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RESUMEN

La propagacion sexual de la alcaparra (Capparis spinosa L.), aunque presenta grandes
dificultades, con porcentajes de germinacion bajos, es el método mas utilizado. En el
grupo de investigacion en el que se ha desarrollado este trabajo, se realizaron
previamente una serie de estudios destinados a mejorar la propagacién, tanto sexual
como asexual, de esta planta. Con el objetivo general de mejorar la propagacion sexual
de la alcaparra, en este trabajo se llevaron a cabo tres experimentos. En primer lugar se
estudio la influencia del periodo transcurrido desde la recoleccion hasta el inicio del
ensayo de germinacion, estudiando cuatro periodos diferentes (45, 30, 15 y 0 d). En
segundo lugar se plante6 un ensayo de la influencia de la radiacién laser He-Ne sobre la
germinacion de las semillas y crecimiento de la radicula e hipocétilo. En el tratamiento
de irradiacion laser se ensayaron cinco tiempos de irradiacion (0, 10, 30, 60 y 120 s).
Con las semillas irradiadas se realiz6 un ensayo de germinacién. Posteriormente se
procedid al estudio de la elongacion de la radicula y del hipocétilo de las plantulas
correspondientes a las semillas germinadas. Por ultimo, se analiz6 la germinacién
obtenida a partir de frutos enteros y de semillas recién extraidas de los frutos, tanto
abiertos como cerrados, en un sustrato a base de turba. De los resultados se concluye
que el porcentaje de germinacion es muy elevado cuando la siembra se realiza
inmediatamente después de la recoleccion y se le adiciona al sustrato acido giberélico.
No se ha visto un efecto claro de la irradiacion laser, encontrando en todos los
tratamientos comparados con el control un porcentaje de germinacion menor que el de
éste. Por ultimo, cuando los frutos estan abiertos el porcentaje de germinacion
alcanzado es igual, independientemente de si se siembran enteros o por semillas, lo que
podria facilitar la propagacion sexual.

Palabras clave: semillas; irradiacion laser; &cido giberélico; fruto entero



ABSTRACT

Sexual propagation of caper (Capparis spinosa L.) shows presents remarkable
difficulties, with low germination percentages; it is the most used method. In the
research group where this studies, some studies were taken to improve both sexual and
asexual propagation of this plant. In order to improve the caper sexual propagation,
three experiments were carried out in this study. First, an experiment was done to
determine the influence of the period from harvest to the beginning of the germination
test, studying four different periods (45, 30, 15 and 0 days). Secondly, an experiment
was done to determine the influence of the He- Ne laser radiation on seed germination
and growth of the radicle and hypocotyl. For the laser irradiation treatment, five
irradiation times (0, 10, 30, 60 and 120 s) were tested. Germination test with irradiated
seed were performed. Then we proceeded to the study of elongation of the radicle and
hypocotyl of seedlings corresponding to sprouts. Finally, a propagation experiment was
carried out, analyzing the germination obtained from whole fruits and freshly extracted
from the fruit seeds, both in open and still closed fruits, in a peat-based substrate. The
results show that the germination percentage is very high when seeding is realized
immediately after the ripeness and gibberellic acid is added to the substrate. As for the
laser irradiation treatment, there has not appeared to have a clear effect, finding in all
treatments lower germination percentages, compared to the control treatment. Finally,
when the fruits are open the germination percentage reaches similar values, regardless
of whether whole fruit or seed were sown, which could facilitate the sexual propagation.

Keywords: seed; laser irradiation ; gibberellic acid ; intact fruit



RESUM

La propagacié sexual de la tapera (Capparis spinosa L.) presenta grans dificultats, ja
que els percentatges de germinacid obtinguts son molt baixos, és el métode més
utilitzat. En el grup d'investigacié en qué s'’ha desenrotllat aquest treball, es va realitzar
previament una série d'estudis destinats a millorar la reproduccio, tant sexual com
asexual, d'aquesta planta. Amb l'objectiu general de millorar la propagaci6 sexual de la
tapera, en aquest treball es van dur a terme tres experiments. En primer lloc es va
estudiar la influencia del periode transcorregut des de la recol-leccio fins a l'inici de
I'assaig de germinacid, estudiant quatre periodes diferents (45, 30, 15 i 0 dies). En segon
lloc, es va plantejar un assaig de la influencia de la radiacio laser He-Ne sobre la
germinacié de les llavors i creixement de la radicula i hipocotil. En el tractament
d'irradiacid laser es van assajar cinc temps d'irradiacio (0, 10, 30, 60 i 120 s . Finalment,
es va dur a terme un experiment de propagacié per llavors per mitja de fruits sencers,
analitzant-se la germinacié obtinguda a partir de fruits sencers i de llavors acabades
d'extraure dels fruits, tant de fruits oberts com tancats, a un substrat a base de torba.
Dels resultats es conclou que el percentatge de germinacié és molt elevat quan la
sembra es realitza immediatament després de la recol-leccid i se li addiciona al substrat
acid giberelic. Quant al tractament d'irradiacié laser no s'ha vist un efecte clar de la seua
aplicacio, trobant en tots els tractaments menors percentatge de germinacié que al
control. Finalment, quan els fruits estan oberts el percentatge de germinacioé aconseguit
és igual independentment de si se sembren sencers o per llavors, la qual cosa podria
facilitar la propagacio sexual.

Paraules clau: llavor; irradiacié laser ; acid giberélic ; fruit sencer
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Introduccion

1.- INTRODUCCION

1.1.- GENERALIDADES

Se conoce como alcaparra, tapena, tapera o tapanera la especie botanica
Capparis spinosa (L.), perteneciente a la familia Capparidaceae. Etimologicamente
alcaparra procede del arabe hispano alkapparra, éste del latin capparis, que a su vez
procede del griego kanmapic. La designacion spinosa alude a las espinas que aparecen
en la base de las hojas de la planta.

La alcaparra es originaria de Asia. Fue importada por los griegos, extendiéndose
posteriormente a otros paises del mediterraneo, donde crece espontaneamente al
encontrarse en condiciones optimas de clima y suelo para su desarrollo. Se puede
encontrar en el sur de Francia, Italia, Grecia, Turquia, Asia menor, sur de Portugal,
Marruecos, Argelia, Tunez y Egipto. En Espafia se encuentra en las zonas litorales de
Almeria, Murcia, Granda y Baleares.

El principal aprovechamiento son los botones florales, aunque también se
aprovechan los frutos y los brotes. Las partes comestibles de la alcaparra constituyen un
alimento que pertenece al grupo verduras/hortalizas. En cuanto al aspecto nutricional, es
un alimento que destaca por su significativo aporte de sodio y agua. El resto de
nutrientes presentes en este alimento, ordenados por relevancia de su presencia, son:
magnesio, hierro, vitamina B2, vitamina E, vitamina B9, fibra, vitamina C, calcio,
carotenoides, hidratos de carbono, proteinas, cinc, acidos grasos poliinsaturados,
calorias, vitamina B3, potasio, vitamina B, selenio, vitamina B6, grasa, acidos grasos
saturados, fosforo, vitamina A y &cidos grasos monoinsaturados. Mallor, (2010)
obtienen datos de la composicién quimica y de acidos grasos de muestras de botones
florales procedentes de diferentes provincias espafiolas productoras de alcaparra.

También de las semillas y de su aceite se han realizado investigaciones (Duman
y Ozcan, 2013) para determinar su contenido mineral por sus interesantes caracteristicas
nutritivas.

1.2.- TAXONOMIA

La alcaparra se encuadra en los siguientes taxones:

Reino Plantae
Division Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Capparaceae
Tribu Cappareae
Género Capparis
Especie C. spinosa
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1.3.- DESCRIPCION BOTANICA

La planta es una dicotiledénea perenne caducifolia, herbacea o subarbustiva, de
alrededor de 40 cm de altura, tipica del secano y muy rastica. Su parte aérea esta
formada por tallos tiernos, produciendo tallos anuales sobre una base lefiosa, de
desarrollo rastrero (planta cundidora) y que pueden alcanzar hasta 3 metros de longitud.

Las hojas presentan un peciolo de una longitud que varia entre 3 y 10 mm y una
lamina de forma més o menos oval pudiendo ser algunas mucronadas, algo gruesas, de
verdes a rojas y de consistencia crasa, con estipulas precozmente caducas. Las hojas
poseen estomas en ambos lados de la hoja distribuidos uniformemente, que en verano se
mantienen abiertos continuamente durante el dia en el periodo de crecimiento, sobre
todo los de la superficie inferior de la hoja.

: 4 \
Fotografia 1. Botones florales.

Las flores son hermafroditas, solitarias y axilares, muy vistosas, de 4 a 5 cm de
didmetro. Nacen en las axilas de las hojas, son tetrdmeras con los pétalos blancos o
ligeramente rosados. Poseen una gran cantidad de estambres con largos filamentos de
color violaceo. El pistilo tiene un solo ovario, que es supero, con un solo estilo y un solo
estigma. El ovario esta sostenido en una columnilla que es una prolongacién del eje
floral (gin6foro). Cada yema axilar origina una sola flor; sus pedinculos son muy largos
con relacion al tamarfio del boton floral. Desde que se forma el boton floral hasta que la
flor se abre transcurren unos 8-12 dias, segln las condiciones existentes (Mascaros,
2010).
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Fotografia 2. Flor abierta de la planta de alcaparra. Ovario sobre un largo tallo, el
gindforo.

El fruto, denominado alcaparrén, es de color verde cuando esta inmaduro y algo
rojizo cuando alcanza la madurez. Se trata de una baya con un largo pedinculo, es
coriaceo y carnoso en su interior. Tiene forma ovalada llegando a alcanzar de 2 a 4 cm
de longitud y un diametro de 1,5 a 3 c¢cm, segun la variedad. Llegado al estado de
madurez el fruto se abre, dejando las numerosas semillas que contiene a disposicion de
los insectos, animales o fenOmenos naturales encargados de su diseminacion.

Las semillas, sin albumen y sin latex, son esféricas o reniformes, de 2 0 3 mm de
longitud y toman un color marrén oscuro cuando llegan a la madurez. Presentan una
testa de 0,2 a 0,3 mm de espesor, compuesta por fibras exteriores, una capa lignificada
de 4 o0 10 células de espesor, con un endotegumento lignificado compuesto por células
cubicas, con paredes radiales fuertemente engrosadas. Debido a todo esto, la testa es
muy dura y dificilmente permeable al agua, siendo ésta una de las causas del bajo
porcentaje de germinacion de las semillas.
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Fotografia 4. Semillas de alcaparra.

La raiz es profunda, gruesa y medianamente ramificada, que le permite vivir en
terrenos bastante aridos, extrayendo humedad del subsuelo, ademas las raices laterales
cuentan con un elevado contenido de agua en sus tejidos que la planta puede utilizar en
casos de sequia. La separacién de la raiz con los tallos forma un mufién de cepa que
Ilega a alcanzar de 20 a 25 cm de ancho en algunas plantas.

En un estudio publicado Gan et al, (2013) se ha observado que las hojas, el tallo y
la raiz de C. spinosa se modifican adaptandose a las condiciones de sequia y ademas
genera una regién de transito ampliada entre el tallo y la raiz, donde el xilema y el
sistema fibrovascuar se han aumentado mejorando asi la absorcion de agua y la
capacidad de almacenamiento.

1.4.- CULTIVO

1.4.1.- Exigencias climaticas

La alcaparra es capaz de crecer en sitios secos, ruinas, etc., de manera silvestre
en todo el litoral mediterrdneo. Esta capacidad muestra su extrema resistencia a la
sequia y a las altas temperaturas.

Una humedad relativa ambiental baja durante el periodo estival, favorece la
produccion, mientras que una humedad excesiva junto al tronco favorece la aparicion de
infecciones fungicas.

La alcaparra se trata de una planta termofila, cuyas exigencias térmicas a lo largo del
ciclo bioldgico son (Melgarejo y Salazar, 2000):

e Temperaturas moderadas durante la germinacion.

e Temperaturas altas durante el verano para alcanzar el maximo desarrollo y
produccion, siempre que las necesidades hidricas puedan ser cubiertas.

e Temperaturas suaves durante el invierno

En cuanto a exigencias luminicas, se obtienen mayores rendimientos en aquellas
zonas de veranos calurosos, con alta iluminacion y dias largos.

4
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Su ciclo vegetativo se inicia en la primavera, en que la planta entra en actividad,;
la floracion se produce en el verano, y al llegar el otofio comienza a paralizar su
crecimiento, perdiendo sus hojas y ramas, pasando el invierno tan solo en forma de
tocon de tallo, hasta que reanuda su vegetacion en la primavera siguiente (Maroto,
2002). El éxito de una plantacion de tapenera depende fundamentalmente de los
cuidados prestados a las plantas en el primero y segundo afio después de la plantacion.

1.4.2.- Cuidados del primer afo

Plantacién

La plantacion se debe realizar a finales del invierno, (tras las lluvias), cuando la
planta ain estd en reposo vegetativo. Aunque puede realizarse siembra directa,
frecuentemente se emplean semilleros. Debe procurarse que se mantenga la humedad
durante todo el periodo que dure la fase de semillero.

El marco de plantacion para el establecimiento de una plantacion en regadio como
minimo serade 4 x 4 m 6 5 x 5 m, y en plantaciones de secano desde 2,5 x 2,5 m hasta
4 x 4 m (Melgarejo y Salazar, 2000).

Labores

Si la plantacion no se realiza con suficiente tempero es necesario realizar un riego
de plantacion. En este caso, cuando el terreno esté en condiciones se dard una cava
alrededor de cada hoyo para evitar la formacion de costra y mantener la humedad del
suelo el mayor tiempo posible, cubriendo la cepa de la planta 3 0 4 centimetros. Esta
operacion de cavar el cerco de la planta hay que realizarla después de cada lluvia con la
misma finalidad.

Se recomienda labrar con cultivador las calles entre filas, para eliminar la
vegetacion espontanea y ayudar a mantener la humedad en el suelo. La ultima labor se
dara en otofio-invierno, una vez podadas las plantas.

Riegos

A los 25-30 dias de la plantacion, si no llueve y la tierra del hoyo carece de
suficiente humedad, se dara un riego (de la misma manera que al inicio de la
plantacién). Si el afio resulta excesivamente seco se daran otros dos riegos a lo largo del
verano, practicando en cada uno de ellos las labores de escarda y rotura de costra.

Poda

Durante la parada invernal, de noviembre a febrero, se cortan los tallos, dejando
dos o tres centimetros de éstos a partir de la cepa.

En esta operacion es conveniente utilizar las tijeras de podar la vifia, con el fin de no
pincharse con las espinas de la planta. Después de la poda, se retiran los tallos,
cubriendo la cepa unos 10-15 centimetros de tierra (Massa y Luna, 1985).
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Fertilizacion

El primer afio de la plantacion se recomiendan la aportacion por hectarea de 400 kg
de superfosfato de cal (18% P20s), 150 kg de cloruro potasico (60%) y 100 kg de
sulfato amonico (21% de N), considerandose asi cubiertas las necesidades del primer
afio de la plantacion (Lunay Pérez, 1985).

1.4.3.- Cuidados del segundo afio

Labores

En general las plantaciones de tapenera estan situadas en los secanos, en zonas de
escasa pluviometria, por lo que las labores tienen como objetivo fundamental mantener
la humedad del suelo. Por tanto se daran tantas binas como lluvias se produzca, dando la
primera al principio del afio y antes de que brote la planta, y la Ultima en otofio-invierno
después de la poda. Es imprescindible la cava frecuente del cerco alrededor de la mata.

Riegos

En el segundo afio se daran uno o dos riegos aquellas plantas mas débiles que por la
escasez de lluvia pudiera peligrar su vida. En general no es necesario regar.

Poda

Se hara lo mismo que en el primer afio, corte de tallos secos y el aporcado de la cepa
(Massa y Luna, 1985).

1.4.4.- Cuidados del tercer afio y sucesivos

Labores

A las calles se les daréa tres o cuatro binas; una en otofio con el fin de remover la
tierra y recoger la maxima cantidad de agua de lluvia que pueda caer, y las otras a
finales de invierno y primavera. A partir de mayo se hace muy dificil el laboreo debido
a la longitud que alcanzan las ramas, ya que se provoca la rotura de las mismas con los
aperos empleados.

Abonado

De los analisis realizados por el Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del
Segura (CEBAS), sobre la extraccion de nutrientes del suelo por parte del boton floral y
la mata, se deducen las cantidades minimas de abonos que se deben aportar al suelo para
la nutricion mineral de la tapenera.

Cantidades a aportar:
e 150 a 200 kg. de sulfato amonico (todos los afos).
e 50 kg. de sulfato potasico (cada dos afios).
e 50 Kkg. de superfosfato de cal (cada dos arios).
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El fosforo y el potasio pueden aplicarse cada dos afos, debido a las pequefias
cantidades que necesita la planta, sin embargo el nitrégeno se aporta anualmente (Massa
y Luna, 1985).

Existen otras publicaciones, como Luna y Pérez (1985) en las que los valores de
fertilizacion recomendados una vez la plantacion ha comenzado a producir son
ligeramente diferentes.

Estos abonos se deben aportar y enterrar en una labor de otofio-invierno, antes de
que la planta inicie la brotacion.

Herbicidas

A esta especie, propia de los secanos de zonas de clima seco en los cuales el
laboreo favorece a los cultivos, se le pueden aplicar herbicidas a partir del tercero o
cuarto afo, siempre que se evite mojar la cepa y sus brotaciones con los mismos.

Segun ensayos realizados por Massa y Luna (1985) en una plantacion de cinco
afos y en riego, con diversos productos en pre-emergencia y post-emergencia aplicados
en primavera, los mejores resultados se obtuvieron con los herbicidas metribuzin y
prometrina.

Poda en seco

Se hara en la parada vegetativa, practicandola de la misma forma a como se hizo en
los dos primeros afios. Sin embargo, a partir del tercer afio, la poda se hara cortando las
ramas mas delgadas a ras de cepa y las mas gruesas o principales a dos o tres
centimetros de la cepa, ya que en este trozo estan las yemas que brotaran la proxima
primavera con mucho mas vigor que si no se hubieran podado.

Poda en verde

Una vez brotada la planta, aparecen tallos vigorosos y otros méas débiles. Los
primeros son los que formaran las ramas principales que albergan la produccion,
quedando los delgados parcialmente debilitados y con poca o nula produccién.

Por tanto a los 30 6 40 dias de haber iniciado la brotacion, se eliminan los tallos
débiles, dejando estratégicamente distribuidos los vigorosos que en su desarrollo
cubrirén concéntricamente la superficie del suelo que corresponde a la planta. Los tallos
eliminados, se pueden utilizar en salmuera.

Produccién

El periodo de recoleccion de botones florales se escalona entre junio y septiembre.
La produccion media que puede dar una planta de alcaparras es de 1-3 kg al afio,
pudiendo llegar en ocasiones a una produccion de 8 kg/afio.
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1.4.5.- Plagas y enfermedades

Plagas

Al pasar a cultivarse la tapenera, aparecen algunas plagas que si bien en principio
son leves, podrian revestir cierta gravead en algunas plantaciones.

Segun Garcia Mari (2002), las orugas de la col Pieris brasicae (L.) y Pieris
rapae (L.) cuyas larvas procedentes de puestas formadas por numerosos huevos, viven
agrupadas en sus primeros estadios, alimentandose de las hojas, al principio en pequefia
cantidad. Al llegar a su mayor desarrollo, 4° o 5° estadio larvario, muestran
extraordinaria voracidad comiendo toda la hoja y respetando solo los nervios mas
gruesos. Dado el comportamiento gregario que manifiestan, sus dafios suelen ser
localizados, devorando totalmente plantas completas sin afectar a las plantas vecinas.
Otro tipo de dafo indirecto es el derivado de la gran cantidad de excrementos que
produce, con pérdida de calidad y pudricion de la planta. El dafio aparece con mayor
frecuencia en los lindes de las parcelas, pues prefieren hacer la puesta en esa zona.

Esta plaga se puede controlar mediante varios enemigos naturales que ejercen un
buen control bioldgico. ElI himenoptero braconido parésito de orugas Cotesia
glomerata (L.) [= Apanteles glomeratus] es muy frecuente. El adulto pone varios
huevos, hasta 50, en el interior de la oruga y esta sigue su desarrollo aunque se vuelve
mas perezosa. Al llegar el momento de pupar no lo hace sino que se dirige a zonas altas
de la planta, o hacia troncos 0 muros cercanos, surgiendo de su interior gran cantidad de
larvitas del parasitoide que tejen sus capullos de pupacion de color amarillo encima del
hospetande muerto.

C. glomerata tiene preferencia por P. brassicae, por lo que el predominio de
otras especies de Pieris es sintoma de su presencia.

Otro parasitoide que ataca a las crisélidas de Pieris y otros lepiddpteros es el
calcidido Pteromalus puparum (L.). Su presencia se detecta por quedar la crisalida seca
y un pequefio orificio en su parte lateral del que llegan a salir hasta un centenar de
adultos de aspecto metélico de este pequefio himendptero (Garcia Mari, 2002).

El control quimico siempre es preferible realizarlo sobre las orugas jovenes que
son mas sensibles. Se recomiendan triclorfon, malation o Bacillus thuringiensis.

Como medidas complementarias se recomienda destruir las cruciferas silvestres
de los mérgenes y también las crisdlidas invernantes de muros y troncos cercanos, asi
como los plastones de huevos que son facilmente visibles sobre las hojas.

Tambien ataca un hemiptero, Eurydema ornata (L.), de color amarillo-naranja
con manchas negras, que chupa la savia por medio de picaduras en las hojas, quedando
como puntos amarillos en las mismas. Si estos ataques son intensos puede llegar a
defoliar totalmente la planta. Ademas sus picaduras pueden ser vias de entrada para
enfermedades criptogamicas.
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Un medio indirecto de combatirlas es eliminar las cruciferas espontaneas en las
que se refugian (al igual que con P. brassicae y P. rapae). En invierno es conveniente
destruir la vegetacion adventicia en la que se encuentra invernando. Para el control
directo se recurre a la aplicacion de plaguicidas como diacinon, malation o piretroides.

En la literatura sobre el cultivo de la alcaparra se indica que también puede
afectar al cultivo el ataque del diptero-tripétido minador de botones florales Capparinia
savastanoi Martelli (Maroto, 2002).

Enfermedades

Las enfermedades son de efectos desastrosos cuando su ataque se produce en los
semilleros. Un ataque de hongos del suelo de los géneros Pythium, Fusarium, etc., en la
zona del cuello de la plantula, provoca su muerte.

Estas enfermedades se pueden evitar desinfectando el suelo de los semilleros,
pudiendo realizar esta desinfeccion mediante métodos fisicos o mediante métodos
guimicos, con antelacién de 30-40 dias antes de la siembra.

En las plantaciones cultivadas se ha observado que algunas plantas aisladas se
secan incluso con gran desarrollo, presentado en la raiz un estrangulamiento que a veces
ocasiona su muerte. Descubriendo la raiz, limpiando e impregnado la parte dafiada con
productos a base de cobre, se puede corregir esta enfermedad (Massa y Luna, 1985).

1.5.- MATERIAL VEGETAL

Aunqgue la especie Capparis spinosa, que habita la region mediterrdnea occidental
es la mas utilizada, el subgénero comprende 23 especies y subespecies que se extienden
desde las costas Atlanticas hasta el Pacifico en Africa, Asia, Europa y Oceania. Se han
registrado (Rivera et al, 2003) usos para 19 especies y subespecies, que son de interés
alimentario y medicinal.

Cuando los hibridos de este taxdn se propagan por semilla, la descendencia
resultante es muy diversa. En este caso, se puede propagar de manera clonal mediante
esquejes. Las plantas hibridas se pueden reconocer por sus combinaciones parentales de
hoja formas, y muy a menudo por la presencia de diferentes colores, follaje rojizo, de
color verde oscuro, de color amarillento, etc. (Rivera et al, 1999; Inocencio, 2001).

Las caracteristicas principales (Melgarejo y Salazar, 2000) de las variedades mas
cultivadas dentro del territorio de la peninsula ibérica son:

-Comdun: Con espinas. Hojas verdes y fruto grueso. Buen rendimiento, aunque
variable por falta de seleccion.

-Mallorquina: Con espinas. Fruto pequefio y con pocas semillas. Hojas de color
verde intenso. Las ramas no se secan totalmente durante el invierno. Buen rendimiento.
Buena multiplicacion por estaca.
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-Italiana: Sin espinas. Planta muy pequefia, con tallos elevados. Produce pocos
botones florales y los frutos son pequefios y con pocas semillas. No se seca durante el
invierno.

Las variedades cultivadas en las islas baleares son:
-Rosa: Posee espinas. Variedad muy productiva.

-Figa seca: Posee tallos con espinas muy largas y curvas, con porte elevado,
fruto plano y de poco peso, y es dificil de recolectar.

-Redonda: Posee espinas. Botones florales muy duros y de calidad.
-Cavall: Sin espinas y poco productiva.
-Fulla redona: Hoja redonda. Sin espinas. Gran calidad.

-Boscana: Muy vigorosa y con muchas espinas. Tapenas de poca dureza y muy
fructifera.

1.6.- IMPORTANCIA ECONOMICA

Las alcaparras se cultivan para varios propésitos en el mundo desde la
antigiledad (Rodrigo et al, 1992; Matthaus y Ozcan, 2002; Pascual et al, 2009b). Varias
partes de la planta de la alcaparra se pueden utilizar como alimentos, medicamentos y
cosméticos (Dursun y Dursun, 2005). Las partes de valor comercial de alcaparras son
los botones florales previa apertura de la flor, que son encurtidos en vinagre o
conservado en salmuera. Los frutos semi-maduros y los brotes tiernos con hojas
pequefias también pueden ser encurtidos para su uso como condimento (Alkire, 2003),
aperitivo o en ensaladas. En varios articulos estudian la composicion de los botones
florales de distintas especies de alcaparra (Ozcan y Akgil, 1998; Matthaus y Ozcan,
2002) atendiendo a sus propiedades fisicas y quimicas (agua, fibra cruda, el aceite
crudo, carotenoides totales, almidon, Na, K, P, Ca, Mg, Mn y glucosinolatos).

Su principal aplicacion es culinaria, y se demandan, sobre todo, en la
Comunidad Valenciana, Region de Murcia y en la Comunidad Auténoma de Andalucia
(Mascaros, 2010). Se ha de sefialar que su consumo estéa extendido por todo el mundo.
Ciertas especies y variedades de alcaparras han sido cultivadas en las regiones
mediterraneas y se convirtié en una planta econémica importante en Italia y Espafia en
las Gltimas décadas del siglo XX (Ozcan y Akgil, 1998). Actualmente la produccion de
alcaparra se encuentra en regresion en Espafia, importandose de paises como Marruecos
y Turquia (Pascual et al, 2009b).

Es utilizada en numerosas recetas de cocina y se le atribuyen numerosas
propiedades. Los tallos tienen efectos estimulantes del apetito, asi como propiedades
conservantes, de ahi la antigua tradicion de afiadir alcaparras para evitar fermentaciones
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de alimentos. También se le atribuyen propiedades diuréticas, antirreumaticas,
antiartriticas, digestivas, etc. (Rivera et al, 2003; Trombetta et al., 2005; Nizar et al.,
2011, Zhou et al., 2011).

El desarrollo de nuevos pesticidas a base de extractos de plantas ha adquirido
recientemente gran interés para la proteccion de cultivos con quimicos no toxicos. La
especie Capparis spinosa se ha demostrado, en la investigacion realizada por Caboni et
al, (2012) que puede usarse como un potente agente nematicida natural, contra los
nematodos juveniles de segunda etapa (J2) de la especie Meloidogyine incognita. La
eficacia de los extractos de esta planta se debe a que los compuestos principales son
metilisotiocianato y 2-tiofenocarboxaldehido. Este segundo compuesto muestra una
fuerte actividad fumigante.

Ademas, su uso medicinal ha sido investigado en distintos estudios (Rahmani et
al, 2013; Kulisic-Bilusic et al, 2012; Tlili et al, 2011). Kulisic-Bilusic et al, (2012)
sugieren que la alcaparra contiene compuestos volatiles y no volatiles que
potencialmente pueden desempefiar un papel importante en la prevencion del cancer de
colon; debido a que el tratamiento con aceite esencial de la alcaparra y su infusion
provocan la detencion del ciclo celular de una manera dependiente de la dosis.

Otros aprovechamientos importantes de la especie son como planta controladora
de la erosion del suelo y sobre todo como planta ornamental, ya que requiere pocos
cuidados y ademas presenta una floracion muy llamativa.

Las semillas de alcaparra son ricas en proteina, aceite y fibra. El aceite de
semilla tiene un alto contenido de &cido oleico y de acido linoleico. Por lo tanto, las
semillas se pueden utilizar de varias formas para alimentos y pienso (Dursun y Dursun,
2005).

1.7.- PROPAGACION SEXUAL DE Capparis spinosa

1.7.1.- Estructura de las semillas

Como en la mayoria de las angiospermas, la semilla se desarrolla a partir de un
Ovulo fecundado; estando compuesta, cuando su estructura esta completamente
desarrollada, de cuatro partes:

=  Embrion, como resultado de la fecundacion de una célula ovarica del nucleo del
saco embrionario por un ndcleo masculino del tubo polinico. En el embrion se
distinguen varias partes:
o radicula, de la que se formara la futura raiz.

o0 cotiledones, que daran origen a las primeras hojas. En el caso de la
alcaparra existen dos cotiledones (dicotiledonea).

11
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o hipocaétilo, que es la proporcién comprendida entre la radicula y los
cotiledones.

0 epicotilo o plumula, que esta por encima de los cotiledones y que lleva
la yema terminal.

» Endospermo, que surge de la fusion de dos nucleos polares del saco embrionario
con otro nucleo masculino del tubo polinico.

= Perispermo, que procede de la nucela.

= Las cubiertas, procedentes del desarrollo de los tegumentos del dvulo.

Semilla sin germinar
|
”~

Hipocatilo

Fotografia 5. Morfologia de la semilla germinada de alcaparra germinada.

La semilla de alcaparra tiene una cubierta extremadamente dura y dificilmente
permeable al agua, por lo que su irregularidad en la germinacion puede ser debida a esta
causa. Muchas semillas germinan al segundo y tercer afio de siembra. Desde hace algln
tiempo, en el Departamento de Produccion Vegetal de la UPV, se han realizado una
serie de ensayos con el fin de ablandar y permeabilizar al agua la cubierta, sometiendo a
las semillas a diferentes tratamientos como la inmersién en agua fria, en agua caliente,
en &cido sulfurico, estratificado, etc.

1.7.2.- El proceso de germinacion.

La germinacién de las semillas de alcaparra es epigea, propia de especies que
germinan en climas célidos o, en los templados, a finales de primavera y principios de
verano, con temperaturas adecuadas para realizar la fotosintesis. Las semillas con
nascencia epigea se adaptan mal a los suelos compactados en superficie.

12



Introduccion

En las plantulas denominadas epigeas, los cotiledones emergen del suelo debido a
un considerable crecimiento del hipocotilo (porcion comprendida entre la radicula y el
punto de insercién de los cotiledones). Posteriormente, en los cotiledones se diferencian
cloroplastos, transformandolos en 6rganos fotosintéticos y, actuando como si fueran
hojas. Finalmente comienza el desarrollo del epicotilo (porcion del eje comprendida
entre el punto de interseccion de los cotiledones y las primeras hojas) (Azcon-Bieto y
Tal6n, 2000).

Fotografia 6. Germinacion epigea.

La germinacion es el proceso fisioldégico de reactivacion de la maquinaria
metabolica de la radicula y de la plumula, conducente a la produccion de una planta.
Para que dicho proceso se lleve a cabo se precisan tres condiciones: que la semilla sea
viable, que no esté latente y que las condiciones ambientales sean apropiadas. Es
necesario un sustrato himedo, suficiente disponibilidad de oxigeno y una temperatura
adecuada para los distintos procesos metabolicos y para el desarrollo de la plantula.

Se pueden distinguir las siguientes fases:

» Fase de Hidratacion. La imbibicion se produce por la diferencia de potencial
hidrico entre la semilla y el sustrato. Durante esta fase se produce una gran
absorcion de agua por parte de los distintos tejidos que forman la semilla. Dicho
incremento va acompafiado de un aumento proporcional en la actividad
respiratoria.

» Fase de Germinacién. Representa el verdadero proceso de la germinacion. En
ella se producen las transformaciones metabdlicas necesarias para el correcto
desarrollo de la plantula. En esta fase la absorcion de agua se reduce
considerablemente, llegando incluso a detenerse.

= Fase de Crecimiento. Es la Gltima fase y se asocia con la emergencia de la
radicula. Se caracteriza porque la absorcién de agua vuelve a aumentar asi como
la actividad respiratoria.
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La germinacion de las semillas es irregular, lo que puede deberse a la presencia
de una cubierta extremadamente dura y dificilmente permeable al agua (Pascual et al,
2009b).

Desde hace varios afos, en el Departamento de Produccion Vegetal de la UPV,
se han realizado una serie de ensayos con el fin de mejorar la germinacion de las
semillas de alcaparra, como la comparacién de semillas procedentes de distintos tipos
de frutos, asi como someter a las semillas a diferentes tratamientos como la inmersion
en agua fria, en agua caliente, en &cido sulfarico, estratificado, etc.

Pascual et al, (2003) estudiaron la influencia de tres factores (posicion del fruto,
etapa de maduracién y el peso unitario del fruto) en la germinacion de las semillas de
alcaparra. Concluyeron que el porcentaje final de germinacion mejoraba con frutos
procedentes de posiciones media o apical de las ramas, y con frutos de tamarios
medianos y grandes, sin detectar diferencias entre frutos con distintos grados de
madurez. El numero de dias necesarios para alcanzar el 50% del porcentaje de
germinacion final y la velocidad media de germinacion acumulada no resultaron
afectadas por ninguno delos factores estudiados.

Posteriormente, Pascual et al, (2004) estudiaron la influencia de diferentes
tratamientos para romper la dureza seminal (escarificacion mecanica con papel de lija,
escarificacién mecanica con ultrasonidos, escarificacion acida, escarificacion con agua
caliente, escarificacion enzimatica y remojo) y la latencia fisioldgica (aplicacién de
nitrato potasico al sustrato, aplicacion de acido giberélico al sustrato y remojo de las
semillas en acido giberélico antes de la siembra). La escarificacion con acido seguido de
la adicion de una solucién de AG al sustrato de germinacion fue el mejor método eficaz,
eficiente y econdmico para asegurar una germinacion de las semillas satisfactoria.,
alcanzandose porcentajes cercanos al 100%.

En el mismo grupo de investigacion donde se ha realizado el presente trabajo,
existen estudios previos sobre la propagacion de la alcaparra mediante la siembra de
frutos enteros (Pascual et al, 2006a), en los que se estudia la germinacion de frutos
enteros frente a la germinacion de las semillas, diferenciando en ambos casos frutos
abiertos y no abiertos. Obtuvieron que el porcentaje de germinacién no resultaba
afectado ni por el peso del fruto ni por su estado de madurez (abierto o no abierto). Sin
embargo en el tso Si se observaban diferencias, obteniéndose valores del tsq inferiores (40
dias) en los frutos sembrados enteros y no abiertos. En el mismo grupo de investigacion
se intentd repetir el experimento en 2008 y el resultado fue totalmente nulo.

Garcia Molina (2006), en su trabajo final de carrera, estudio la mejora de la
propagacién sexual y asexual de la alcaparra, realizando entre otros experimentos, un
ensayo de envejecimiento acelerado con solucion saturada, en el que trabajo con
semillas de 5 afios diferentes (1999, 2001, 2003, 2004 y 2005), combinando dos
temperaturas (41 y 45°C) y cuatro tiempos (24, 48, 72 y 96 horas). Tras el
envejecimiento acelerado realizd una Prueba de Germinacion Estandar (PGE) para
evaluar los efectos de este ensayo. Los resultados obtenidos mostraron una germinacion
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muy elevada, dando a entender que la utilizacion de este método permitia una ruptura de
la latencia de las semillas de alcaparra.

Pascual et al, (2009a) realizaron un estudio sobre los efectos del periodo de
remojo y adicion de acido giberélico en la germinacion de las semillas de alcaparra.
Estudiaron dos lotes de semillas delos afios 2005 y 2006, que se pusieron a remojo en
agua corriente a temperatura ambiente del laboratorio durante distintos periodos de
tiempo (24 horas, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias). Para estudiar los efectos de este
tratamiento se realizaron dos PGE: con o sin adicion de AG al sustrato. Se concluy6 que
un periodo de remojo como minimo de 30 dias mejoraba el porcentaje de germinacion
asi como el numero de dias necesarios para alcanzar el 50% del porcentaje de
germinacion final (tso). La adicion de AG al sustrato tras el periodo de remojo mejoraba
la germinacidn unicamente para las semillas que estuvieron a remojo durante 24 horas y
15 dias. Concluyeron que el remojo durante 30 o 45 dias resulta un método eficiente de
mejora de la germinacion de las semillas de alcaparra.

Pascual-Seva et al, (2009), estudiaron los efectos del envejecimiento acelerado
en la germinacion de dos lotes de semillas de alcaparra de dos afios consecutivos (2006
y 2007). Las semillas fueron sometidas al ensayo de envejecimiento acelerado con una
temperatura de 45°C y durante distintos tiempos (24, 48, 72 y 96 horas). Los efectos
fueron evaluados mediante una PGE. Los resultados obtenidos mostraron que el
envejecimiento acelerado mejord la germinacion en términos de maximo porcentaje de
germinacion, asi como en términos de tso, que disminuy6 su valor, comparandose con la
germinacion de semillas no envejecidas. Los valores del maximo porcentaje de
germinacion (A) no resultaron afectados significativamente por el tiempo del
envejecimiento acelerado, sin embargo el tso disminuyd significativamente a medida que
aumento el tiempo del tratamiento. Por Gltimo constataron que la edad de las semillas
no influia en los resultados de la PGE.

1.7.3.- La latencia de las semillas

La pobre germinacion de las semillas de alcaparra es debida a la latencia de la
semilla, probablemente impuesta por la cubierta de la semilla (latencia fisica; Sozzi y
Chiesa, 1995), asi como por latencia fisiologica (Rinaldelli, 2000; Pascual et al, 2004).

Derek (2013) describe la latencia o dormicion como el fracaso temporal de las
semillas para completar la germinacién, incluso cuando las condiciones son favorables
para tal fin. Este proceso permite la dispersion de las semillas en el espacio y en el
tiempo.

La latencia es un blogueo especifico de la germinacion y no una disminucién de
las funciones vitales de la semilla. La dormicién de las semillas permite llevar a cabo
algunas funciones como respiracion, sintesis de nucleétidos y proteinas, regeneracion de
membranas, entre otras; aunque en una tasa menor de la necesaria para la germinacion.
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Para poder denominar a una semilla viable como “semilla latente” sensu stricto
ha de ocurrir que el proceso de germinacion falle bajo condiciones adecuadas de
oxigeno, agua, etc., inmediatamente después de la dispersion desde la planta madre. Si
una vez que la semilla ha madurado y se ha producido el término correcto no seria
latencia. Por ejemplo las semillas que requieren procesos de imbibicion de agua para
germinar, hasta que no consiguen el proceso de imbibicion de agua no se llevara a cabo
la germinacion, no se puede decir que estan latentes, el término adecuado en tal caso
seria quiescencia (Baskin y Baskin, 1989).

Las semillas que han sido extraidas de la planta madre en estado de latencia se
dice que presentan “latencia primaria o innata”, que ha sido inducida como parte del
programa de desarrollo y maduracion de la semilla, y puede ser mantenida en las
semillas maduras y en ambiente seco en condiciones adecuadas de almacenamiento o
enterradas en el suelo. Mientras que a las semillas maduras que estan en el suelo se le
induce gradualmente una “latencia secundaria o inducida o quiescencia” si las
condiciones para la germinacién son desfavorables o si la germinacion ha sido inhibida
por otros motivos, como estrés osmotico (Derek, 2013).

En resumen la latencia innata es provocada por la inmadurez del embrién o por
la presencia de inhibidores quimicos en las cubiertas que lo envuelven, mientras que la
secundaria es inducida por condiciones desfavorables tanto medioambientales como del
suelo.

La dormicién es un componente hereditario demostrado en muchas plantas y
cultivos, incluso el grado y profundidad de la misma. Muchos genes estan asociados con
este proceso y obviamente su expresion esta involucrada en el comienzo de la latencia
en las semillas inmaduras. Ademas se sabe que muchos de estos genes estan
relacionados con la regulacion hormonal del proceso.

Hay muchos tipos de latencia innata, que incluyen una inhibicion fisioldgica,
fisica, mecanica o quimica de las envolturas que cubren al embrion y lo inhabilitan para
la germinacion por medio de restricciones metabolicas. Esta latencia puede ocurrir por
causas endogenas, algunas caracteristicas del embrion causantes de la parada del
proceso, todas ellas como consecuencia del carécter evolutivo que han ido adquiriendo
las especies con el fin de conseguir la supervivencia (Baskin y Baskin, 1989).

Parece que no hay un unico mecanismo para mantener y romper el letargo en
todas las semillas, existiendo actualmente dos hipétesis. La més extendida supone la
existencia de un equilibrio entre sustancias estimuladoras (fundamentalmente
giberelinas y citoquininas) e inhibidoras (&cido abcisico). La luz y las bajas
temperaturas pueden inducir la sintesis de giberelinas o un cambio en el estado de las
membranas celulares, que a su vez favoreceria la accion y difusion de las giberelinas. La
segunda hipdtesis supone la activacion de los fenomenos respiratorios del ciclo de
fosfato de pentosa (Pascual et al, 2009b).
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1.7.4.- Las giberelinas en la germinacion de las semillas.

Las giberelinas (GASs) son una gran familia de compuestos que pueden regular la
germinacion de semillas, asi como la movilizacion de reservas y el crecimiento de la
planta. El acido giberélico fue la primera giberelina en ser encontrada como un producto
producido por un patdgeno del arroz, conocido como Gibberella fujikuroi (Fusarium
moniliforme, ascomiceto; segun el orden de descubrimiento fueron denominas GA»). La
GA: fue la primera giberelina de origen vegetal hallada y desde entonces han sido
aisladas mas de 125 giberelinas de origen vegetal, tanto de plantas superiores como
inferiores, incluidas otras del reino de las algas y los musgos.

HO

CHs COOH

Figura 1. Estructura de la molécula de AGs. Tomado de Avalos y Pérez-Urria (2009).

La ruptura de la latencia esta regida por sefiales ambientales, entre las que se
incluyen, temperatura luminosidad, nitratos disponibles y otros pequefios componentes
y ademas esta controlada mediante sefiales hormonales, principalmente por las GAs y el
acido abcisico. El balance de estas dos hormonas parece ser el centro regulador de las
caracteristicas integradas en las multiples interacciones con las sefiales ambientales. En
general la aplicacion de GAs a las semillas adelanta y aumenta la cantidad de
germinacién, mientras que el acido abcisico haria el efecto opuesto (inhibe la sintesis de
las hidrolasas y las enzimas que degradan la pared celular, ademas afecta a la
elongacion de la radicula). Pero tanto para la germinacién como para la latencia es
precisa la presencia de promotores e inhibidores a la vez en las proporciones adecuadas
(Derek, 2013).

Pascual et al, (2004) realizaron un estudio en el que concluyeron que la adicion
de AG al sustrato y remojo de las semillas de alcaparra en éste mismo &cido antes de la
siembra, mejoraba considerablemente la germinacién alcanzandose porcentajes
cercanos al 100%.

El AG actua en el proceso de germinacion promoviendo el crecimiento en el
embrion de una semilla. Las GAs empiezan a acumularse rapidamente en los embriones
después de 24 h de imbibicion. Estas hormonas estimulan la sintesis de enzimas
hidroliticas que comienzan a degradar las reservas del endospermo dando lugar a
azlcares y aminoacidos necesarios para la elongacion del embrién (Raven et al, 2013).

Asi se puede decir que las GAs tienen dos sitios diana, uno es el embridn, y otro
las enzimas del endospermo. La accion sobre el primero influye en la germinacion
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directamente, mientras que la accion en el endospermo no desencadena la germinacion
en si, sino que activa las rutas metabdlicas necesarias para cumplir tal fin (Fuentes,
2013).

Ademas las GAs incrementan el crecimiento potencial del embrién (Ogawa et
al., 2003). Por tanto, las GAs hacen que un embrion con una radicula més fuerte penetre
un endospermo debilitado, lo que se traduce una germinacion mas rapida y en una
aceleracion del crecimiento de la plantula. Del mismo modo, las GAs controlan aspectos
importantes en el desarrollo de las plantas, actian como estimulantes del crecimiento al
originar plantas de mayor tamafio, aumentan la expansion foliar, la floracion y el
desarrollo de las semillas (Balaguera-Lépez et al., 2009).

Segun Azcén-Bieto y Talon (2000), una de las funciones mas importantes de las
GA s es la promocion del crecimiento del tallo. Esto se debe a la inducciédn de la division
celular en el meristemo subapical.

La influencia de la aplicacion exdgena de AG en la elongacion celular del
hipocdtilo se ha estudiado en distintos mutantes de Arabidopsis thaliana L. Cowling et
al, (1999) comprobaron que el AG regula el crecimiento del hipocotilo por la alteracién
de la elongacion celular de las células, demostrando que lo regula tanto en la luz como
en la oscuridad, al influir en el ritmo y la longitud celular. Los resultados muestran una
gran variabilidad en la longitud del hipocotilo, lograndose diferentes longitudes del
hipocétilo en funcion de las dosis de AG aplicadas.

La elongacion celular en raices esta basada en que los microttbulos corticales de
plantas se pueden reorientar de una configuracion transversal (en relacién con el eje
axial de la célula) a una longitudinal. Las GAs inducen la reorientacion de los
microttbulos de forma longitudinal a transversal, en un proceso en el cual algunos
crecen mientras otros se contraen (Yuan et al., 1994; Lloyd et al., 1996).

Otras fuentes (Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal, 2008) indican que las
GAs como aumentan la extensibilidad de la pared, activando la enzima XET
(xiloglucano endotransglicosilasa), que causa reordenamientos moleculares en la matriz
de la pared celular.

1.8.- INFLUENCIA DE LA IRRADIACION LASER HE-NE EN LA
GERMINACION

Se sabe que en algunas semillas las giberelinas exdgenas sustituyen la
accion de la luz y que la luz rojo oscura contrarresta la accion de la giberelinas.

Parece que el fitocromo promueve la sintesis de determinadas enzimas.
Generalmente estos fendmenos tienen lugar Unicamente cuando las semillas estan
intactas, es decir provista de las cubiertas. Si en semillas que necesitan luz para
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germinar, se eliminan las cubiertas, los embriones aislados son capaces de germinar en
la oscuridad. La relacién entre la accion del fitocromo, localizado en el eje embrionario
y las cubiertas seminales que provocan el letargo, no esta clara todavia (Pascual et al,
2009Db).

Se conoce que entre los métodos fisicos para mejorar la efectividad de la
germinacioén, el proceso de estimulacion por medio de laser, ha mostrado efectos
positivos en la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de interés comercial
(Costilla-Hermosillo et al., 2010).

El uso de métodos fisicos para el tratamiento de semillas es més rentable y
beneficioso en comparacion con otros métodos empleados, siendo la irradiacion con
laser de las semillas un método respetuoso con el medio ambiente para acelerar el
proceso de germinacion de la semilla (Jamil et al., 2013)

El término laser es acronimo de Light Amplification by Simulated Emision of
Radiation. Un l&ser es un dispositivo que produce un haz de luz con ciertas propiedades
que lo hacen diferente a cualquier otro tipo de iluminacidn convencional. La aplicacién
de laseres es comun en casi todas las ramas de la ciencia y la tecnologia EI laser
desempefia un importante papel en diferentes campos de la sociedad, incluyendo la
agricultura (Chen et al, 2006; Hernandez et al, 2010). Dicho procedimiento permite
irradiar a una parte de la testa de la semilla, superando los factores fisicos o fisioldgicos
que causan la supresién de la germinacion, tales como la permeabilidad del agua y gas a
los embriones de las semillas (Koper et al, 1999).

La irradiacién de semillas con laseres de baja intensidad puede dar lugar a una
reduccion en el tiempo necesario para la germinacién, un incremento en la biomasa de
las plantas y en la produccion de frutos, incremento en vigor de plantulas, incremento en
la longitud de la raiz, etc., debido a que entre sus principales funciones estan la
activacion de una rapida division celular y que a su vez da lugar a una tasa de
crecimiento inicial y de desarrollo mas rapida, y finalmente a un incremento en la
productividad y calidad de la produccion de plantas (Podlesny, 2002; Dinoev, 2006).
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2.- OBJETIVOS

Los objetivos definidos para este trabajo de investigacion son tres y vienen
enumerados a continuacion:

e Estudiar la influencia del periodo transcurrido desde la recoleccion hasta el
inicio del ensayo de germinacion.

e Estudiar la influencia de la radiacion laser He-Ne sobre la germinacion de las
semillas y el crecimiento de la radicula e hipocotilo.

e Analizar la viabilidad de la utilizacion de frutos enteros para la propagacion
sexual.
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3.- MATERIAL Y METODOS.

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Fitotecnia General del
Departamento de Produccion Vegetal, en la Escuela Técnica Superior de Ingenieria
Agronomica y del Medio Natural en la Universitat Politecnica de Valéncia. EI material
vegetal procedia de las plantas situadas en una parcela del Campus de Vera, situada en
el término municipal de Valencia, poligono 26, parcela 214.

El trabajo consta de tres experimentos, el primer experimento se inici6 en

septiembre del afio 2012, el segundo en octubre de 2012 y el tercero en enero de 2013.

Fotografia 8. Parcela de alcaparra
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3.1.- Influencia del periodo transcurrido desde la recoleccion hasta el
inicio del ensayo de germinacion.

En este experimento se utilizaron semillas extraidas de frutos recolectados en
cuatro periodos distintos. Los frutos abiertos, se recolectaron el mismo dia o el dia
siguiente de la dehiscencia. En la tabla 1 se presentan las fechas de recoleccion de los
frutos correspondientes a los distintos periodos de recoleccion y el nimero de dias
transcurridos desde la recoleccion hasta el inicio del ensayo de germinacion.

Tabla 1. Fechas de recoleccién y nimero de dias transcurridos desde la recoleccién
hasta el inicio del ensayo de germinacion para cada uno de los periodos de recoleccion.

Periodo de N° de dias transcurridos desde la
Recoleccion recoleccion hasta el inicio del ensayo
1 Segunda semana de agosto 45
2 Cuarta semana de agosto 30
3 Segunda semana de septiembre 15
4 Cuarta semana de septiembre 0

Las semillas fueron extraidas del fruto eliminandose los restos de pulpa
adheridos a ellas mediante frotacion y lavado utilizando muselina (una tela fina y
transparente). Las semillas maduras se separaron por decantacion, dada su distinta
densidad. Las semillas inmaduras permanecian en la superficie mientras que las
maduras se depositaban en el fondo, siendo estas ultimas las Unicas utilizadas en el
experimento.

Para prevenir infecciones parasitarias, las semillas fueron desinfectadas en una
solucidn de hipoclorito sédico al 25% durante 2 minutos, seguido de varios lavados con
agua corriente. A continuacién se dejaron secar a temperatura ambiente sobre papel de
filtro durante 4 horas.

El ensayo de germinacion se inicié la cuarta semana de septiembre. Como
sustrato de germinacion se utilizd papel de filtro de grosor medio (73 g/m?) previamente
esterilizado en autoclave, empleandose el método BP (Between Paper) (ISTA, 2007).
Las semillas se colocaron entre dos capas de dicho papel en el interior de la placa Petri
de 9 cm de didmetro. El papel se humedecio con una solucién de &cido giberélico a la
concentracion de 500mg L (Giber 3. Salquisa Agrociencias. Acido giberélico 1,6%
p/v). Como control se utilizé agua destilada. En cada placa se sembraron 50 semillas,
con 4 repeticiones (placas) para cada uno de los periodos de recoleccion, siguiendo las
Reglas ISTA (ISTA, 2007). Las semillas se distribuyeron uniformemente por el papel,
evitando el contacto entre ellas.
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Fotografia 9. Vista de una placa Petri preparada para el ensayo de germinacion.

Se colocaron en el interior de la cdmara de germinacion Climatronic, con control
de temperatura, humedad y fotoperiodo. Se fijo la temperatura de la camara en 30°C
durante el dia y 20°C durante la noche. Se establecio una humedad relativa del 85% y
un fotoperiodo de 12 horas, siendo el periodo de oscuridad desde las 19 horas hasta las
7 horas. La iluminacién, de 15000 luxes, la proporcionaban tubos fluorescentes blancos
frios.

Los ensayos se consideraron satisfactorios cuando la diferencia entre los
porcentajes de germinacion maximo y minimo de las repeticiones no sobrepasaba la
tolerancia establecida por las Reglas Internacionales para ensayos de semillas (ISTA,
2007). Se realizo el seguimiento de la germinacion durante 150 dias, humedeciéndose
el papel de filtro con agua destilada (tratamiento control), con &cido giberélico,
realizando el registro del numero de semillas germinadas con una frecuencia de tres
veces por semana. Las semillas se consideraron germinadas cuando presentaba la
radicula visible.

3.2.- Influencia de la radiacion laser He-Ne sobre la germinacion de las semillas y
el crecimiento de la radicula e hipocotilo.

El experimento se realizé con un lote de semillas almacenadas en condiciones de
laboratorio y procedente de frutos recolectadas en la primera semana de agosto de 2012.

Las semillas fueron extraidas y tratadas de manera analoga al experimento
anterior.

El ensayo se realiz6 en enero de 2013. Las semillas se dividieron en grupos y se
irradiaron con un laser de He-Ne (1145 JDSU casa comercial) -con una potencia de
emision de 25 mW, 632.28 nm (banda roja del espectro) de longitud de onda, con un
haz circular 0.7 cm de diametro y con una densidad de potencia de 65 mW/cm?.
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Fotografia 10. L&ser He-Ne, 1145 JDSU.

Los tratamientos de irradiacion fueron aplicados durante 0 (control), 10, 30, 60 y
120 segundos. Tras la irradiacion se realizo el ensayo de germinacion tal y como se ha
descrito en el ensayo anterior, con la aplicacion tanto de agua destilada como de acido
giberélico para humedecer el sustrato. Cada una de las 4 repeticiones estaba formada
por 50 semillas.

Posteriormente se procedio al estudio de la elongacion de la radicula y del
hipocétilo de las plantulas correspondientes a las semillas germinadas. Las semillas
germinadas (de cada repeticion y dia de conteo del ensayo de germinacion) se colocaron
en una nueva placa Petri, manteniendo himedo el sustrato con agua destilada o en su
caso la solucion de acido giberélico. Transcurridos diez dias (en promedio) se realiz6 un
registro fotogréafico de las plantulas presentes en cada placa Petri.

21-2-2013

Fotografia 11. Elongacién de radicula e hipocétilo en semillas germinadas.
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Para el conteo del ndmero de las plantulas que habian experimentado
crecimiento, y el analisis del crecimiento de la radicula y del hipocotilo, se utilizé el
programa digital para el tratamiento de imagenes Image Tools for Windows Version 3.0
(The University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas, USA).

3.3.- Utilizacion de frutos enteros para la propagacion sexual

Este ensayo se llevé a cabo a partir de frutos maduros cosechados desde el 20 de
septiembre hasta el 8 de octubre de 2012, inmediatamente antes o después de la
dehiscencia. Los frutos abiertos se recolectaron el dia de la dehiscencia o el dia
siguiente, mientras que los no abiertos, correspondian a los frutos situados dentro de las
3 siguientes posiciones al fruto con dehiscencia dentro de cada rama.

Se compar0 la germinacién obtenida a partir de los frutos enteros con la obtenida
a partir de las semillas extraidas (tal como se ha explicado en los experimentos
anteriores) de los frutos correspondientes. En primer lugar, para estimar el nimero de
semillas contenidas en los frutos enteros, se estudio la relacion entre el peso unitario de
los frutos y el nimero de las semillas contenidas en los mismos (Pascual et al, 2006a).

Esta relacion se establecié a partir de datos de 100 frutos, de peso unitario
comprendido entre 7,22 mg y 11,725 mg.

Fotografia 12. Situacion de los frutos de alcaparra en la planta.

A partir de los datos obtenidos, mediante regresion lineal entre el peso de los
frutos y el nimero de las semillas, se estimd el nimero de semillas presentes en el
interior de los frutos sembrados enteros, tanto abiertos como no abiertos.

Se estudio el efecto del tratamiento de frutos y semillas previo a la siembra con
acido giberélico a la concentracion de 500mg L™ (Giber 3. Salquisa Agrociencias.
Acido giberélico 1,6% p/v).
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Las macetas utilizadas tenian unas medidas de 6.5x6.5x6.5 cm (0.275 L). El
sustrato empleado estaba compuesto por una mezcla comercial a base de turba rubia,
turba negra y corteza de pino compostada de granulometria fina (Substrato Vegetal
Plantivibel; tabla 2). Para evitar posible problemas de plagas (fundamentalmente la
Bradysia spp., mosca de los semilleros) o enfermedades, el sustrato se sometid
previamente a un tratamiento de frio (a la temperatura de -20°C durante 24 horas). El
sustrato se mantuvo himedo con agua corriente segun fuese necesario.

Tabla 2. Caracteristicas del sustrato.

Materia organica 89%

pH 5-6

Conductividad eléctrica 150 siemens

Nitrogeno 120 mg. L*

Anhidrido fosforico (P20s) | 85 mg. L

Oxido de Potasio (K20) 650 mg. L*

Para realizar el estudio de los tres factores, (fruto abierto o no abierto; utilizacion
del fruto entero; utilizacion de &cido giberélico) —con 25 repeticiones de cada
tratamiento- , se utilizaron un total de 200 frutos.

El ensayo se realizo en la misma cadmara de germinacion utilizada en los ensayos
anteriores, con las mismas condiciones de temperatura, humedad, iluminacion y
fotoperiodo.
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s el

Fotografia 13. Bandeja con macetas en camara de germinacion.

El ensayo tuvo una duracion de 280 dias, realizando un registro del nimero de
plantulas emergidas con una frecuencia de tres veces por semana.

ANALISIS ESTADISTICO.

Para el analisis estadistico se ha utilizado el programa STATGRAPHICS
Centurion XVI. (StatPoint Technologies, Warrenton-Virginia, USA.). Las curvas de
germinacién se han ajustado a la funcion logistica (Torres y Frutos, 1989), cuya validez
para la germinacion de las semillas de alcaparra habia sido previamente demostrada
(Pascual et al, 2004).

La funcion logistica tiene la siguiente expresion:
G = A[1+exp #-49]1
G= Germinacion acumulada (%).
A= Méaximo porcentaje de germinacion.
t = Periodo de germinacion (dias).
= Parametro referente a la posicion de la curva en relacién con el eje del tiempo.
K= Pardmetro de velocidad.

A partir de los resultados obtenidos, se calcularon los parametros con significado
bioldgico: el nimero de dias necesarios para alcanzar el 50% del porcentaje de
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germinacion final (tso = B/k, d), que coincide con el punto de inflexion de la curva
sigmoidea, y la velocidad media relativa de germinacion acumulada (k /2, d1).

Los resultados obtenidos para cada uno de los ensayos se han analizado
mediante analisis de la varianza con separacion de medias mediante el test LSD
(p<0.05). En todos los casos, previo a la realizacion del analisis de la varianza se ha
comprobado que las series de datos siguen una distribucion normal, y en el caso
particular de aquellas que los datos se presentaban en porcentajes (G, A, porcentaje de
elongacion), se ha transformado mediante la expresion: arc sen Vx.

28



Resultados y discusion

4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Influencia del periodo transcurrido desde la recoleccion hasta el inicio del
ensayo de germinacion.

El ajuste de los datos obtenidos en este ensayo de germinacion al modelo
logistico, ha resultado estadisticamente significativo (p<0,05) en todos los casos (32),
con coeficientes de determinacion (R?) comprendidos entre 99,21 y 90,36. Estos
resultados confirman que el uso de la funcién logistica es adecuado para el analisis de la
germinacion de las semillas de alcaparra tal y como se muestra en anteriores estudios
sobre la alcaparra (Pascual et al, 2006a; Pascual et al, 2009).
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Figura 2. Modelo logistico ajustada a la germinacién acumulada correspondiente a los
valores medios para los diferentes periodos (numero de dias) transcurridos entre la
recoleccion y el inicio del ensayo de germinacion (A) y la aplicacion de acido giberélico

(B).

La figura 2 presenta el modelo logistico ajustado a la germinacion acumulada
correspondiente a los valores medios para los diferentes periodos (numero de dias)
transcurridos desde la recoleccion hasta el inicio del ensayo de germinacion (DDR; Fig.
A) vy la aplicacion de AG (Fig. B). Se observa una clara diferencia entre las curvas
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correspondientes a 0 y 15 dias con respecto a las correspondientes a 30 y 45 dias (Fig.
A). Es de destacar el importante efecto del AG en la germinacién (Fig. B).

Tabla 3. Influencia del periodo (nimero de dias) dias transcurrido desde la recoleccién
hasta el inicio del ensayo de germinacion (DDR) y del tratamiento con acido giberélico
(AG) en la germinacion acumulada (G, %), maximo porcentaje de germinacion (A, %),
namero de dias necesarios para alcanzar el 50% de la germinacion final (tso = f/k, d) y
velocidad media relativa de germinacion acumulada (k/2, d2).

G A tso k/2

DDR

0 52,75a 52,84a 108,61la 0,06

15 50,25a 51,29a 11764a 0,05

30 2450c 2503c 79,05b 041

45 36,25b 36,74b 8287b 0,03
AG

Sin AG 11,12b 11,48b 118,64a 0,053

Con AG 70,75a 71,47a 7545b 0,222

Analisis de la Varianza
Parametros (grados de libertad) % Suma de cuadrados

DDR (3) 10.22%* 10.07** 22.76** 9.40"*
AG (1) 70.15%*  69.90%* 39.21**  2.73ns
DDR x AG (3) 19.06** 19.35%* 1558** 1056
Residual (24) 0.56 0.67 2243  71.30
Desviacion estandar © 3.08 3.39 18.86 0.52

Letras distintas en una misma columna indican diferencias (p<0,05) segun el test LSD. n.s.: no
significativa. **: nivel de significacién p<0,01. (+) La desviacion estandar se ha calculado como la

raiz cuadrada del cuadrado medio residual.

Todos los pardmetros, salvo la velocidad media relativa de germinacion
acumulada han sido afectados significativamente (p<0.01) por los factores analizados
asi como por su interaccion (tabla 3). El factor que mas influencia ha tenido en la
germinacion acumulada (G) es el AG, suponiendo el 70% de la variabilidad de G,

30



Resultados y discusion

seguido de la interaccion DDR x AG (19%) y de DDR (10%), mientras que el valor
residual, que corresponderia a la influencia de otros factores no contemplados en el
analisis, ha supuesto Unicamente el 0.56% de la variabilidad.

Al analizar la interaccion DDR x AG (Fig. 3) se observa que el AG ha tenido un
mayor efecto cuanto menor ha sido el DDR, y que en el tratamiento control (semillas
sin aplicacion de AG) las semillas con menor DDR (0 y 15 dias) han tenido una menor
G que las de mayor DDR (30 y 45 dias). Ello podria explicarse porque en el proceso de
almacenamiento hay un deterioro de las cubiertas de las semillas (Pascual et al, 2006b),
que podria asimilarse al producido por la escarificacion de las semillas, habiéndose
demostrado el efecto de los distintos tipos de escarificacion en la germinacion de las
semillas de alcaparra (Pascual et al, 2004). El deterioro de las cubiertas de las semillas
conseguido con tratamientos de envejecimiento acelerado fue el responsable del
aumento de germinacion obtenido por Pascual-Seva et al., (2009).

Hay que considerar que bajo la denominacion de DDR se incluyen dos
conceptos, la fecha de recoleccion, que en realidad se refiere a la fecha de maduracion
de los frutos, y el periodo transcurrido entre la recoleccion y el inicio del ensayo de
germinacioén, que aparentemente influyen de manera opuesta en la germinaciéon. En
cuanto a la fecha de la recoleccion, hay que considerar que ésta tiene una influencia
significativa en la germinacion posterior de las semillas de alcaparra, de manera que al
retrasar la recoleccion disminuye la germinacion (Pascual et al, 2006b), que es lo que ha
sucedido en este experimento sin la aplicacion de AG.

Por otra parte, con aplicacion de AG se ha obtenido un mayor porcentaje de
germinacion cuando el ensayo de germinacion se ha realizado inmediatamente después
de la recoleccion con relacion a un mayor periodo de tiempo, de acuerdo con los
resultados obtenidos por Mascards (2010). Es de destacar que las semillas de 30 DDR
con aplicacion de AG, que presentaron un valor de G muy bajo, sufrieron un fuerte
ataque de hongos, debido probablemente a que la desinfeccion de las semillas no se
realizara correctamente. Cabe preguntarse por el efecto que se obtendria si se
consideraran la fecha de recoleccién y el DDR como factores independientes, lo que
serd estudiado en proximos experimentos.
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Figura 3. Interaccion entre los factores “Dias Después de la Recoleccion” y “Acido
Giberélico, (AG)” para el parametro % de germinacién acumulada (G). Las barras
verticales indican el valor del test LSD (p<0.05).

En cuanto al maximo porcentaje de germinacion (A), se observa una influencia
de los factores estudiados de manera analoga a lo ocurrido en el porcentaje de
germinacién acumulada (G). A la vista de los resultados, en ambos parametros se
observa que el 100% de la germinacion s6lo se alcanza cuando el ensayo de
germinacién se inicia inmediatamente después de la recoleccion, siempre y cuando se
realice aplicacion exdgena de AG, disminuyendo la germinacion con el retraso del
inicio del ensayo. No seria aconsejable retrasar més de 15 dias el ensayo de
germinacion.
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Figura 4. Interaccion entre los factores “Dias Después de la Recoleccion” y “Acido
Giberélico, (AG)” para el parametro % de germinacion potencial (A). Las barras
verticales indican el valor del test LSD (p<0.05).
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Los dos factores analizados y su interaccion han influido (p<0.01) sobre el tso,
suponiendo AG, DDR vy su interaccion el 39%, 23% y 16%, de la variabilidad,
respectivamente. La aplicacion de AG ha reducido el tso (en promedio de 119 a 75 dias)
mientras que las semillas correspondientes a 30 y 45 DDR han presentado un menor tso
(en torno a 80 dias) que las correspondientes a 0 y 15 DDR (>100). Estos resultados
coinciden con los obtenidos en estudios anteriores en los que el tso fue de
aproximadamente 80 dias (Pascual et al, 2004; Pascual et al, 2009b).
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Figura 5. Interaccion entre los factores “Dias Después de la Recoleccion” y “Acido
Giberelico, (AG)” para el parametro numero de dias para alcanzar el 50% de la
germinacion final (tso, d). Las barras verticales indican el valor del test LSD (p<0.05).

En la figura 5 puede observarse que los mayores tso han correspondido a los ensayos de
germinacion iniciados hasta 15 DDR, sin la aplicacion de AG, que son las semillas que
han presentado una menor germinacién acumulada. Con la aplicacion de AG, el tso e ha
reducido para los diferentes DDR, excepto para 45 dias, en el que no han existido
diferencias estadisticamente significativas al aplicar el AG. En estudios anteriores ya ha
sido comprobado que con la adicion de AG se reduce el nimero de dias necesarios hasta
alcanzar el 50% de la germinacién (Pascual et al, 2009b).

Para el pardmetro k/2 como puede observarse en la taba xx no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) para ninguno de los factores
estudiados (DDR y AG) ni tampoco para la interaccion entre ambos.

33



Resultados y discusion

4.2.- Influencia de la radiacion laser He-Ne sobre la germinacion de las semillas y

el crecimiento de la radicula e hipocatilo.

El ajuste de los datos obtenidos en este ensayo de germinacién al modelo
logistico, ha resultado estadisticamente significativo (p<0,05) en todos los casos (40),
con coeficientes de determinacion (R?) comprendidos entre 99,9797 y 89,30.

En la figura 6 se muestra el modelo logistico ajustado a la germinacién
acumulada correspondiente a los valores medios para las diferentes dosis de irradiacion
laser y la aplicacion de AG.
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Figura 6. Modelo logistico ajustado a la germinacion acumulada correspondiente a los
valores medios para las diferentes dosis de irradiacion laser (A) y la aplicacién de acido

giberélico (B).
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Tabla 4. Influencia de las diferentes dosis de irradiacion laser (Laser, s) y del
tratamiento con acido giberélico (AG) en la germinacién acumulada (G, %), maximo
porcentaje de germinacién (A, %), nimero de dias necesarios para alcanzar el 50% de la
germinacion final (tso) (B/k, d) y velocidad media relativa de germinacion acumulada
(k/2, d).

G A tso k/2

LASER

0 3437a 3490a 49,99 0,08

10 19,68b 19,68bc 46,82 0,11

30 18,12b 16,94c 45,10 0,11

60 2468b 2454b 56,65 0,08

120 21,33b  17,05¢ 62,71 0,15
AG

Sin AG 2184 20,75 7150a 0,05a

Con AG 2544 22,89 3300b 015bh

Andlisis de la VVarianza

Parametros (grados de libertad).

% Suma de cuadrados

Laser (4) 45.14** 58.49** 519" 787"
AG (1) 436" 118"  44.84** 31.38**
Laser x AG (4) 3.89"% 0.65" 4.66">  0.27"%
Residual (30) 46.61 39.67 45.30 60.48
Desviacion estandar ) 6.79 7.16 22.34 0.08

Letras distintas en una misma columna indican diferencias (p<0,05) segun el test LSD. n.s.: no
significativa. **: nivel de significacién p<0,01. (+) La desviacion estandar se ha calculado como la
raiz cuadrada del cuadrado medio residual.

El porcentaje de germinacion, tanto G como A ha sido afectado por la duracion
del tratamiento con el l&ser, mientras que tso y k/2 se han visto afectados por la adicion
de AG suponiendo el 45% de la variabilidad de G y el 58% de A.

Se observa como el tratamiento con laser no solo no mejora la (G y A) sino que
incluso la reduce (p<0.05), no existiendo diferencias (p<0.05) entre la duracion del
tratamiento. En anteriores estudios sobre el comportamiento de la germinacion de las
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semillas estimuladas previamente mediante irradiacion laser He-Ne (Costilla-
Hermosillo et al, 2010; Alvarez et al., 2011; Jamil et al., 2013, Chen et al., 2005a;
2005b; Cepero et al., 2012; Han et al, 2002; Ritambhara, y Girjesh, 2013) la aplicacién
de este tratamiento se tradujo en una mejora del porcentaje de germinacion, a diferencia
de los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Perveen et al. (2010) encontraron que radiacion laser afecta a los pardmetros
termodindmicos de semillas que tienen influencia en los cambios significativos en la
germinacién de las semillas y la actividad de enzimas. El periodo inicial de la
germinacion, es decir, imbibicion, se caracteriza por el marcado incremento de la
respiracion, lo que se vincula con la absorcion intensiva de agua (Lewak 1998).

Podlesny et al, (2012) observé esta influencia del l&ser al inicio del proceso de
germinacion porque el peso de las semillas irradiadas aumentd mas rapido que el de las
no irradiadas. Esto significa que las semillas irradiadas absorbieron mas agua. De
acuerdo con Zhan et al, (2011) la actividad enzimatica a diferentes longitudes de onda
de irradiacion laser se mejoran significativamente dentro de cierto rango de longitud de
onda, pero més alla de ese limite se retarda, siendo esta una posible causa de los
resultados que se muestran en la tabla 4.

La obtencion de los distintos resultados también podria estar debido a la
capacidad que tienen las especies de responder a un mismo tratamiento de forma
diferente, ya sea por su constitucion fisiolégica o sus propios mecanismos de
germinacién y crecimiento (Casate et al, 1995).

En este sentido, la irradiacion con laser de He-Ne no siempre tiene un efecto
positivo sobre las semillas, sino que también puede inhibir la germinacion, y la
emergencia de las plantulas (Muszyfiski y Gladyszewska, 2008). En el estudio realizado
por Prooeba-Biaczyk et al., (2013) no se encontré ninguna mejora significativa de la
capacidad de germinacion de las semillas de remolacha tratadas mediante irradiacion
laser respecto a las semillas control. La investigacion realizada por Costilla-Hermosillo
et al, (2010) resultd en un mayor porcentaje de germinacion en las semillas de
Stenocactus multicostatus irradiadas durante 150 segundos respecto al control, pero los
cuatro restantes tiempos de tratamientos ensayados dieron como resultado porcentajes
de germinacién inferiores al obtenido por las semillas que habian recibido el tratamiento
control.

Ritambhara, y Girjesh, (2013) han estudiado el efecto del tratamiento laser He-
Ne con la longitud de onda de 632,8 nm sobre semillas de almorta (Lathyrus sativus var.
Pusa-24) observando que el porcentaje de germinacion de las semillas tratadas respecto
al control solo mejoraba para un tratamiento (0.5 min) de los tres aplicados (0.5min,
1min y 1.5 min) pero esta mejora no ha resultado significativa (p<0.05) respecto a los
resultados del tratamiento control.
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Alvarez et al, (2011) concluyeron que el efecto de la luz laser no provoco
cambios significativos (p<0.05) en la germinacion de las semillas del cultivar hibrido de
tomate (Solanum lycopersicum), HA3019 (de la firma israeli HAZERA). En dicho
estudio se observé un ligero decrecimiento del porcentaje de germinacion de las
semillas a partir de los 30 segundos de irradiacion, sefialando que podria ser mas intenso
(significativo) si se incrementara el tiempo de irradiacion. Alvarez et al, (2011) también
indica que dichos resultados se corresponden con otros autores que han sefialado que al
tratar semillas de hortalizas con alto poder germinativo reaccionan de forma débil al
tratamiento con métodos fisicos estimulantes (como el laser de baja potencia) y que la
estimulacion se logra cuando las semillas presentan problemas de latencia o estan
sometidas a condiciones estresantes que retrasan o inhiben su germinacién. Ante esta
ultima apreciacion, en el experimento llevado a cabo con las semillas de alcaparra, que
presentan problemas de latencia, cabia esperar una mejora en el porcentaje de
germinacion, que a la vista de los resultados, no ha tenido lugar.

Es maés, se observa que a medida que se aumenta el tiempo de exposicion hasta
los 30 s, se produce un descenso de dicho porcentaje (18%); a los 60 s de exposicion se
ha obtenido el maximo porcentaje para las semillas tratadas (aunque no ha superado al
obtenido por las semillas control, 25%), produciéndose de nuevo un descenso en el
tratamiento de 120 s (21%). Este repunte de G en las semillas irradiadas durante 60 s
provoca el desacuerdo con la teoria de Homersis propuesta por Calabrese y Baldwin
(2003): un fendmeno de relacion dosis-respuesta caracterizada por la estimulacion de
bajas dosis y la inhibicion a altas dosis.

En la publicacion de Muszyfiski y Gladyszewska, (2008) se presenta que el
efecto de la mejora del porcentaje de germinacion desencadenado por la irradiacion
laser He-Ne en semillas de rabano (Raphanus sativus cv. Pola), Unicamente pudo
constatarse en un determinado indice de germinacion (porcentaje de germinacion final)
y solo se obtuvieron resultados estadisticamente significativos (p<0.01) en dicho
porcentaje a una determinada temperatura de germinacion (20°C). Los autores
concluyeron que esta estimulacién no afectd a las propiedades relacionadas con el
tiempo en el proceso de germinacion. Este mismo resultado se aprecia en la tabla 4,
donde los parametros tsp y k/2 solo han sido afectados (p<0.01) por el factor “AG” y
no por el factor “laser”. Las semillas tratadas con AG muestran para estos dos
pardmetros un mejor comportamiento, siendo el factor AG responsable del 45% de la
variabilidad de tso y del 32% de la variabilidad de k/2.

La interaccion de los factores “laser” x “AG”, para ninguno de los pardmetros
estudiados, ha resultado significativa (p<0.05).

Existen distintas investigaciones en las que se estudia el crecimiento de la raiz,
del hipocotilo o de ambos, en semillas previamente tratadas mediante irradiacion laser
(Prooeba-Biaczyk et al, 2013; Alvarez et al, 2011). Los resultados del crecimiento en
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longitud de la raiz e hipocotilo de las semillas germinadas obtenidos en el presente
experimento se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Influencia del tiempo de aplicacion del tratamiento de irradiacion laser (Laser)
y del tratamiento con acido giberélico (AG) en el porcentaje de semillas elongadas,
longitud media y longitud méxima alcanzada por la raiz e hipocétilo.

% Semillas  Longitud Media  Longitud Maxima

elongadas (mm) (mm)
LASER
0 6595 8.00 24,12 a
10 5296 7.94 13,62 b
30 65,32 727 12,12 b
60 56,88 772 17.87 ab
120 59,11 9,39 17,18 ab
AG
Sin AG 72.73a 8,27 19,28
Con AG 4736 b 787 14,68
Analisis de la VVarianza
Parametros (grados de libertad) % Suma de cuadrados
Laser (4) 5.36 s 4.43 s 16.92 s
AG (1) 34.86%* 0.35 s 5.16 "
Léaser x AG (4) 10.84 " 10.35 " 9.49 s
RESIDUAL (39) 48.93 84.86 68.42
Desviacién estandar ¢ 17.35 3.59 9.67

Letras distintas en una misma columna indican diferencias (p<0,05) segin el test LSD. n.s.: no
significativa. **: nivel de significacion p<0,01. (+) La desviacion estdndar se ha calculado como la
raiz cuadrada del cuadrado medio residual.

Maés de la mitad de las semillas que han germinado (registro realizado en la
primera parte del experimento), han tenido crecimiento posterior (% de semillas
elongadas), tanto en las semillas control como las tratadas. El tratamiento de irradiacién
laser no ha afectado significativamente (p<0.05) al porcentaje de semillas elongadas,
contribuyendo este factor en un 5% de la variabilidad de la variable. En cambio el AG si
que ha influido significativamente (p<0,01) en el porcentaje de semillas elongadas,
disminuyendo su valor (del 73% al 48%) con la aplicacion de AG.
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Este comportamiento de las giberelinas ya ha sido descrito en anteriores
investigaciones. La aplicacion de Promalina (citoquinina + giberelina) a semillas de
Echinacea angustifolia provoco una disminucion de la elongacion radicular respecto al
control Ortiz (2001), aunque se ha de tener en cuenta la influencia de la aplicacion
conjunta de citoquinina, que presumiblemente interfiere en dicho resultado.

Inada y Shimmen (2000) concluyeron que la aplicacién exdgena de AG en
semillas de lenteja de agua (Lemna minor) no promovié la elongacion radicular, sino
que corrobord la desorganizacion de los microtubulos corticales (ver apartado 1.7.3.-
Las giberelinas en la germinacion de las semillas) y posteriormente la inhibid;
concluyendo que solo los contenidos endogenos de AG controlaron el crecimiento de
raices por regulacion en la elongacion celular.

Balaguera-Lopez et al. (2009) estudiaron, entre otros atributos morfoldgicos, la
longitud de la raiz de las plantulas procedentes de semillas de tomate embebidas en
diferentes soluciones de giberelinas (AG). Evaluaron las concentraciones de giberelinas,
y concluyeron que éstas inhiben en cierto grado el crecimiento radicular, y que la
respuesta en el crecimiento se debe a bajas concentraciones giberelinas junto con un
mayor tiempo de imbibicion.

Aunque en nuestro experimento no haya resultado positivo, en determinadas
investigaciones la irradiacion con luz l&ser se ha demostrado positiva incrementando
(p<0,05) la longitud de la raiz y del hipocoétilo (Prooeba-Biaczyk et al, 2013; Podle$ny
et al, 2012; Alvarez et al, 2011). Prooeba-Biaczyk et al. (2013) ha observado distintos
incrementos de longitud de la raiz, hipocotilo y cotiledones, en semillas de remolacha
azucarera irradiadas con laser He-Ne. Los mejores resultados se han obtenido con los
tratamientos con menor potencia.

Podlesny et al. (2012) obtuvieron un aumento significativo en la longitud de la
raiz e hipocaétilo de las semillas de haba y de altramuz sobre las que se habian aplicado
diferentes dosis de irradiacion laser. Los valores de aumento de la longitud de las raices
de las plantulas que crecieron a partir de semillas irradiadas (valores promedio de los
resultados de las distintas dosis de irradiacion) respecto de las no irradiadas fueron de
un 27,4 y 24,3% para las semillas de altramuces y de habas, respectivamente. En cuanto
al aumento de la longitud del hipocotilo de las plantulas procedentes de semillas
irradiadas fue de: 10,6 y 11,4 mm para las habas y los altramuces, respectivamente. Asi,
la estimulacién pre-siembra con laser tuvo influencia positiva en el crecimiento y
desarrollo de plantas de semillero, que tenia ya hipocétilo y raices en comparacién con
las plantas desarrolladas a partir de semillas no irradiadas.

Alvarez et al. (2011) obtuvieron incrementos significativos (p<0.05) en la
longitud de la raiz de las semillas de tomate irradiadas, con la presencia de un pico de
estimulacion que correspondio con el tratamiento con 20 s de exposicion de las semillas
a la radiacion laser He-Ne. Las dosis de 5y 10 s también mostraron una estimulacién
significativa (p<0.05) de este indicador con relacion al control; los tiempos de
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exposicion superiores a 20 s no provocaron cambios significativos en la longitud de la
raiz.

Costilla-Hermosillo et al. (2010) también estudia la longitud alcanzada por la
raiz de las semillas de Stenocactus multicostatus tratadas previamente mediante
irradiacion laser He-Ne; aunque no analizan estadisticamente los resultados parece no
existir diferencias entre la longitud de la raiz de las semillas control respecto a la
longitud de la raiz de las semillas tratadas, al igual que ocurre en el presente
experimento.

No se observa que la irradiacion de las semillas de alcaparra con laser mejore en
los pardmetros estudiados respecto del control. No obstante convendria seguir
estudiando otros parametros bioldgicos susceptibles de ser modificados por el
tratamiento laser, tal y como el rendimiento promedio por planta (Alvarez et al, 2011;
Delibaltova, e Ivanova, 2006; Podlesny, 2007, ) o la altura de las plantas (Cepero et al.,
2012) incluso cambios morfogeneticos en la siguiente generacion consecuencia de la
induccion de mutaciones (Ritambhara, y Girjesh, 2013) para poder determinar la
influencia en el cultivo de la alcaparra de la irradiacion con el laser He-Ne. En los
parametros estudiados no se observa una mejora respecto al control causada por la
aplicacion de este tratamiento.

4.3.- Utilizacién de frutos enteros para la propagacion sexual

Con el fin de poder estimar la cantidad de semillas viables presentes en los
frutos plantados enteros, se ha determinado la relacion entre los valores de peso y
namero de semillas por fruto, obteniéndose una relacion lineal, que se muestra en la
figura 7.
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Figura 7. Regresion lineal entre el nimero de semillas maduras por fruto en funcién del
peso del fruto de alcaparra.

Ecuacion:
y= 8.36143x + 15.9146 (r=0,86;  p<0.0l)
Siendo:
X: peso del fruto.
y: numero de semillas maduras por fruto.

La regresion lineal obtenida en este estudio es coincidente con la obtenida en
anteriores publicaciones (Pascual, et al. 2006a). Una vez estimado el numero de
semillas existente en cada fruto, se realiz6 el seguimiento de la emergencia de plantulas
en la maceta, calculamos el porcentaje de germinacion acumulada (G); en este caso no
como germinacién de las semillas, sino como nimero de plantulas emergidas sobre la
superficie del sustrato. Con los datos obtenidos se ajusto el modelo logistico. El ajuste
de los datos obtenidos en este ensayo de germinacion, ha resultado estadisticamente
significativo (p<0,05) en todos los casos (200), con coeficientes de determinacion (R?)
comprendidos entre 91,78 y 99,90.

De todos los datos registrados de porcentaje de plantulas emergidas, han existido
10 repeticiones dentro del grupo de 25 repeticiones de frutos cerrados enteros con
tratamiento de AG, que no cumplen la hipétesis de normalidad (G=0), por lo que estas
10 repeticiones han sido eliminadas también de los restantes grupos para poder realizar
un analisis estadistico de la varianza con datos balanceados.
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Figura 8. Modelo logistico ajustado a la germinacion acumulada correspondiente a los
valores medios para los diferentes estados del fruto (A), las formas de siembra (B) y la

aplicacion de &cido giberélico (C).
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Tabla 6. Influencia del estado del fruto (abierto o cerrado), la forma de siembra (entero
o0 por semillas) y del tratamiento con acido giberélico (AG) en el porcentaje de
germinacion acumulada (G, %), germinacion final (A, %), tiempo hasta alcanzar el 50%
de la germinacion final (B/k, d) y velocidad media relativa de germinacion acumulada

(k/2, dh).
G A tso k/2

FRUTO

Abierto 59,10a 59,26 a 165,73 0,07

Cerrado 23,63b 24,73b 172,46 0,05
SIEMBRA

Entero 34,79b 3565b 17591a 0,06

Semillas 4795a 4833a 162,27b 0,06
AG

Sin AG 37,52b 37,89b 169,00 0,05

Con AG 4522a 46,09a 169,19 0,07

Anédlisis de la VVarianza
Pardmetros (grados de libertad). % Suma de cuadrados

Fruto (1) 49.62** 46.13**  2.26"S 148"
Siembra (1) 6.83**  6.22** 9.31** 0.38"*
AG (1) 2.34**  2.60** 0.00"* 1.92"s
INTERACCIONES
Fruto x Siembra (1) 5.28**  5.01** 2.020 5.98**
Fruto x AG (1) 0.03"s 0.10™  0.01" 176"
Siembra x AG (1) 0.72"% 0.52"% 0.08"* 0.30"*
Fruto x Siembra x AG (1) 0.81"s 0.92"s 4.80* 0.49"s
Residual (112) 34.58 38.68 81.29 87.76
Desviacion estandar ) 15.32 16.35 20.85 0.06

Letras distintas en una misma columna indican diferencias (p<0,05) segun el test LSD. n.s.: no
significativa. **: nivel de significacion p<0,01; *: nivel de significacién p<0,05. (+) La desviacién
estandar se ha calculado como la raiz cuadrada del cuadrado medio residual.
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En la tabla 6 se presenta la influencia del estado del fruto (abierto o cerrado), de
la forma de siembra (entero o por semillas) y de la aplicacion o no de AG en la
germinacion acumulada (G, %), maximo porcentaje de germinacion (A, %), nimero de
dias necesarios para alcanzar el 50% de la germinacion final (tso, d) y velocidad media
relativa de germinacion acumulada (k/2, d). Se observa que para los porcentajes de
germinacion obtenidos (G y A) fueron afectados (p<0.01) por los tres factores objeto de
estudio y por la interaccion fruto x siembra. También se observa este resultado para el
factor “Siembra” en la tercera variable estudiada (tso, d).

A la vista de los resultados, el mejor porcentaje de germinacion se ha obtenido
para los frutos abiertos (G = 59.10%), siendo el factor “fruto” responsable un 50% de la
variabilidad de G .El mayor porcentaje de germinacion en frutos abiertos puede deberse
a que una vez que el fruto llega a ese estado las semillas contenidas en el fruto han
Ilegado a su estado 6ptimo de madurez, presentado mejor aptitud para la germinacion
que las procedentes de frutos cerrados (Mascards, 2010).

El factor “siembra”, aunque también tiene una importancia significativa
(p<0.01), obteniendo el mejor porcentaje de germinacion en las sembradas por semillas
(48%), su relevancia en la variabilidad de este parametro Unicamente es de un 6.83%.

Lo mismo ocurre con el factor “AG” que también tiene una importancia
estadisticamente significativa (p<0.01), siendo més alto el porcentaje de germinacion en
las macetas con 6rganos de propagaciéon previamente tratados con AG (G=45%) su
influencia en la variable tan s6lo es de un 2.34%.

La interaccion entre el factor “fruto” y el factor “siembra” para esta variable
resulta significativa (p<0.01), (figura 9), alcanzando el mismo porcentaje de
germinacién acumulada en los frutos abiertos bien sean sembrados enteros (G=57,46%)
o por semillas (G=60,50%), pero con diferencias entre los frutos cerrados sembrados
por semillas (G=36%) que enteros, siendo esta ultima combinacion la que presenta el
porcentaje de germinacion acumulada mas bajo (11%).
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Figura 9. Interaccion entre los factores “Método de siembra”, y “Estado del fruto” para
el pardmetro % de germinacion acumulada (G).Las barras verticales indican el valor del
test LSD (p<0.05).

En la figura 9 se puede observar como el factor germinacion acumulada (%) en
el caso de frutos abiertos (maduros) es la misma independientemente de la forma de
siembra, bien sea por fruto entero o por semillas. En el caso de tratarse de frutos
cerrados, si existe una notable diferencia entre amos métodos de siembra, alcanzando un
porcentaje de germinacion acumulada muy inferior los frutos enteros respecto a los
frutos cerrados sembrados por semillas. Este resultado difiere de lo obtenido en
anteriores investigaciones (Pascual et al, 2006a), dado que en este estudio se obtenian

porcentajes de G similares para frutos independientemente de la etapa de maduracion
del fruto.
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Figura 10. Interaccion entre los factores “Método de siembra” y “Estado del fruto”para

el parametro maximo porcentaje de germinacion (A). Las barras verticales indican el
valor del test LSD (p<0.05).
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Como se sefiala anteriormente, para la variable estudiada germinacion
acumulada (G; %), todos los factores estudiados (fruto, siembra y AG) tienen una
influencia similar que para la variable maximo porcentaje de germinacion (A) incluso la
interaccion entre el factor fruto y el factor siembra para este parametro también resulta
estadisticamente significativa (p<0.01), figura 9.

Dentro del pardmetro ndmero de dias necesarios para alcanzar el 50% de la
germinacién final (tso, d), el Unico factor que presenta diferencias significativas (p<0.01)
es “siembra”, siendo 14 dias més rapido cuando las siembra se realiza por semillas.

200
195 A
190
185 T
180
175 -
170 -
165 -
160 -
155 -
150 -
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t50

T M Cerrado

Entero Semillas

200
195 B
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160
155
150
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t50

M Cerrado

Entero Semillas

Figura 11. Interaccidn triple entre los factores “Método de siembra”, “Estado del fruto”
y “AG” (sin AG: A; con AG: B) para el pardmetro nimero de dias necesarios para
alcanzar el 50% del porcentaje de germinacion final (tso, d). Las barras verticales
indican el valor del test LSD (p<0.05).

En la investigacion realizada por Pascual et al., (2006a), dentro de esta variable
se encontraron diferencias significativas solo en frutos enteros, con valores mas bajos
para los frutos cerrados, sefialando que la presencia del pericarpio no inhibe la
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germinacion, sino que reduce el tiempo para alcanzar el 50% de porcentaje final de
emergencia, probablemente mediante la prevencion del secado de las semillas de los
frutos enteros cerrados.

Dentro del factor tso, Se produce una interaccion entre los tres factores de estudio
(fruto, siembra y AG). Cuando las semillas son sembradas directamente, tanto con AG
como sin AG no se observan diferencias significativas (p<0.05) entre el nimero de dias
necesarios para alcanzar el 50% de la germinacion final en frutos abiertos y cerrados.
En cambio, con frutos enteros, se ha observado que la aplicacién de AG reduce el
numero de dias significativamente (p<0.05) cuando el fruto esta abierto, respecto a los
frutos cerrados, debido probablemente al hecho de que sus semillas no han llegado a
tener contacto con el AG.

En cuanto a los resultados obtenidos dentro de la velocidad media relativa de
germinacion (k/2, d1), sélo se han encontrado diferencias significativas (p<0.01) en la
interaccion “fruto x siembra” (figura 12). La mayor velocidad se alcanza en los frutos
abiertos sembrados por semillas, probablemente porque las semillas una vez
germinadas, para emerger por encima del sustrato no han de vencer la oposicion que
ejerce la cubierta del fruto y estas semillas procedentes de frutos que han abierto tienen
posiblemente una mayor acumulacion de reservas (Pascual et al, 2006a y Mascaros,
2010).
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M Cerrado

Entero Semillas

Velocidad media relativa de germinacién (d)

Método de siembra

Figura 12. Interaccion entre los factores “Método de siembra”, y “Estado del fruto” para
el parametro velocidad media relativa de germinacion acumulada (k/2, d). Las barras
verticales indican el valor del test LSD (p<0.05).
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5.- CONCLUSIONES
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Se confirma que la aplicacion de acido giberélico mejora la germinacion (G, A,
tso y k/2) en todos los experimentos realizados.

Sin la aplicacion acido giberélico, cuanto mas tiempo transcurre entre la
recoleccion y el inicio del ensayo de germinacién, se obtiene un mayor
porcentaje de germinacion.

La aplicacion de irradiacion laser no resulta positiva, obteniéndose en todos los
tratamientos aplicados menor porcentaje de germinacion que en el tratamiento
control.

Las semillas humedecidas con acido giberélico presentan menor porcentaje de
semillas elongadas que las humedecidas con agua. La duracion del tratamiento
de irradiacion laser recibido no ha afectado a la elongacion.

La dehiscencia del fruto no afecta a la relacion entre el peso de los fruto y el n°
de semillas maduras contenidas en los mismos.

El porcentaje de germinacion de los frutos cerrados plantados enteros es muy
bajo, por lo que se desaconseja su uso.

Con la dehiscencia del fruto se incrementa el porcentaje de germinacion de las
semillas contenidas en su interior, con respecto al fruto cerrado.

El porcentaje de germinacién de las semillas extraidas de los frutos es mayor si
los frutos estan abiertos.

Con el fruto abierto entero se obtienen porcentajes de germinacion similares a
los obtenidos con las semillas procedentes de fruto abierto.
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