combinacién de dos o mas, habitualmente se
realizan experimentos de luz roja con luz azul suplementaria. Se ha llevado a cabo experimentos en
cultivos como en arroz (Matsuda, 2004.), en brécoli (Paniagua et al., 2015), en pimiento (Capsicum
annuum; Brown et al., 1995) y trigo (Goins et al., 1997), donde la combinaciéon de rojo con azul o
rojo lejano, mostré mejores resultados en la produccién de biomasa vegetal.

Respecto a estudios previos en alcaparras, por el momento no consta que se haya estudiado
la germinacién y posterior crecimiento de las plantulas de alcaparra bajo luces de diferentes
longitudes de onda. En el presente Trabajo Fin de Master, se va a estudiar la influencia de diferentes
longitudes de onda en la germinacién de semillas de alcaparra.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

e Estudiar la influencia de los tratamientos con ultrasonidos en la germinacién e imbibicion
de las semillas de C. spinosa L.

e Estudiar la influencia de la radiacién ldser He-Ne sobre la germinacidon e imbibicién de las
semillas de C. spinosa L.

e Estudiar el efecto de la luz tipo LED de alta intensidad con distinta longitud de onda (rojo,
azul y la combinacién de ambas) en la germinacion de las semillas C. spinosa L.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL, ENSAYOS Y TRATAMIENTOS

El estudio se realizd en el laboratorio de Fitotecnia General del Departamento de
Produccion Vegetal de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica y del Medio Natural,
en la Universitat Politécnica de Valéncia.

Las semillas de alcaparra utilizadas en el estudio procedian de dos parcelas situadas en el
término municipal de Lliria, provincia de Valencia. La primera parcela (Figura 2.a) se localiza en el
poligono 142, parcela 281. Las plantas de alcaparra (Figura 3.a) se encuentran en el borde norte de
la parcela cuyo cultivo principal son citricos. La segunda parcela (Figura 2.b) se ubica en el poligono
184, parcela 56. Las plantas de alcaparra se encuentran en el borde oeste de la parcela, cuyo cultivo

principal son olivos.

Figura 2. Vista aérea de las parcelas de procedencia de las semillas de alcaparra utilizadas.

La recoleccion de las semillas, tuvo lugar durante la primera quincena de septiembre de
2020. Se recolectaron las semillas (Figura 3.b) de frutos maduros y cerrados. Las semillas fueron
extraidas del fruto elimindndose los restos de pulpa mediante frotacidon y lavado. Las semillas
inmaduras se separaron por decantacién. Para evitar futuras infecciones, se desinfectaron las
semillas con una solucién de 9,25 g L' de cloro activo durante 2 min, seguidos de varios lavados con
agua destilada. Las semillas se secaron y se almacenaron en condiciones de laboratorio hasta el mes

de marzo 2021, cuando se realizaron los diferentes tratamientos.
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Figura 3. a) Planta de alcaparra. b) Semillas de alcaparra.
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El estudio abarca tres experimentos en los que analiza el efecto de los tratamientos con
ultrasonidos, radiacién laser e iluminacion con lamparas de diferente longitud de onda, en la
imbibicidn, viabilidad y germinacién de las semillas de alcaparra. A continuacion, se presentan los
tres ensayos (imbibicidn, viabilidad y germinacion) realizados tras la realizacion de cada uno de los
tres tratamientos (con ultrasonidos, radiacidon laser e iluminacion con ldmparas de diferente
longitud de onda) a las semillas.

3.2. ENSAYO DE IMBIBICION

El ensayo se realizé siguiendo la metodologia presentada por Ma et al. (2004), y Juan (2017).
Primero se pesaron las semillas y posteriormente se pusieron a remojo en tubos de ensayo de vidrio,
con una columna de 1 cm de agua destilada (Juan, 2017). Se realizaron mediciones cada 2 h durante
las primeras 8 h de imbibicidn, y luego cada 24 h durante 8 d. Las semillas se secaron
superficialmente de manera previa al realizar cada pesada. Se utilizé una balanza analitica (Sartorius,
modelo B 120S) con una resolucion de 0,1 mg. Finalmente, para el calculo de la humedad, las
semillas se secaron en estufa de aire forzado (Selecta 297) a 103 °C durante 48 h y se volvieron a
pesar. Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento, de 10 semillas cada una.

Los valores de la imbibicién se presentan en porcentaje de absorcién de agua, expresada
como incremento de peso fresco (%) en cada periodo (i) respecto al peso fresco inicial de la semilla
(Orozco-Segovia et al., 2007).

Peso fresco; — Peso fresco;,,;.;

iy e s i inicial

Imbibicion (%) = x 100
Peso fresconicial

Asi mismo, se calculd el contenido en humedad, mostrandose estos valores también en
porcentaje, calculado como el contenido de agua de la semilla respecto al peso seco (ISTA, 2016).

Peso fresco — Peso seco

Humedad (%) = Peso fresco x 100

Dado que el agua es incolora, el proceso de imbibicidn no se detecta visualmente, por lo
que, con el objetivo de conocer el lugar por donde absorben el agua las semillas y cdmo se expande
por el interior de las mismas, paralelamente, se realizd un ensayo de coloracién con azul de metileno
puro (Scharlau). Este ensayo se realizd tras los tratamientos de ultrasonidos y rayos laser para
comprobar si éstos alteraban el proceso de humectacién de las semillas; al igual que en el ensayo
de imbibicién con agua, en la imbibicién con colorante se realizaron 4 repeticiones por tratamiento,
de 120 semillas (12 periodos con 10 semillas en cada uno). Para ello, se pusieron las semillas en
remojo con 5 ml de colorante en tubos de ensayo. Se dejaron embebiendo durante los mismos
tiempos que en el ensayo de imbibiciéon con agua, y tras cada periodo de tiempo se cortaron 10
semillas por tratamiento y se observé el ingreso del colorante en el interior de las mismas. Las
observaciones se realizaron mediante una lupa (U500X microscopio digital; Cooling Tech).

3.3. ENSAYO DE VIABILIDAD

La determinacion de la viabilidad de las semillas se realizé con el objetivo de profundizar en
la interpretacion del ensayo de germinacion, y consecuentemente facilitar y acortar los ensayos
futuros. Se ha determinado la viabilidad de las semillas tras la realizacion de cada tratamiento, asi
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como en semillas control. Para la realizacion de la viabilidad, se hicieron 4 repeticiones de 10
semillas cada una, para cada tratamiento.

La metodologia seguida ha sido la indicada en el Manual de ensayos del Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién (Moore, 1985) y en el manual publicado de las Reglas
Internacionales para Analisis de Semillas (ISTA, 2016), utilizando una solucién al 1% de tetrazolio
(Tetrazolium Red. 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride; Sigma-Aldrich). Se disolvié 1 g del producto
comercial en 100 ml de agua destilada. Se utilizaron tubos de ensayo de vidrio en los que se
introdujo las semillas y la solucion de tetrazolio (Figura 4.a). Previamente, se realizé una puncion a
cada semilla con la ayuda de una aguja de diseccidn y unas pinzas, con el fin de facilitar la entrada
del reactivo en la semilla y la evaluacién. La incision se realiz6 en la parte opuesta al hilo de la
cubierta seminal. Las semillas, inmersas en la solucién de tetrazolio, se mantuvieron durante 48 h,
a 30 °C, en oscuridad, en la cdmara de germinacién (Figura 4.b), produciéndose la tincién tras la
imbibicidn.

Figura 4. a) Semillas de alcaparra sumergidas en tetrazolio. b) Cdmara de germinacion.

Una vez trascurridas las 48 h, se cortaron las semillas por la mitad con la ayuda de una pinza
y un bisturi. Cada semilla se fotografid y se clasificé segun el criterio fijado por el Manual de ensayos
del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacidon (Moore,1985). Este Manual establece cuatro
categorias: sano; débil, pero viable; débil, pero no viable; y muerto.

-Tejidos sanos (A): tienden a tefirse gradual y uniformemente desde las superficies
externas hacia el interior. Los cambios en la intensidad de color son graduales y sin limites nitidos.
Dentro de los tejidos el color rojo es brillante y lustroso, especialmente si no estd excesivamente
tefiidos. Las superficies cortadas se tifien mas facilmente que los tejidos con las membranas intactas.
Los tejidos internos, en el que el color no ha tenidos tiempo de formarse, tienden a ser de color
rosado-amarillo o amarillento-blanco (Figura 5.A).

-Tejidos débiles y viables (B): fluctian en grados de deterioro desde los casi totalmente
sanos hasta un limite mds o menos nitido, con tejidos tefiidos débiles y no-viables, o con tejidos
muertos y no-tefiidos. La tincidn y las caracteristicas del tejido varian también con la naturaleza y
extension del deterioro. La intensidad del color anormal se incrementa gradualmente con el
aumento del grado de deterioro (Figura 5.B).
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-Tejidos débiles y no viables (C): pueden incluir un embrién completo, o pueden estar
rodeados de tejidos viables sanos y/o débiles. El color puede ser rojo purpureo, parduzco o grisaceo
y puede variar en intensidad desde el rojo anormalmente oscuro a rojo palido o rosaceo. Las
superficies de corte por el eje del embridn realizadas previamente a la tincion pueden aparecer
blanquecinas, mientras que los tejidos interiores pueden aparecer rojo oscuro. No siempre existe
un limite nitido entre los tejidos anormalmente tefiidos no-viables y los tejidos no-tefiidos no-vivos.
Ambos tipos de tejidos se consideran muertos, independientemente de las diferencias de color
(Figura 5.C).

-Tejidos no teinidos, muertos (D): los tejidos muertos generalmente son flacidos, borrosos,
con aspecto de tiza blanco, grisaceos-blancos y sin brillo. Los tejidos muertos adyacentes a los
tejidos viables, generalmente estan separados por un limite nitido (Figura 5.D).

Para la evaluacién de la viabilidad de las semillas de alcaparra se ha seguido la clave
propuesta por Juan (2017) siguiendo los criterios del MAPA (Moore, 1985), que discrimina las
semillas segln en funcién de las categorias de los tejidos.

. (A) ‘ (B) “ (©)

Figura 5. Clave de ensayo al tetrazolio: (A) tejido sano, (B) tejido débil y viable, (C) tejido débil y no viable,
(D) tejido muerto.

(D)

3.4. ENSAYO DE GERMINACION

Para la realizacion del ensayo de germinacion se utilizé el método BP (Between Paper) que
establece las Reglas Internacionales para Analisis de Semillas (ISTA, 2016). Consiste en utilizar papel
de filtro como sustrato, depositando las semillas entre dos papeles de filtro. El papel de filtro era de
grosor medio (73 g m) y fue previamente esterilizado en autoclave. Los papeles de filtro fueron
humedecidos periddicamente, con una solucion de acido giberélico (AGs) a la concentracion de 500
mg L (Acido giberélico 1,6% p/v, Semefil, del laboratorio Nufarm) o con agua destilada en las
semillas control.

Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento, cada una de ellas compuesta por 50 semillas,
distribuidas uniformemente para evitar el contacto de unas con otras (Figura 6). Se utilizaron placas
de Petri de 9 cm de diametro, selladas con Parafilm para mantener hiumedo el papel de filtro.
Previamente a los tratamientos, se desinfectaron las semillas en una solucién de 9,25 g L' de cloro
activo, realizdndose posteriormente dos lavados con agua destilada.
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Figura 6. Placa Petri preparada para el ensayo de germinacion.

Las semillas se mantuvieron durante 3 meses en el interior de una cdmara de germinacion
(Climatronic), a la temperatura de 30°C durante el dia y 20°C durante la noche, con un fotoperiodo
de 12 h y una humedad relativa constante de 85%. La iluminacidn consistia en tubos fluorescentes
blancos frios, proporcionando un total de 4000 lux a la cdmara.

Las semillas germinadas se contaron dos veces por semana, extrayendo las germinadas de
las placas de Petri. Las semillas se consideraban germinadas cuando presentaban la radicula visible
(de 1 mm).

Respecto a la validez del ensayo de germinacidn, se consideraron aceptables aquellos
ensayos donde la diferencia de los porcentajes de germinacién maximos y minimos entre las 4
repeticiones no superaron el umbral establecido, dependiente del propio valor del porcentaje de
germinacion obtenido (ISTA, 2016); en caso contrario, el ensayo no se consideraria como valido y
deberia repetirse. En este estudio, no fue necesario la repeticién de ningun ensayo.

3.5. TRATAMIENTOS CON EL PROCESADOR ULTRASONICO

En este experimento se ha utilizado un procesador ultrasdnico (sonicador) Bioblock, modelo
vibra cell 75115, con sonda CV334 (Figura 7). Este sonicador trabaja con una frecuencia de 20 kHz y
una potencia maxima de 500 W, siendo posible variar la amplitud desde 0-100%.
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Figura 7. Procesador ultrasénico modelo vibra cell 75115.

3.5.1. Calibracién del procesador ultrasénico

Previamente a los tratamientos con el sonicador, se realizé la calibracion del mismo. Para el
calibrado, se probaron diferentes amplitudes durante diferentes tiempos. Concretamente, se
seleccionaron las amplitudes de 25, 50 y 75% durante 0 (control), 30, 60, 120, 300 y 600 s. La
calibracion se llevo a cabo con el fin de determinar la potencia a la que trabaja cada amplitud, y al
mismo tiempo, que sirviera de soporte para decidir las combinaciones de amplitud de la onda y
tiempo de tratamiento a ensayar inicialmente, en funcidn de las temperaturas alcanzadas con las
respectivas combinaciones.

Para la calibracién, se utilizaron vasos de precipitados de vidrio de 100 ml con 80 ml de agua
destilada. Se midioé la temperatura y se anoté la energia registrada por el ultrasonido con la que se
calcularia posteriormente la potencia.

3.5.2. Tratamientos con ondas ultrasonicas

En base a los resultados de la calibracion se decidié realizar los tratamientos
correspondientes a las siguientes combinaciones: amplitudes de 25, 50, 75% durante 0 (control), 60,
120y 180s.

Tras los tratamientos con ultrasonidos, se realizaron los ensayos de imbibicion, viabilidad y
germinacion, con 4 repeticiones por tratamiento en cada ensayo, por lo que en cada tratamiento
con ondas ultrasdnicas se utilizaron 600 semillas [160 semillas para el ensayo de imbibicién (40 con
aguay 120 con solucién de azul de metileno), 40 semillas para el ensayo de viabilidad, y 400 semillas
para el ensayo de germinacién (200 para humedecer el sustrato con AGs y 200 para humedecer el
sustrato con agua destilada)].

Inmediatamente después de la realizacion de los tratamientos para el ensayo de
germinacion, se midio la temperatura y la conductividad eléctrica del agua destilada mediante un
conductimetro de mano (EUTECH).
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3.6. TRATAMIENTOS CON RADIACION LASER HE-NE

Las semillas fueron irradiadas con un laser (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation) de He-Ne (Helio-Nedn) JDS Uniphase 1145 (Figura 8). La potencia de emisidn de salida es
de 22,5 mW, y la longitud de onda es de 632,8 nm (banda roja del espectro), con un haz circular 0,7
mm de didmetro y con una densidad de potencia de 58,47 mW mm™.

Previamente a los tratamientos de laser, se realizaron pruebas con diferentes tiempos para
comprobar la viabilidad de las semillas tras estos tratamientos. Se irradiaron 40 semillas por
tratamiento, con una potencia de 22,5 mW durante 0 (control), 1,5,15,30,60,120,180y 360 s.

Una vez realizada la viabilidad, se decidié trabajar con los siguientes tiempos: 0 (control), 1,
15, 60y 180 s. Los tratamientos se realizaron semilla por semilla, ya que el laser tenia un haz circular
muy pequefio (0,7 mm de didmetro), practicamente coincidente con las dimensiones de las semillas.
Tras lairradiacidn, se realizé el ensayo de imbibicién y de germinacion explicado anteriormente, con
4 repeticiones de 50 semillas, utilizando tanto agua destilada como la solucién de AGs para
humedecer el sustrato.

(b)

Figura 8. a) Laser He-Ne modelo 1145. b) semilla de alcaparra irradiandose.

3.7. ILUMINACION CON DIFERENTES LONGITUDES DE ONDA

Para el siguiente ensayo las semillas se pusieron a germinar en condiciones de luz y
oscuridad. Se ensayé la germinacién con iluminacién mediante luces de colores (rojas y azules) y
blancas. La iluminacién de color se consiguid con luces de diodo emisor de luz (light-emitting diode;
LED) marca AMZLAB GmbH, consistentes en 80 LEDs (52 rojos, que emiten en el rango de longitudes
de onda 600-700 nm, y 28 azules, que emiten en el rango de longitudes de onda 400-500 nm); la
potencia maxima cuando se utiliza el espectro completo de luces es de 30 W. La iluminacidn blanca
fue proporcionada por tubos fluorescentes (Philips TL - D 36 W / Cddigo de color 54-765) con una
potencia de 36 W, una distribucién del espectro de color que varia entre longitudes de onda de 300
a 800 nm y con una radiacion fotosintéticamente activa de 81,1 pmol m? s, medida con el
radiometro.
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Las placas de Petri conteniendo las semillas y el sustrato se dispusieron en el interior de
unas cajas opacas y cerradas, que impedian tanto la entrada como la salida de luz. Se ensayaron
cuatro tipos de luz (Figura 9): roja (52 LEDs rojos; 102,5 pmol m2s), azul (28 LEDs azules; 80,1 umol
m2s?), rojo + azul (52 LEDs rojos + 28 LEDs azules; pmol 125,4 m?2s) y blanca (tubos fluorescentes
blancos frios; 4000 luxes), proporcionando una alta relacion Radiacion roja/Radiacion roja lejana
(R/RL). Se realizaron 4 repeticiones (de 50 semillas) por tratamiento, humectando el sustrato con
AGs;y con agua.

Figura 9. lluminacion con lamparas LED de diferentes longitudes de onda. a) rojo. b) azul. c) combinacion rojo y azul.

Los espectros de color de los tubos fluorescentes blancos y de las diferentes lamparas, se
obtuvieron mediante un espectrémetro Thorlabs, modelo CCS200/M, y se muestran en el Anexo 1.
Se calcularon los porcentajes de cada tipo de longitud de onda en cada ldampara, mediante el
programa Image). Para ello, se midieron las dreas comprendidas entre los rangos deseados de las
longitudes de onda del espectro de color, calculdndose asi los porcentajes (Tabla 2).

Tabla 2. Espectro de color de las lamparas utilizadas expresado en porcentaje de longitud de onda.

Tubo fluorescente

Longitud de onda (nm) blanco LED Azul LED Rojo LED Rojo+Azul
Violeta 300-400 1,51% 0,00% 0,00% 0,00%
Azul 400-500 30,33% 97,48% 2,98% 30,25%
Verde 500-600 43,32% 1,05% 7,88% 5,27%
Rojo 600-700 22,27% 1,47% 80,55% 58,41%
Rojo-lejano 700-800 2,56% 0,00% 8,58% 6,06%
R/RL 8,69 0,00 9,39 9,63

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacién del analisis estadistico se utilizé el programa STATGRAPHICS Centurion
XVI. Las curvas de germinacion se ajustaron a la funcidn logistica (Torres y Frutos, 1990), cuya validez
para la germinacion de las semillas de alcaparra fue demostrada previamente (Pascual et al, 2004).

La funcidn logistica tiene la siguiente expresion:
G=A [1 +exp (B -kt) ]
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Donde:

G: Germinacion acumulada (%)

A: Maximo porcentaje de germinacion (%)

B: Parametro referente a la posicion de la curva en relacion con el eje del tiempo.
K: Parametro de velocidad

t: Periodo de germinacion (dias)

A partir de los resultados, se calcularon los pardmetros con significado bioldgico: el nimero
de dias necesarios para alcanzar el 50% del porcentaje de germinacion final (Tso d), que coincide con
el punto de inflexion de la curva sigmoidea. También se calculé la velocidad media relativa de
germinacién acumulada (k/2, d}).

Se han analizado los resultados mediante el andlisis multifactorial de la varianza (ANOVA),
realizando la separacion de medias mediante el test LSD (p< 0,05) cuando el efecto resultd
significativo (p< 0,05) en el ANOVA. Previamente se comprobd que las series de datos siguiesen una
distribucidon normal, y aquellos datos que se presentaban en porcentaje, se transformaron mediante
la expresion: arc sen Vx.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TRATAMIENTOS CON EL PROCESADOR ULTRASONICO

4.1.1. Calibracién del procesador ultrasénico

Durante el ensayo de calibracidn, se determind la energia generada por el sonicador
aplicando diferentes amplitudes. Los resultados de las potencias (W) calculadas para las amplitudes
de 25,50y 75% son de 20 50 y 100 W, respectivamente.

Al mismo tiempo, se midieron las temperaturas tras diferentes periodos de tiempo. Como
se muestra en la Figura 10, se partido de una temperatura ambiente de aproximadamente 20°C,
alcanzado temperaturas de mas de 80°C, cuando el tiempo y la amplitud eran maximos (amplitud
75% durante 300 s). Dado que las temperaturas tan altas pueden afectar negativamente a las
semillas, se decidié realizar los tratamientos con las tres amplitudes durante 0 (control), 60, 120 y
180 s. De esta forma no se superaban los 65°C con la mayor amplitud (amplitud 75%).

207 20W

80 4 S0W
70 A —100 W

60 o

Temperatura (°C)
(] w I 1%
o [=] o o
, )

[
(=]
1

o

0 50 100 150 200 250 300
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Figura 10. Relacién de la temperatura (°C) respecto al tiempo (0-300s) tras los tratamientos con el sonicador
utilizando diferentes potencias (20-50 -100 W).

Estos rangos de potencias también se han utilizado en otros experimentos con semillas; en
un estudio sobre la hidrataciéon del garbanzo, donde se utilizé un sonicador de 25 kHz que
proporcionaba una potencia de 100 y 300 W (Mehmet et al., 2010). Ranjbari et al. (2013)
seleccionaron las amplitudes de onda de 40%, 70%, 100% a 24 kHz, y densidad de potencia maxima
de 600 W.

Tras el ensayo de viabilidad realizado después de la calibracién del sonicador, resulté menor
(P< 0,05) la viabilidad de las semillas tratadas durante 300 s con amplitudes de 25 y 50%, respecto
al control. Debido a las ya comentadas altas temperaturas alcanzadas cuando se aplicaba
ultrasonidos durante 300 s y la baja viabilidad que mostro tras el ensayo del tetrazolio, se decidio
descartar los 300 s del ensayo de germinacién.

En la Figura 11 se aprecia como la conductividad eléctrica (CE) aumenta, al aumentar la
temperatura. Como ya se ha visto en la Figura 10, la temperatura aumentd a mayor potencia y
tiempo de aplicacion. El aumento de la CE se podria deber al desprendimiento de fragmentos de
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cubierta durante los tratamientos, lo que probablemente es la causa de la tonalidad marrén que
adquiere el agua, cada vez mas oscuro a medida que aumenta la potencia del sonicador (Figura 12).

Estos valores obtenidos, coinciden con los obtenidos por el estudio publicado por Ranjbari
et al. (2013), ya que, tras los tratamientos con el sonicador, el valor de CE aumenté
significativamente cuando aumenté la temperatura de remojo, la cual aumenté al aumentar la
potencia del sonicador.

0,16 - 3 mi
mif —@— Control

0,14 A
2 min —0—20W
0,12 3 min 50 W

01 1 1 min 2 min 100 W

0,08 4

E (ds/m)

1 min

© 0,06 A .
3 min

004 4 2 min

’ min

0,02 A

0 T T T T 1
15 25 35 45 55 65

Temperatura (°C)

Figura 11. Relacién entre la conductividad eléctrica (CE; ds m™) y la temperatura (T; °C) tras los tratamientos
con el sonicador a diferentes potencias (20, 50 y 100 W) y durante tres periodos de tiempo (60,120 y 180 s).

Figura 12. Semillas en vasos de precipitado tras los tratamientos con ultrasonidos (0, 20, 50 y 100 W de
potencia durante un minuto).

4.1.2. Ensayo de imbibicion

Tal y como se observa en la Figura 13 y tras realizar el analisis estadistico ANOVA (Tabla 3)
pertinente, en las primeras 24 h, se puede ver como el factor potencia afecta significativamente (P<
0,01) al porcentaje de humedad.

Dado que las semillas fueron tratadas con ultrasonidos mientras estaban sumergidas en
agua, se ha analizado el momento 0 h, es decir, justo en el momento que salen del sonicador. Por
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ello, los valores iniciales de humedad no son homogéneos, siendo de partida la humedad del lote
8,6%. Las semillas tratadas con potencias mas altas (50 y 100 W), presentan mayor valor de
humedad, seguidas por las semillas tratadas con una potencia de 20 W y finalmente con un valor
menor de humedad, se encuentran las semillas control. Esto se puede deber al efecto de la
cavitacidn, provocando una alteracion de las cubiertas (en sentido amplio) y favoreciendo la entrada
de agua en la semilla.

A las 8 h, el contenido de humedad de las semillas control alcanza valores de porcentaje de
humedad similares al de las semillas tratadas con una potencia de 20 W, sin llegar a alcanzar a los
otros dos tratamientos que muestran valores mas altos. A las 24 h, los valores de humedad de las
semillas tratadas con las potencias mas altas, se estabilizan. A partir de las 48h, todos los
tratamientos se estabilizaron con valores de humedad sin diferencias estadisticas (P< 0,05) entre
ellos. Los valores mas altos alcanzados fueron entre un rango de 31,2-31,5% de humedad,
independientemente de las potencias y tiempos aplicados.

Los resultados coinciden con los obtenidos en estudios anteriores realizados en semillas
comerciales por el equipo de investigacion. En semillas cuyas cubiertas estaban dafiadas (con
distintos grados de raspaduras, grietas y roturas), su contenido en humedad aumenté rapidamente
en las primeras 24 h y se estabilizaron, sin embargo, las semillas intactas continuaron absorbiendo
agua lentamente hasta las 96 h (Foschi et al., 2020). Estos resultados también coinciden con lo
obtenido por Juan (2017) quien indica que el tiempo necesario para la estabilizacidon de la humedad

de las semillas de alcaparra depende de las caracteristicas propias del lote, oscilando entre 24 y 96
h.

Estos resultados demuestran que la absorcidn de agua en las etapas iniciales (las primeras
24 h), se incrementa con la sonicacidn y, por tanto, el contenido de humedad es mayor en estas
primeras horas. Patero y Augusto (2015) constataron la eficacia de la sonicacién en granos de sorgo,
ya que el tiempo para alcanzar el 90% del contenido de humedad de equilibrio, fue un 40% menor
cuando se aplicaron ultrasonidos.

40,0 -

Control

Humedad (%)

5.0 1

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1] 10 20 30 40 50 &0 70 50 90 1000 110 120 130 140 150 160 Y0 130 190

Tiempo (horas)

Figura 13. Evolucion de la humedad (%) de las semillas durante 8 dias (tiempo en horas). Las semillas fueron
tratadas a diferentes potencias (20-50-100 W) durante 1, 2 y 3 min. Las barras corresponden al error estandar.
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Tabla 3. Efecto de la potencia (20-50-100 W) y del tiempo (1-2-3 min) del tratamiento con ultrasonidos sobre
la humedad de las semillas (%) en distintos momentos del ensayo de imbibicion.

Oh 8h 24h 48 h 72 h 96 h
Potencia (W)
Control 7,88c 19,53b 25,03b 29,63 30,42 31,17
20 10,62b 20,70b 26,39b 30,21 30,72 31,21
50 13,51a 25,85a 30,62a 30,90 31,17 31,39
100 15,75a 27,18a 31,10a 31,60 31,44 31,51
Tiempo (min)
1 11,30 22,82 27,48 29,92 30,31 30,69
2 11,97 23,41 28,38 31,15 31,63 32,06
3 12,55 23,72 28,98 30,51 30,87 31,22
Parametros (Grados de libertad) % suma de cuadrados

P: Potencia (3) 54,61 ** 63,12 ** 56,63 ** 8,54 NS 2,66 NS 0,26 NS
T: Tiempo (2) 1,62 NS 0,83 NS 3,11 NS 4,97 NS 5,00 NS 4,23 NS
PxT(6) 1,01 NS 2,66 NS 5,25 NS 9,91 NS 9,07 NS 7,82 NS
Residual (36) 42,77 33,39 35,01 76,57 83,27 87,69
Desviacion estandar 3,033 2,738 2,382 2,285 2,548 2,940
Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas con P< 0,05 segun el test LSD. NS:
No Significativo. ** Estadisticamente significativo (P< 0,01). La desviacidn estandar se ha calculado
como la raiz cuadrada del cuadrado medio residual.

Respecto al proceso de imbicidn, en las primeras 24 h se observa (Figura 14) una notable
imbibicién por parte de las semillas, independientemente de su tratamiento con ultrasonidos. Tras
los analisis de la varianza (ANOVA; Tabla 4), se puede afirmar que el factor potencia, tuvo un efecto
significativo (P<0,01) sobre el porcentaje de imbibicidn. A las 8 h de imbibicién, las semillas tratadas
con potencias mas altas, mostraron un valor mas alto en la imbibicién, es decir, absorbieron mas
agua en las primeras horas, presentando también los mayores porcentajes de humedad (Tabla 3). A
partir de las 48 h, las semillas que mostraron mayor porcentaje de imbibicién son las semillas
tratadas con potencias mas bajas, ya que partian de humedades mas bajas (Tabla 3).

La imbibicion de las semillas tratadas con una potencia de 20 W se estabilizé a las 96 h, igual
qgue en las semillas control. Por otro lado, las semillas tratadas con las potencias mas altas, se
estabilizaron a las 24 h, ya que ya habian alcanzado su humedad maxima (Tabla 3). Los valores mas
altos de imbibicidn (> 30%) se dieron en las semillas control y en las semillas tratadas con una
potencia de 20 W. Esto se debe a que no existieron diferencias significativas en cuanto a la humedad
maxima alcanzada por las semillas, pero si en su humedad de partida (Tabla 3).

Estos resultados estan de acuerdo con los resultados publicados por Ranjbari et al. (2013),
gue constataron que, en etapas iniciales, las semillas tratadas absorbieron agua mas rapido que el
control, probablemente debido al proceso de cavitacidon producida por el sonicador. Resultados
similares se obtuvieron con granos de arroz descascarillado, donde los ultrasonidos alteraron la
microestructura de la superficie de los granos (Ding et al., 2018).
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Figura 14. Evolucién de la imbibicidn (%) de las semillas durante 8 dias (tiempo en horas). Las semillas fueron
tratadas a diferentes potencias (20-50-100 W) durante 1, 2 y 3 min. Las barras corresponden al error estandar.

Tabla 4. Efecto de la potencia (20-50-100 W) y del tiempo (1-2-3 min) del tratamiento con ultrasonidos sobre

la imbibicién de las semillas (%) en distintos momentos del ensayo de imbibicidn.

8h 24 h 48 h 72 h 96 h
Potencia (W)
Control 11,80 b 20,03 27,83 a 29,29 a 30,76 a
20 12,72 b 21,49 28,13 a 29,14 a 30,14 a
50 15,99 a 23,96 2447 b 2496 b 2537 b
100 15,73 a 22,35 22,82 b 23,00 b 23,18 b
Tiempo (min)
1 14,32 21,66 25,82 26,55 27,28
2 14,32 22,80 26,57 27,52 28,41
3 13,53 21,40 25,05 25,72 26,39
Parametros (Grados de libertad) % suma de cuadrados
P: Potencia (3) 54,03 ** 14,24 NS 31,19 ** 34,16 ** 33,59 **
T: Tiempo (2) 2,20 NS 2,60 NS 2,40 NS 2,53 NS 2,25 NS
PxT(6) 22,19 ** 13,05 NS 11,17 NS 9,97 NS 8,81 NS
Residual (36) 21,58 70,10 55,24 53,34 55,35
Desviacion estandar 1,336 3,643 3,457 3,908 4,728

Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas con P< 0,05 segun el test LSD. NS:
No Significativo. ** Estadisticamente significativo (P< 0,01). La desviacidn estandar se ha calculado

como la raiz cuadrada del cuadrado medio residual.
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En cuanto a los resultados del ensayo de la entrada del colorante azul de metileno, en la
Figura 15 se presenta la semilla antes de iniciar el ensayo.

Figura 15. Semilla antes de realizar el ensayo con colorante azul de metileno.

En la Figura 16, se observa el frente de avance del azul de metileno en la semilla durante la
imbibicién. La entrada es principalmente por la regién del hilo tanto en las semillas control como en
las sonicadas. Las semillas control y en las de los tratamientos con una potencia de 20 W, muestran
la ausencia de colorante en la primera fase, mientras que las semillas tratadas con potencias mas
altas, muestran ya a las 8 h coloracién azul en la regién del hilo de las semillas. Esto corrobora lo
visto anteriormente en imbibicion, los tratamientos mas potentes, producen una mayor imbibicion
(%) en las primeras horas (Tabla 4). En cambio, a partir de las 48 h no existieron diferencias
significativas entre tratamientos en cuanto a la humedad de las semillas (Tabla 3), aunque
aparentemente el colorante tifié con mayor intensidad a mayor potencia y tiempo del tratamiento
(Figura 19), lo que podria deberse al diferente comportamiento del colorante frente al agua.

En el proceso de imbibicién, se forma un frente de humedad, de modo que no toda la semilla
se humedece simultdneamente (Bewley y Black, 1994). Tal y como ocurrié en el trabajo de Juan
(2017), el colorante penetrd inicialmente por la regién del hilo, siguiendo por “el canal de agua”
hasta llegar a la chalaza, a través de la cual penetrd en el endospermo y avanzd progresivamente
hasta colorear completamente el embridn, lo que ocurrié a los 8 dias de remojo con este mismo
colorante. Este modelo de humectacion indica que la degradacién de la cubierta (testa) es limitada
y no permite la imbibicion a través de la misma, fuera de la regidn hilar.
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Figura 16. Evolucidn de la absorcion de la solucién azul de metileno a lo largo de 8 dias. Semillas tratadas con
el sonicador a diferentes potencias (20-50-100 W) durante 1, 2 y 3 min.
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4.1.3. Ensayo de germinacion
Al iniciar el ensayo, se determiné la viabilidad del lote de las semillas empleadas, siendo del
80% [sumando los niveles A (semillas sanas; 55%) y B (semillas débiles pero viables; 25%)].

La germinacion tanto de las semillas humedecidas con agua como con AGs, se muestra en
la Figura 17. Como se observa, las semillas tratadas con AGs (lineas discontinuas) germinaron en
mayor porcentaje que las semillas humedecidas con agua (lineas continuas), excluyendo las tratadas
con la potencia mas alta, que obtuvieron valores similares al agua. Al finalizar el ensayo de
germinacion (100 d) la germinacidn de las semillas humedecidas con agua, tanto las semillas control
como las tratadas con ultrasonidos, fue aproximadamente del 6%. Este bajo porcentaje de
germinacidn no permitié el ajuste logistico de la germinacién de estas semillas, por lo que no han
podido incluirse en el andlisis estadistico. Analizando la viabilidad de las semillas humedecidas con
agua no germinadas (datos no presentados) se observa que el 90% de éstas (en promedio de todos
los tratamientos) correspondian a semillas no viables (niveles C y D). Esto se podria deber a que,
dado el largo periodo del ensayo de germinacidn, las posibilidades de infeccién y degradacidon de las
semillas son muy elevadas, sobre todo para las semillas que inicialmente presentaban un bajo vigor
(tipo B). En cuanto a las semillas humedecidas con AGs, las que fueron sometidas a una potencia de
100 W durante 3 min presentaron una germinacion del 0%, lo que como en el caso anterior impidié
su ajuste logistico y por tanto la inclusidn de esta potencia en el andlisis estadistico. En este caso al
analizar la viabilidad de las semillas no germinadas al transcurrir los 100 dias del ensayo, se observé
que el 100% correspondia a semillas no viables. Los valores de germinacién de las semillas
humedecidas con AGs (control, 20 y 50 W), de hasta el 70%, son valores coherentes de acuerdo con
la viabilidad del lote que era de un 80%. Al analizar la viabilidad de las semillas control o tratadas
con 20 y 50 W y humedecidas con AGs que no germinaron en los 100 dias que durd el estudio, se
constatd que la practica totalidad de semillas no germinadas, eran no viables.

De los analisis de la varianza (datos no mostrados) se deduce que tanto el efecto de los
factores como de sus interacciones resulté significativa (P< 0,01). La solucion empleada representé
el 49% de la variabilidad de la germinacién, mientras que la potencia y duracién del tratamiento
supusieron el 21% vy el 2%, respectivamente. Respecto a las interacciones de los factores analizados,
todas resultaron significativas (P< 0,01), destacando la interaccidn entre la potencia y la solucion,
que represento el 24%, de la variabilidad, debido a que las semillas sometidas a potencias de 100
W, y que fueron humedecidas con AGs, obtuvieron valores similares a las semillas humedecidas con
agua.

El resultado obtenido con la adicién de AGs al sustrato coincide con los resultados obtenidos
en estudios anteriores, aumentando significativamente (P< 0.01) los valores de la germinacidn
(Pascual et al., 2003; Pascual et al., 2004; Juan, 2017). Esto mismo ocurrid, en todos los ensayos
llevados a cabo en este Trabajo Fin de Master.
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Figura 17. Curvas de germinacién (%) durante 100 d antes de ajustar al modelo logistico. Las semillas se
sonicaron con diferentes potencias (20-50-100 W) durante tiempos diferentes (0-60-120-180 s) y fueron
humedecidas con agua y AGs durante el proceso de germinacion,

En las semillas control y tratadas con potencias de 20 y 50 W y humedecidas con AGs, el
ajuste de los datos de germinacion al modelo logistico fue significativo (P< 0,01), con un coeficiente
de determinacion (R?) superior al 96%, lo que confirma que la funcidn logistica es adecuada para
analizar la germinacion de las semillas de alcaparra, tal y como ocurrid, en anteriores estudios
realizados por el equipo de investigacion sobre la germinacidn de las semillas de alcaparra (Pascual
et al.,, 2003; Pascual et al., 2004; Pascual et al., 2009; Juan, 2017). Tras ajustar las curvas de
germinacidon al modelo logistico, se determinaron los pardmetros A, B y k y se calcularon los
parametros Tso y k/2.

Los porcentajes de germinacion, tanto real (G) como la obtenida del modelo logistico (A;
Tabla 5), asi como el Tso, fueron afectados significativamente (P< 0,01) por la potencia aplicada, el
tiempo de aplicacidn, asi como por sus interacciones. La potencia fue determinante en el porcentaje
de germinacion, representando el 77% de la variabilidad de G y A. En ambos casos, el control mostré
porcentajes de germinacidon mas altos (65% de germinacion) que las semillas tratadas con
ultrasonidos. Las semillas tratadas con potencias de 20 W mostraron valores mas altos que las
tratadas con 50 W (P< 0,05; 60% y 30%, respectivamente), con un menor Tso (P< 0,05; 23,3y 26,2 d,
respectivamente) y con una mayor velocidad media relativa de germinacién (P< 0,05; 0,09 y 0,08 d
1). Respecto al tiempo de aplicacién, la aplicacién del tratamiento de ultrasonidos durante 180 s hizo
disminuir (P< 0,01) la germinacion.

Al analizar la interaccion (Figura 18), se observa que las semillas sometidas a 20 W
obtuvieron una germinacion equivalente a las semillas control cuando el tratamiento se aplicd
durante 60y 120 s, sin diferencias entre ellas, aunque 60 s adelantd el proceso (menor Tsg; P< 0,05).
Cuando el tratamiento se prolongé hasta 180 s, la germinacién resulté inferior (P< 0,05). Las
semillas sonicadas con 50 W, durante los tres periodos de tiempo, obtuvieron menores porcentajes
de germinacidn (P< 0,05) que las semillas control.
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Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Pascual et al. (2004) donde los
tratamientos con ultrasonidos aumentaron (P< 0,05) la germinacién de semillas de alcaparra,
alcanzando un 70% de germinacién, aunque en aquel estudio el tratamiento de ultrasonidos se
realizd con un bafio de ultrasonidos con menor potencia.

En estudios con otras especies como Dioscorea spp., brécoli y alfalfa los tratamientos con
ultrasonidos aumentaron (P< 0,05) la germinacién de las semillas (Kim et al., 2006; Andriamparany
et al., 2019). En otros estudios, los ultrasonidos no afectaron significativamente a la germinacién de
las semillas intactas, pero mejord la germinacion de semillas deterioradas (Ldpez y Vicient, 2017).

A la vista de los resultados, la sonicacidn no mejoré el porcentaje de germinacion con las
potencias y tiempos ensayados a pesar de que el tratamiento con una potencia de 20 W durante 1
min, mejoro el porcentaje de germinacion respecto al control, aunque no de manera significativa,
adelantando, significativamente el tiempo necesario para alcanzar el 50% de la germinacidn. La
disminucién de la germinacién de las semillas sometidas a 50 W, y principalmente a 100 W, podria
estar relacionado con que la cavitacidn a mayores potencias podria dafiar al embrién y/o
endospermo.

Tabla 5. Efecto de la potencia (W) y la duraciéon (min) del tratamiento con ultrasonidos en la germinacion
acumulada (G, %), maximo porcentaje de germinacion (A, %), nimero de dias necesarios para alcanzar el 50%
de la germinacién final (Tso= B/k, d) y velocidad media relativa de germinacién acumulada (k/2, d?). Semillas
humedecidas con AGs.

G A Tso k/2
Potencia (W)
Control 64,50 a 64,34 a 27,16 a 0,062 ¢
20 59,33 b 58,76 b 2333 b 0,089 a
50 29,50 C 29,09 C 26,23 a 0,077 b
Tiempo (min)
1 56,00 a 55,38 a 23,36 b 0,077
2 52,83 a 52,52 a 28,01 a 0,072
3 4450 b 4428 b 2535 b 0,078
Parametros (Grados de libertad) % suma de cuadrados
P: Potencia (2) 76,52 ** 77,10 ** 17,05 ** 41,64 **
T: Tiempo (2) 7,56 ** 7,14 ** 23,24 ** 1,94 NS
PxT(4) 7,72 ** 7,31 ** 24,31 ** 6,44 NS
Residual (27) 8,20 8,46 35,40 49,98
Desviacion estandar 5,831 5,918 2,710 0,014

Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas con P< 0,05 segun el test LSD. NS:
No Significativo. ** Estadisticamente significativo (P< 0,01). La desviacion estandar se ha calculado
como la raiz cuadrada del cuadrado medio residual.
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Figura 18. Modelo logistico ajustado a la germinacién acumulada correspondiente a los tratamientos con
potencias de 20 y 50 W; y a los tiempos de 0, 1, 2 y 3 min. Semillas humedecidas con AGs.

4.2. TRATAMIENTOS CON RADIACION LASER HE-NE

4.2.1. Ensayo de imbibicion
La humedad aumenté notablemente en las primeras 24 h del ensayo (Figura 19). Como es
légico los valores iniciales de humedad son muy similares, puesto que se parte de un lote uniforme
(humedad del lote del 8,6%), aumentando hasta estabilizarse a las 96 h. Tras el analisis estadistico
de los resultados (Tabla 6), se constata que no existieron diferencias significativas (P< 0,05) entre
los tratamientos, incluido el control. Por lo tanto, los tratamientos con laser no afectaron de manera
significativa a la humedad final de las semillas.
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Figura 19. Evolucion de la humedad (%) de las semillas durante 8 dias (tiempo en horas). Las semillas fueron
irradiadas durante diferentes tiempos (0-1-15-60-180 s). Las barras corresponden al error estandar.
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Tabla 6. Efecto de la irradiacidn con rayos laser HE-NE sobre la humedad de las semillas en distintos momentos
del ensayo de imbibicion.

Oh 8h 24 h 48 h 72h 96 h
Tiempo (segundos)

Control 8,58 19,05 23,75 25,85 29,61 30,05
1 9,27 19,86 24,11 26,05 28,64 29,31
15 8,48 19,75 25,77 27,63 29,04 29,81
60 8,17 19,63 25,04 26,92 27,40 28,39
180 8,51 20,30 25,55 27,38 27,92 28,57

Parametros (Grados de libertad) % suma de cuadrados

Tiempo(4) 11,51 NS 6,11NS  25,67NS  20,93NS  40,73NS 30,04 NS

Residual (15) 88,49 93,89 74,33 79,07 59,27 47,46
Desviacion estandar 1,161 1,827 1,552 1,584 1,095 0,952

NS: No Significativo. La desviacidén estdndar se ha calculado como la raiz cuadrada del cuadrado
medio residual.

En cuanto al proceso de imbibicidn (Figura 20), se produjo una notable imbibicidn en las
primeras 24 h, estabilizandose a las 96 h. Del analisis estadistico (Tabla 7), se concluye que no existid
diferencias significativas (P< 0,05) entre los diferentes tratamientos, incluido el control. Los valores
maximos de imbibicién alcanzados estdn comprendidos entre 28,1% y 30,7%. En este caso, los
tratamientos con rayos laser tampoco influyeron en la imbibicion de las semillas.

Respecto al momento de estabilizacidn del proceso de imbibicién, en todos los tratamientos
se estabilizd a las 96 h, coincidiendo con la del tratamiento control del apartado de sonicacidn. Esto
podria llevar a pensar, que el punto de equilibrio donde se estabiliza la absorcion de agua en las
semillas de alcaparra es a las 96 h, siempre y cuando se utilicen semillas cuyas cubiertas no estén
deterioradas, tal y como constataron Foschi et al. (2020).

Contrario a los resultados obtenidos, el peso de semillas irradiadas de habas y altramuces
blancos, aumentaron mas rapido durante la imbibicién en comparacién con las no irradiadas. Este
aumento se debidé mas a cambios internos en la semilla, como la aceleracidn del metabolismo que
a posibles perforaciones en la cubierta de las semillas (Podlesny et al., 2012).

La imbibicion después de los tratamientos con ultrasonidos al igual que la irradiacién con
l[aser sigue el modelo trifasico de absorcidon. Durante la primera fase el contenido de humedad
aumenta rapidamente para estabilizarse en la segunda fase. En la tercera fase o fase final (no
determinada en este ensayo), de nuevo se incrementaria el contenido en agua, lo que estd
relacionado con la rotura de la cubierta producida por el alargamiento de las células y la aparicion
de la radicula (Hatmann et al., 2014). En ambos ensayos, se observan claramente las dos primeras
fases, que tienen lugar antes de la emergencia de la radicula. En otros estudios donde se realizaron
ensayos de imbibicién durante 8 dias, en semillas de alcaparra de diferentes edades, también se
muestra claramente las dos primeras fases en la absorcidn de agua por parte de las semillas (Juan,
2017).
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Figura 20. Evolucion del proceso de imbibicion (%) de las semillas durante 8 dias (tiempo en segundos). Las
semillas fueron irradiadas durante diferentes tiempos (0-1-15-60-180 s). Las barras corresponden al error
estandar.

Tabla 7. Efecto de la irradiacién con rayos laser HE-NE sobre la imbibicién de las semillas en distintos
momentos del ensayo de imbibicion.

8h 24 h 48 h 72 h 96 h
Tiempo (segundos)

Control 13,00 19,98 23,34 29,89 30,70
1 13,23 19,59 22,74 27,15 28,37
15 14,05 23,29 26,47 29,00 30,39
60 14,28 22,54 25,70 26,52 28,26
180 14,82 22,90 26,00 26,96 28,08

Parametros (Grados de libertad) % suma de cuadrados

Tiempo (4) 20,47 NS 36,13 NS 33,75 NS 34,55 NS 30,17 NS

Residual (15) 79,53 63,87 66,25 65,45 69,83
Desviacion estandar 1,5326 2,3857 2,4435 2,0759 2,0002

NS: No Significativo. La desviacién estandar se ha calculado como la raiz cuadrada del cuadrado
medio residual.

La Figura 21 muestra la evolucién de la absorcién del azul de metileno por parte de la
semilla. La absorcién del colorante es similar en todos los tratamientos, coincidiendo con los
resultados presentados en Tablas 6 y 7 en el sentido de que no existieron diferencias significativas
en el proceso de imbibicidn. A la vista de los resultados, se confirma que con la irradiacidn con rayos
laser (de las caracteristicas y con los tiempos utilizados) no se mejord ninguno de los parametros
estudiados. Esto indica que la irradiacién con rayos laser no ha modificado de manera significativa
la cubierta de las semillas, de manera que la entrada de agua en todos los tratamientos ha sido a
través de la regidn del hilo de la semilla y en ningln caso, a través de la cubierta. La hidratacién de
las semillas coincide con lo estudiado en otros trabajos sobre alcaparra, donde, se muestra que la
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hidratacién comienza a través de la region hilar mientras que la region extrahilar es impermeable
(Foschi et al., 2020).

Contrario a lo mostrado en este estudio, Soliman et al. (2009) obtuvieron que las cubiertas
de las semillas de Acacia farnesiana L., si que fueron afectadas por rayos laser, modificando la
entrada de agua en las mismas. Es importantes remarcar, que ademas de las caracteristicas de la
irradiacion (longitud de onda, potencia, tiempo, ...) existen diferencias entre las caracteristicas de
las semillas de diferentes especies.

8h 24 h 48 h

Control

segundo @ ‘

segundos

60
segundos

180
segundos

Figura 21. Evolucion de la absorcion de la solucidn azul de metileno a lo largo de 8 dias. Semillas irradiadas
durante diferentes tiempos (0-1-15-60-180 s).

4.2.2. Ensayo de germinacién

Al analizar la germinacién obtenida (Figura 22) tanto el tiempo de irradiacion como la
solucion empleada resultaron estadisticamente significativos (P< 0,01; datos no mostrados),
representado este Ultimo factor el 97% de la variabilidad. La interaccion de ambos factores no
resulté significativa (P< 0,05). La germinacion obtenida con agua fue estadisticamente inferior a la
obtenida con AGs, con valores inferiores al 10%, lo que impidid su ajuste logistico, y su inclusién en
el posterior analisis estadistico. Tras los 100 d de ensayo, al analizar la viabilidad de las semillas no
germinadas, casi el 50% estaban muertas (suma del nivel C y D) y el 40% correspondid a semillas
viables pero débiles (B). Estas semillas pueden no haber tenido vigor suficiente para germinar en el
periodo considerado, aunque podrian haber llegado a hacerlo si el ensayo se hubiese prolongado.
En cambio, las semillas humedecidas con AGs, obtuvieron una germinacién del 75% en promedio,
Al analizar la viabilidad de las semillas que no habian germinado, la préctica totalidad eran no
viables, tal y como cabia esperar, ya que la viabilidad de partida del lote era del 80%.
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Figura 22. Curvas del porcentaje de germinaciéon acumulada durante 100 d antes de ajustar al modelo
logistico. Las semillas se irradiaron durante 0-1-15-60-180 s humedecidas con agua y AGs.

El ajuste de los datos obtenidos con semillas humedecidas con AGs al modelo logistico
resultd estadisticamente significativo (P< 0,05), con un coeficiente de determinacidn (R?) superior
al 95%, tal y como ocurrié en el apartado anterior. En la Figura 23 se muestran las curvas de
germinacion ajustadas al modelo logistico, encontrandose todas en un rango entre 73 y 82% de
germinacion.

Tras realizar los andlisis estadisticos (Tabla 8), se concluye que la irradiacidn de semillas con
laser no influyd en el porcentaje de germinacidn de las semillas (P< 0,05) ni en la velocidad media
relativa de germinacion (k/2). Respecto al parametro Tso, la irradiacidon si que resulto significativa
(P< 0,05) ya que las semillas irradiadas durante 1 y 15 s, alcanzaron el Tso antes que las semillas
irradiadas durante 60 y 180 s, encontrandose el control entre ambos grupos.

Se decidié irradiar con laser durante 1, 15, 60 y 180 s, puesto que en estudios anteriores
(Juan, 2017), se aplico la irradiacién durante 10, 30, 60 y 120 s y todos los tiempos redujeron
significativamente (P< 0,05) la germinacion. Por ello, se seleccionaron tiempos tanto inferiores
como superiores. Los resultados coinciden con los obtenidos por Juan (2017) en el sentido de que
la irradiacidn con laser no mejoré la germinacion de las semillas de alcaparra. Alvarez et al. (2011)
obtuvieron resultados similares en semillas de tomate irradiadas con un laser HE-NE, en el que
tampoco se mejord significativamente la germinacién de las semillas, debido probablemente al
corto tiempo de irradiacion (< 60 s). Krawiec et al. (2018) indicaron que la respuesta de las semillas
al ldser mejoraba al irradiarlas entre 3 y 5 veces. A diferencia de los resultados obtenidos, segin
Podlesny et al. (2012) la irradiacion laser mejord la germinacién en semillas de altramuz blanco
(Lupinus albus L.) y habas (Vicia faba L.); los tratamientos aplicados aumentaron la actividad
enzimatica amilolitica [aumentando el contenido en acido indol-acético (IAA)] y eso mejoré la
germinacion. De acuerdo con Chen et al., (2005), la radiacién laser He-Ne provoca un incremento
de la actividad enzimatica y acelera las reacciones catalizadas por las enzimas, debido a un campo
electromagnético y a la energia térmica que afecta a las células, y aumenta su actividad bioldgica.
También, se ha obtenido resultados positivos con el ldser He-Ne en la germinacion de las semillas
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de diversas especies como trigo (Rong et al., 2002, y Jamil et al., 2013) y cebada (Szajsner y Drozd,
2003).

Los efectos de la radiacion laser dependen de muchos parametros, como la longitud de
onda, tiempo de exposicidn, potencia, dosis y métodos de irradiacién (constante o pulso) asi como
de las caracteristicas de las semillas (Krawiec et al., 2018). A la vista de los resultados, las semillas
irradiadas durante 1y 15 s, mostraron una mejor germinacién respecto a los otros tratamientos y
al control, pero no de manera significativa, sin embargo, si alcanzaron el Tso antes que el resto de
tratamientos (P< 0,05).

Tabla 8. Efecto de la irradiacidn con el Iaser HE-NE durante 0, 1, 15, 60 y 180 s en la germinacidn acumulada
(G, %), maximo porcentaje de germinacion (A, %), numero de dias necesarios para alcanzar el 50% de la
germinacion final (Tsp= B/k, d) y velocidad media relativa de germinacién acumulada (k/2, d!). Semillas
humedecidas con AGs.

G A Tso k/2
Tiempo (segundos)

Control 73,00 72,81 22,78 bc 0,070
1 79,00 78,69 20,46 C 0,071
15 81,75 81,96 22,42 C 0,089
60 70,50 69,86 27,41 ab 0,088
180 69,50 69,10 30,68 a 0,061

Parametros (Grados de libertad) % suma de cuadrados

Tiempo (4) 35,35 NS 35,59 NS 65,92 * 25,96 NS

Residual (15) 64,65 64,41 34,08 74,04
Desviacion estandar 7,513 7,824 3,106 0,021

Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas con P< 0,05 segun el test LSD. NS:
No Significativo. * Estadisticamente significativo (P< 0,05). La desviacion estandar se ha calculado
como la raiz cuadrada del cuadrado medio residual.
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Figura 23. Modelo logistico ajustado a la germinacién acumulada correspondiente a los valores medios de
tratamientos irradiados durante 0-1-15-60-180 s. Semillas humedecidas con AGs.
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4.3. 1LUMINACION CON DIFERENTES LONGITUDES DE ONDA

4.3.1. Ensayo de germinacion

Las semillas humedecidas con agua obtuvieron un bajo porcentaje de germinacién (en torno
a un 3% Figura 24), lo que no permitié su ajuste logistico ni inclusion en el posterior analisis
estadistico. Al analizar las semillas no germinadas, el 50% se mantenian viables (suma del nivel A+B),
lo que podria significar, que, si se hubiese prolongado el ensayo, podrian haber llegado a germinar,
sin embargo, una germinacion después de 100 d, no es interesante comercialmente. Respecto a las
semillas humedecidas con AGs, los resultados no fueron tan homogéneos. Las semillas germinadas
bajo luz blanca, roja mds azul y en oscuridad, germinaron el 78, 69 y 70%, respectivamente,
pudiéndose considerar estd germinacion como muy buena dada la viabilidad del lote (80%). Al
analizar la viabilidad de las semillas no germinadas, la practica totalidad de ellas eran no viables
(nivel C+D). Las semillas germinadas bajo luz roja, obtuvieron un porcentaje de germinacion del 35%,
resultando no viables todas las semillas no germinadas, lo que podria deberse al fuerte ataque de
hongos que aparecio a partir del primer mes del ensayo. Finalmente, las semillas que germinaron
bajo luz azul, tan solo obtuvieron el 7% de germinacidn, quedando la practica totalidad de las
semillas no germinadas como no viables, lo que podria deberse tanto a la influencia de la luz azul
sobre al AGs como al ataque de hongos, a partir de los 75 dias del ensayo. En este sentido Hirose et
al. (2012) indicaron que la luz azul podia reducir el contenido en giberelinas activas y esto podria
haber afectado también en el presente estudio, reduciendo el efecto positivo del AG; aportado. La
baja germinacion obtenida con la luz azul, impidid su ajuste logistico y su andlisis estadistico.
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Figura 24. Curvas del porcentaje de germinaciéon acumulada durante 100 d antes de ajustar al modelo
logistico. Las semillas germinadas bajo luz blanca, roja, azul, roja mas azul y en oscuridad humedecidas con
aguay AGs.

El tipo de luz, la solucién utilizada para humedecer las semillas, y su interaccién, afectaron
significativamente a la germinacién (P< 0,01; datos no mostrados), representando un 20%, 62% y
17% de la variabilidad, respectivamente. El hecho de que la interaccidn fuese significativa, se debid
a la baja germinacién que se obtuvo en aquellas semillas que crecieron bajo luz azul,
independientemente de la solucién con la que se regé.
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El ajuste de los datos que asi lo permitieron, al modelo logistico resulté estadisticamente
significativo (P< 0,05), con un coeficiente de determinacién (R?) superiores al 96%, lo que confirma
que la funcién logistica es adecuada para analizar la germinacion de las semillas de alcaparra, tal y
como se ha visto en los apartados anteriores.

El tipo de luz influyd significativamente (P< 0,01; Tabla 9; Figura 25) en la germinacién de
las semillas. Las semillas germinadas bajo luz roja, obtuvieron una menor germinacién (P< 0,05) que
con el resto de luces. Como se ha comentado anteriormente, estas semillas sufrieron un fuerte
ataque de hongos, principalmente por Fusarium sp, tras un mes de ensayo, que pudo ser estimulado
por la radiacién roja.

Las semillas germinadas en oscuridad presentaron el menor (P< 0,05) valor de Tso, seguidas
de las germinadas bajo luz blanca y la combinacién de rojo y azul. El tipo de luz también afecté (P<
0,01) a la velocidad de germinacion (k/2), encontrandose los mayores valores bajo luz blanca y en
oscuridad. Estos resultados estan de acuerdo con estudios (no publicados) realizados en el mismo
equipo de investigacion, en los que no existieron diferencias significativas entre semillas germinadas
en oscuridad y con luz blanca.

Paniagua et al. (2015) no obtuvieron diferencias en el porcentaje de germinacién de semillas
de brocoli iluminadas con luces LED de diferentes longitudes de onda (rojo, azul y verde); estos
autores indicaron que diferentes longitudes de onda y tiempos de exposicién pueden provocar
diferencias fisioldgicas en la germinacion de las semillas y en el crecimiento de las plantulas. Moreno
et al. (2017) y Marin (2016) tampoco obtuvieron diferencias significativas (P< 0,05) al aplicar luz
blanca, roja, y azul en la variedad Serrano de pimiento (Capssicumm annuum L.) y en orquideas
(Encyclia sp), respectivamente.

A la vista de los resultados, las semillas de alcaparra no necesitan luz para germinar, dado
que la iluminacién no mejord la germinacioén.

Tabla 9. Efecto diferentes longitudes de onda (Luz blanca, LED roja, roja mas azul y oscuridad) en la
germinacion acumulada (G, %), maximo porcentaje de germinacion (A, %), nimero de dias necesarios para
alcanzar el 50% de la germinacion final (Tso= B/k, dias) y velocidad media relativa de germinacion acumulada
(k/2, V. Semillas humedecidas con AGs.

G A Tso k/Z
Tipo de luz
Blanca 75,50 a 75,31 a 2883 b 0,079 a
Roja 37,50 b 40,43 b 46,40 a 0,039 b
Rojo+Azul 68,50 a 66,42 a 26,30 b 0,050 b
Oscuridad 70,00 a 69,17 a 21,84 C 0,088 a
Parametros (Grados de libertad) % suma de cuadrados
Tipo de luz (3) 87,52 ** 86,21 ** 96,51 ** 78,54 **
Residual (12) 12,48 13,79 3,49 21,46
Desviacion estandar 6,487 6,155 2,047 0,012

Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas con P< 0,05 segun el test LSD. **
Estadisticamente significativo (P< 0,01). La desviacién estandar se ha calculado como la raiz
cuadrada del cuadrado medio residual.
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5. CONCLUSIONES

Con los tratamientos y condiciones ensayadas en este Trabajo Final de Master, se concluye:

e En todos los ensayos se constata que para obtener una germinacion adecuada se
necesita la adicién de acido giberélico.

e El resultado obtenido con el tratamiento de ultrasonidos depende de la potencia
aplicada y del tiempo de exposicion, variando desde un adelanto de la germinacion
(20 W durante 1 min) hasta una disminucidn del porcentaje de germinacion (100 W
3 min).

e Eltratamiento con ultrasonidos afecta a la humedad de la semilla, aumentando ésta
con el incremento de potencia y tiempo de exposicidn; en cambio, en el ensayo de
imbibicidn, el contenido de humedad final de las semillas no se ve afectado por
estos factores, por lo que el valor de la imbibicidén (%) se ve reducido a mayores
potencias y tiempos de exposicion.

e La irradiacién de las semillas con rayo laser He-Ne no mejora ni adelanta la
germinacidn; tampoco modifica el proceso de imbibicién.

e Los ensayos con el colorante azul de metileno, indican que ni el tratamiento con
ultrasonidos ni la irradiacion con rayo laser He-Ne modifican la entrada de agua en
la semilla durante la primera fase de la germinacion, que se mantiene a través de la
region hilar.

e Llas semillas de alcaparra no necesitan iluminacién para su germinacion. La
reduccién del espectro de la iluminacion aplicada, reduce el porcentaje de
germinacion.
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ANEXO 1: Espectro de las ldamparas de diferentes

longitudes de onda
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Figura A.11. Distribucién del espectro de color de los tubos fluorescentes blancos.
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Figura A 1.2. Distribucién del espectro de color de las tres lamparas LEDs, azul (linea de color azul), rojo (linea de color rojo) y rojo + azul (linea de color violeta).



