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RESUMEN

Se intentd mejorar un Lote de semillas de cebolla (4l/lium cepa L.) de baja calidad y
sin valor comercial de una variedad local de Galicia. Se realizaron ensayos de pre-imbibicion,
acondicionamiento osmotico, matrico, hormonales y de desinfeccion. También se separaron
las semillas en funcion de su densidad para dividir el Lote en sublotes de calidad diferenciada
y medir diferencias de respuestas de las semillas separadas con otros tratamientos.

Por otro lado, se realiz6 un andlisis de viabilidad al tetrazolio del Lote con el objetivo
de determinar las causas del bajo poder germinativo del Lote y las posibilidades de mejorarlo.

Al ensayo de pre-imbibicion, se sometieron las semillas a un caudal de agua desde 30
min. hasta 24 h. El mejor resultado fue el periodo de 4 h. La pre-imbibicion influyo en el
porcentaje de contaminacion de semillas no germinadas por microorganismos. Se combind
una pre-imbibicién de 4 h con una desinfeccion con hipoclorito sodico 4 % durante 4 min.
Las semillas desinfectadas perdieron capacidad germinativa.

El tratamiento hormonal consisti6 en sembrar las semillas sobre papel de filtro
imbibido con diferentes disoluciones de GA; en el ensayo de germinacion. El dcido giberélico
permitié mejorar la uniformidad de germinacion pero no la germinacioén. La concentracion
que més efecto dio fue la de 10 mg'L™".

Gracias a la separacion de las semillas en funcién de su densidad, se destacaron
diferencias de calidad germinativa y de vigor de las semillas en funcion del peso medio de las
semillas. Las semillas han sido separadas gracias a un corriente de aire vertical con el cual se
obtienen 4 fracciones de semillas de densimetria variable. Se encontré una relacion linear
entre el peso medio de cien semillas y su capacidad germinativa. Se ha podido dividir el Lote
en fracciones de semillas de calidad creciente.

El acondicionamiento osmotico se realizd6 con agua desionizada, disoluciones de,
KNOs de 0,1 y 0,3 M y PEG-6000 de 150, 250 y 350 g-kg™' durante periodos de 24, 28 y 96 h.
Las semillas acondicionadas con PEG-6000 perdieron mucha capacidad germinativa. El agua
desionizada y el KNO; durante 96 h son los tratamientos que mejores resultados han dado,
mejorando la uniformidad y velocidad de germinacion. También se detectdé que la
uniformidad de germinacion solo depende del periodo de tratamiento y no del el tipo de
solucion.

El acondicionamiento matrico dio los mejores resultados con las semillas mas
deterioradas, mejorando su germinacion mientras que en semillas de mejor calidad no se
mejor6. El tratamiento mas adaptado es el de la proporcién en volumen 1: 10: 2 de Algalita®
durante 6 dias.

Con el analisis de viabilidad se detectd6 una maduracion incompleta de las semillas.
52,5 % de las semillas son viables frente a una germinacion de 45 % a fecha del ensayo al TZ.
El cotiledon del 38,5 % de las semillas no est4 totalmente desarrollado y un 12,5 % no tiene
embrion. La falta de maduracion de las semillas parece ser la causa de la baja calidad del
Lote.
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RESUME

L objectif de ce travail est d’améliorer un lot de semences de mauvaise qualité et sans
valeur commerciale d’une variété locale d’oignon (Allium cepa L.) originaire de Gallice,
Espagne. Dans ce but, des essais de conditionnement des semences ont été réalisés: pre-
imbibition, conditionnement osmotique et matriciel, traitements hormonaux et de désinfection.
Le lot a aussi été séparé en fonction de la densité des semences par courant d’air forcé afin
d’obtenir des sous-lots de qualité differenciée.

D’autre part, une test de viabilité au tétrazolium a été réalisé pour déterminer les
causes de la mauvaise qualité germinative du lot ainsi que les possibilités d’amélioration du
lot.

Durant [’essai de pré-imbibition, les semences ont été soumises a un circuit d’eau de
30 min a 24 h. Le meilleur résultat a été obtenu avec la période de 4 h. La pré-imbibition a
surtout influencé le pourcentage de semences non germées contaminées par des saprophytes.
Une combinaison de la pré-imbibition avec une désinfection chimique a [’hypochlorite de
sodium 4 % durant 4 min. a été réalisée. Les semences désinfectées ont perdu de leur capacité
germinative.

Le traitement hormonal consistait d semer les graines sur du papier filtre imbibé par
des solutions de GA; a différentes concentrations durant le test de germination. Le GA;z a
amélioré [’homogénéité de germination mais pas le pourcentage. La concentration qui donne
les meilleurs résultats est celle de 10 mg-L™.

La séparation des semences en fonction de leur densité a donné de bons résultats. Des
différences significatives de qualité germinative et de vigueur ont été détectée en fonction du
poids moyen des graines. Les semences ont été séparées par un courant d’air forcé vertical
grdce auquel s’obtiennent 4 fractions de graines de densité variable. Une relation linéaire
entre le poids moyen de 100 graines et leur capacité germinative a été déterminée. Le lot a pu
étre divisé en sous-lots de graines de qualité croissante. Les graines les plus lourdes germent
mieux.

Le conditionnement osmotique a été réalisé avec de I’eau désionisée, des solutions de
KNO; de 0,1 et 0,3 M et de PEG-6000 de 150, 250 et 350 g'kg” pendant 24, 48 et 96 h et
suivi par un séchage. Les semences conditionnées avec le PEG-6000 ont perdu de leur
capacité germinative. L’eau désionisée et le KNO3; pendant 96 h ont donné les meilleurs
résultats, ameliorant [’'uniformité et la vitesse de germination. L uniformité de germination
est seulement fonction de la période de conditionnement.

Le conditionnement matriciel a donné de meilleurs résultats avec les semences les plus
deétériorées, améliorant leur capacité germinative alors qu’aucune amélioration n’a été
observée avec les graines de meilleure qualité. Le traitement le mieux adapté est celui réalisé
avec la proportion semence: matrice: eau en volume 1: 10: 2 d’Algalita® pendant 6 jours.

Grdce a [’analyse au tétrazolium, un maturation incomplete a été detectée parmi les
graines du lot. Les semences avaient une viabilité de 52,5 % avec un taux de germination de
48 % a date de I’analyse. 38,5 % des graines n’avaient pas le cotilédon développé et 12,5 %
des graines ne posséedaient pas d’embryon. Le manque de maturation des graines doit étre la
cause des problémes de germination et vigueur du lot.



SUMMARY

In this work, it has been attempted to improve the value of a non-commercial seed lot
of an onion (Allium cepa L.) local variety from Galicia, Spain. Different seed conditioning
treatments have been done: prehydration, osmotic and matrix priming, hormonal and
disinfection treatments. A densimetric seed separation has been carried out to divide the seed
lot in four sublots of different quality and to measure seed answers to hormonal treatments.

Moreover, a tetrazolium seed test was carried out to determine the causes of the seed
lot low germination rate.

In the prehydration essay, seeds were immersed in a circulating water flow from 30
minutes to 24 h. Best results were obtained with the 4 h hydration. Prehydration influences
micro-organisms contamination percentage of non-germinated seeds. Furthermore,
prehydration was combined to a disinfection using sodium hypochlorite 4 % for 4 minutes.
Disinfected seeds lost germination capacity.

Hormonal treatment consisted in hydrating seeds on filter paper of different GA;
concentration solutions during germination test. GAz improved germination uniformity but
not germination percentage. Best results have been obtained with the 10 mgL" GA;
concentracion.

In seed separation, differences in germination rate and vigour have been observed in
function of seeds medium weight. Seeds were separated in a vertical air flow that divided
seeds in four fraction of growing density. A linear correlation between seed germination
percentage and one hundred seeds medium weight was determined. It’s possible to separate

seeds in different seed sublots of different quality.

Osmotic conditioning were done with deionized water, KNO; 0,1 and 0,3 M and 150,
250 and 350 g-kg” PEG-6000 solutions for periods of 24, 48 and 96 h. In PEG-6000 seed
osmoconditioning, a significant loss of germination was observed. Deionized water and KNO;
solutions improved seed quality, improving seed germination velocity and uniformity. It has
been detected that seed germination uniformity only depends on the period of treatment but
not on the solution concentration.

Matrix seed priming gave best results with most deteriorated seeds, improving
significantly their germination rate but had a few influence on seeds of better quality. Best
treatment resulted the one using the proportion in volume seed: matrix: water of 1:10:2 of
Algalita® during 6 days.

In the viability test, a incomplete maturation of seeds was observed and 52,5 % of
seeds were viable, with germination results of 45 % on date of viability test. Cotyledons of
38,5 % of seeds were inmature and 12,5 % of seeds didn’t have any embryo. Low maturation
of seeds must have been the cause of the low lot quality.
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1. INTRODUCCION

En este trabajo, se plantea mejorar a posteriori de la cosecha semillas de cebolla
(Allium cepa L.) de unas variedades locales de Espaiia.

1.1. ANTECEDENTES

1.1.1.LA CEBOLLA (ALLIUM CEPA L.)

La cebolla es una planta de ciclo bianual que se cultiva como anual cuando se
aprovecha el bulbo y como bianual cuando se quiere obtener semilla. Es una planta que se
encuentra entre las mas antiguas cultivadas por el hombre. Se ha encontrado restos de bulbos
que datan de la Edad de Bronce (5000 a.C.). En el antiguo Egipto el consumo de cebolla
(Allium cepa L.) se muestra en las decoraciones de las tumbas de los faraones.

Su clasificacion botanica es la que a continuacion se describe:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheibionta
Filo: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Lilidae
Orden: Liliales
Familia: Liliaceae
Tribu: Alliaceae
Género: Allium
Subespecie: A. cepa
Existen multiples trabajos que describen botanicamente a la especie, como los

realizados por SCHWEISGUTH (1976), FOURY et al. (1992) y BREWSTER (2001).

1.1.2. LA PRODUCCION DE CEBOLLA (ALLIUM CEPA L.) EN ESPANA

Al nivel mundial, la cebolla se encuentra entre uno de los cultivos horticolas mas
importantes, con una produccion total de 55 millones de toneladas en 2004 (FAOSTAT,
2005).

Espafia ocupa el puesto numero 11 a nivel mundial con una produccion de 1 millén de
toneladas de cebollas secas y 35 000 toneladas de cebollas verdes y chalotes. En relacion con
el comercio exterior, Espafia es un pais mayoritariamente exportador, con un volumen de
exportacion en 2002 de unas 260 000 toneladas que se exportan sobre todo dentro en paises
de la UE (CARRAVEDO and MALLOR, 2007).



En Europa, Espafia es le principal consumidor de cebolla (A//ium cepa L.) en torno a
16 kg por persona y afio. Las otras hortalizas cuya produccion supera la de la cebolla (4llium
cepa L.) en Espafia son: 1, el tomate; 2, el melon; 3, el pimiento y 4, la lechuga
(CARRAVEDO and MALLOR, 2007).

En Espana practicamente toda la cebolla se cultiva al aire libre, s6élo unas pocas
hectareas se cultivan protegidas en Galicia y mas del 90 % de la superficie se encuentra en
regadio, cuyo rendimiento medio oscila las 49.000 kg/ha (CARRAVEDO and MALLOR,
2007).

1.1.3.LAS VARIEDADES LOCALES

Segtin el Codigo Internacional de Nomenclatura de las Plantas Cultivadas, se define
Variedad Comercial (“cultivar”) como el conjunto de individuos botanicos cultivados que se
distinguen por determinadas caracteristicas morfologicas, fisiologicas, citoldgicas, quimicas u
otras de caracter agricola o econémico y que se conservan distintivos en la reproduccion
sexual o asexual. La variedad puede ser “seleccionada” (cultivo obtentor), que es la obtenida
por trabajos de seleccion, o “local” que es la que procede de una region geografica claramente
definida, que ha demostrado suficiente uniformidad, estabilidad y caracteres distintivos que
permitan su identificacion en ensayos oficialmente comprobados (REQUENA, 2005).

Considerando los datos aportados por los bancos de Allium en Espaiia, se puede decir
que Espana es una importante fuente de variabilidad en cuanto a especies del género Allium,
con cerca de 1 600 entradas de diferentes especies de Allium (CARRAVEDO and MALLOR,
2007).

En Espafia, las variedades de cebolla (4//ium cepa L.) mas cultivadas son las de tipo
Babosa, Valenciana, Liria, Grano de oro y Recas, variedades originarias de la region de
Levante cuyo cultivo se ha extendido por sus buenas caracteristicas: precocidad, gran
rendimiento, relativamente dulces en sabor, buena resistencia a la subida a flor y buena
aptitud para la conservacion. La consecuencia de ello es que esas cinco variedades
representan el 80-85 % de las variedades de cebolla (A//ium cepa L.) cultivadas en Espafia
(CARRAVEDO and MALLOR, 2007).

1.1.4.LA MULTIPLICACION POR SEMILLAS.

La multiplicacion por semillas es el medio mas comun de multiplicacion de especies
vegetales anuales o bianuales. También se usa este método de propagacién en especies
forestales y frutales (patrones). Tiene la ventaja de ser el método de multiplicacion de especie
vegetales menos costoso. La conservacion y el almacenamiento de las semillas resultan ser
comodos y faciles. Ademas, las semillas se consideran libres de virus. El uso de semillas
como material de propagacion permite la multiplicacion de ecotipos especificos como
variedades locales que estan bien adaptadas a su region de cultivo (BODSON, 2004).

El propodsito final de la semilla es el mantenimiento y/o reproduccion de las
caracteristicas intrinsecas de ésta, de su contenido genético y/o expresion fenotipica ante unas
determinadas circunstancias de manejo o medio de produccion. A tal fin, la semilla debe ser
en primer lugar transformada en plantula y de ésta se obtienen los beneficios buscados. Es en
este proceso de transformacion donde el producto debe expresar su calidad
(PLEGUEZUELDO, 2005).



El Reglamento Técnico de Control y Certificaciéon de Semillas y Plantas de Vivero
define “semilla” como elementos cuyo destino es reproducir la especie, ya sean tubérculos,
bulbos u otros oOrganos de material vivo que se utilicen con fines de multiplicacion

(REQUENA, 2005).

Este mismo autor (REQUENA, 2005) define “Lote” como cada partida de semilla de
una misma especie o variedad que proceda de una misma parcela, si se trata de material base,
o de una o varias parcelas sembradas con semilla procedente del mismo origen si se trata de
semillas de otras categorias.

La disponibilidad de semillas de alta calidad es importante para todos los sectores de
la agricultura. Las semillas de los cultivos horticolas son bastante caras por lo que el
agricultor se debe asegurar que la germinacion, nascencia y evolucion de la plantula sea la
correcta. Los controles de germinacion en empresas productoras de semillas y en semilleros
son practicas que empiezan a ser bastante habituales pero siguen resultando costosos.

Es por ello que en las Gltimas décadas el mercado de las semillas haya experimentado

importantes cambios en el comercio internacional, incrementando notablemente su valor
economico (CONTRERAS, 2002).

Las semillas que producen las empresas han de reunir condiciones optimas de calidad
para su comercializacion. Cuando se trata de semillas para cultivos extensivos, como cereales,
girasol o remolacha, es la Administracion quien rechaza o autoriza la semilla, identificandola
en este caso como “certificada”; pero la garantia de las “semillas estandar”, como en el caso
de las horticolas, procede de las empresas productoras de las mismas. Es por tanto
responsabilidad de las empresas el asegurar la calidad de las semillas horticolas que
comercializan.

Cada vez resulta mas necesaria la trazabilidad de los procesos productivos y esto
alcanza de lleno a la semilla. La trazabilidad de la semilla viene definida en primera instancia
por el numero de Lote.

La semilla comercial que le llega al agricultor debe venir perfectamente empaquetada
e identificada por un nimero de Lote. Dicho nimero debe representar todo el proceso que ha
seguido la semilla desde la técnica de reproduccion, la seleccion, el manejo del cultivo y la
recoleccion hasta el procesado. Debe definir también la pureza varietal, el peso y calibre de la

semilla que contiene asi como toda la informacion fitosanitaria y tratamientos que la semilla
ha recibido (PLEGUEZUELO, 2005).

La germinacion es variable entre especies, variedades y Lotes. Problemas de
germinacion pueden venir derivados de una larga estancia en la cdmara de germinacion o un
mal manejo (LOPEZ-APARICIO, 2005).

Cada vez hay mas clientes que exigen plantas a medida con una serie de trabajos mas
0 menos especiales, por lo que hay que adecuar el sistema, planificar y realizar la obtencion
de planta util acorde con el pedido recibido (LOPEZ-APARICIO, 2005).



1.1.4.1. LA MULTIPLICACION DE LA CEBOLLA (ALLIUM CEPAL.)

Existen dos sistemas basicos de produccion de semillas: 1, bulbos para la produccion
de semillas en los que primero se cultiva el bulbo y las semillas se producen a partir de los
bulbos plantados y 2, semillas para la produccion de semillas en el que se vernalizan las
plantas en crecimiento y se induce la floracion y la produccion de semillas sin pasar por el
estado de bulbo (BREWSTER, 2001).

Los bulbos para la produccion de semillas tienen la ventaja de que es posible
seleccionar los bulbos para la calidad de las semillas y descartar los defectuosos, por ejemplo
los bulbos dobles, deformes o florecidos prematuramente. Por otra parte, el método para
obtener semillas desde bulbos necesita dos afios de semillas a semilla (BREWSTER, 2001).

La produccion de semillas a partir de semillas es posible en lugares en los que es
posible la correcta vernalizacion de la planta para inducir el 100 % de la floracion. En caso
contrario se favorecerian los genotipos que florecen con mas facilidad (BREWSTER, 2001).

1.2. REVISION BIBLIOGRAFICA

La cebolla (4llium cepa L.), tal como una de las especies horticolas mas cultivada en
el mundo, es una especie de la cual se ha ampliamente investigado. La calidad de semillas de
las especies cultivadas siempre ha preocupado el hombre. En la Antigiiedad, el fisidlogo
griego Theophrastus (372-287 a.C.) se puede considerar como el padre de la fisiologia de las
semillas. En una de sus contribuciones, hace referencia al papel de la imbibicidon en agua de
las semillas del pepino (Cucumis sativus L.) sobre la velocidad de germinaciéon (EVENARI,
1984).

1.2.1.CALIDAD DE SEMILLAS

La calidad de cualquier producto se puede definir como el conjunto de caracteristicas
que el consumidor evaliia para decidir si satisface sus expectativas. En el contexto de las
semillas, la calidad se puede subdividirse en cuatro cualidades basicas: genética, fisiologica,
sanitaria y fisica. . La presencia de estas cuatro cualidades esenciales en su maximo nivel
permite que la semilla alcance la calidad integral (TERENTI, 2004).

Segin DURAN and RETAMAL (1996), los factores que intervienen en el concepto de
calidad de un Lote de semillas son:

Pureza fisico-botinica. En una muestra representativa de un Lote, indica la
proporcion entre las semillas intactas y sanas de la especie declarada y otros componentes
considerados “impurezas”. Las impurezas suelen estar constituidas por piedras, semillas rotas
y restos de origen vegetal entre otros.

Pureza genética. Garantiza que las semillas pertenecen a la variedad comercial, cuyas
caracteristicas genéticas son conocidas y distintas de los demas cultivares registrados, sin que
existan mezclas entre ellos.



Poder germinativo. Expresa el porcentaje de semillas puras que, bajo condiciones
favorables de germinacidn, son capaces de producir plantulas normales. Indica el potencial
maximo de germinacion. Por lo cual la siembra se debe realizar en condiciones optimas de
temperaturas, sustrato y humedad.

Vigor. Intenta dar informacion acerca de la respuesta y de la homogeneidad que cabe
esperar de un Lote de semillas cuando se siembra en condiciones que no son favorables.

Latencia. Estado de reposo durante el cudl las semillas son incapaces de germinar,
aun en condiciones favorables para la germinacion.

Homogeneidad del Lote. Expresa la uniformidad de todos los componentes de Lote
que responden a las mismas caracteristicas, preferentemente morfoldgicas (peso, tamafio,
color, etc.). La homogeneidad puede acarrear problemas a lo largo de la produccion y
comercializacion de las semillas. La homogeneidad repercute de forma muy significativa
sobre el vigor.

Estado fitosanitario. Las semillas pueden ser vectores o portadoras de inoculo. Es de
capital importancia el estado sanitario de las semillas para evitar enfermedades que en ciertas
ocasiones pueden afectar a las plantulas desde los primeros momentos del establecimiento del
cultivo.

Humedad. Determina, junto a la temperatura, la conservacion del poder germinativo
durante el almacenamiento.

La falta de calidad de un Lote semillas puede dar lugar a multiples manifestaciones
que van desde la mala conservacion durante la fase de almacenamiento hasta una disminucioén
considerable de la produccion por diversas causas: 1, baja germinacién y mala nascencia,
especialmente en condiciones desfavorables; 2, heterogeneidad en el cultivo, ya sea en la
densidad de plantas como en el proceso de maduracion; 3, escasa uniformidad en el cultivo,
como consecuencia de la falta de pureza varietal y 4, problemas fitosanitarios con las
consiguientes consecuencias econdmicas y trastornos agronomicos (laboreo, persistencia de
productos fitosanitarios entre otras cosas) (DURAN and RETAMAL, 1996).

En un Lote de semillas, es posible definir su calidad, utilizando variables
morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas o la combinacion de varias de ellas. Con el fin de
llegar a la conclusion que un Lote es de alta o baja calidad, no solo por la definicion de un
atributo de la muestra, sino por el comportamiento que presenta después de un analisis
exhaustivo de sus caracteristicas externas (morfologicas) e internas (fisiologicas o
bioquimicas).

Segun BODSON (2004), el uso de semillas de buena calidad permite obtener una
buena calidad de siembra y de las plantas. La calidad de la siembra esta acondicionada por la
calidad de las semillas: el uso de semillas de alta calidad ayuda a alcanzar la uniformidad del
cultivo y minimizar el efecto del estrés ambiental.

Los factores que influyen en la calidad de las semillas son: 1, las condiciones de
cultivo de las plantas madres (temperatura, fertilizacion, riego); 2, la madurez de la semilla en

el momento de la cosecha y 3, el fotoperiodo, que puede dar lugar a la aparicion de una
dormicion (BODSON, 2004).



La calidad de siembra se puede conseguir actuando: 1, sobre las condiciones post-
fecundacion hasta la madurez de la semilla, es decir durante la formacion del embrion, del
endospermo y de los tegumentos; 2, sobre las condiciones de conservacion de las semillas; 3,
sobre las condiciones de germinacidon y 4, con tratamientos y acondicionamiento de las
semillas (BODSON, 2004).

Segin COME (1970), los factores determinantes de la germinacion son: 1, la
disponibilidad en agua; 2, la disponibilidad en oxigeno; 3, la temperatura de germinacion y 4
el fotoperiodo, en semillas fotosensibles. Ademas de esos factores principales, otros factores
también pueden influir en la germinacidn; a saber:

e Las condiciones antes de la cosecha: el origen geografico de las semillas, el
origen del polen, la influencia de la especie y de la variedad, la condiciones
climaticas del cultivo madre, la posicion de las semillas en la planta madre y en la
fruta, el tamafio de las semillas y la fecha de cosecha.

e Los tratamientos post-cosecha: condiciones de conservacion (temperatura y
humedad de las semillas), post-maduracién de las semillas.

e Las condiciones de germinacion: temperatura, disponibilidad en agua, oxigeno y
fotoperiodo en algunos casos.

1.2.2. GERMINACION, VIGOR, VIABILIDAD Y DORMICION

Cuando las condiciones de siembra son iddneas, la emergencia en campo se puede
correlacionar con la germinacion, el vigor y la viabilidad del Lote. El problema que
normalmente se presenta es que las condiciones Optimas de germinacidn se encuentran poco
en la practica. Los estrés ambientales (sequia, temperaturas inadecuadas, etc.) pueden alejar
los resultados de la emergencia en campo de los resultados de los ensayos de germinacion,
vigor y viabilidad.

Germinacion, viabilidad y vigor son tres conceptos estrechamente relacionados entre
si y muy vinculados a la calidad de las semillas. Se puede resumir de esta manera la relacion
entre esos diferentes conceptos de andlisis de semillas (ISTA, 2003):

Viabilidad > Germinacion > Vigor > Emergencia en campo

1.2.2.1. GERMINACION

La ISTA (2003) considera el proceso de germinacion de una semilla como el
establecimiento de un estado metabolicamente activo, manifestado fisiologicamente por la
division celular y por la diferenciacion. La primera expresion de este proceso suele ser la
emergencia de la radicula.



En los ensayos realizados para comprobar el poder germinativo de las semillas se
pretende, ante todo, conocer el valor potencial de éstas para la siembra. Asi, la germinacioén
queda definida como la capacidad de nascencia y desarrollo que presentan las semillas para
transformarse en plantulas normales, con todas sus estructuras esenciales, cuando se las
somete a determinadas condiciones favorables para su crecimiento, demostrando capacidad de
produccion (LOVATO, 1981). Una vez conocido dicho potencial, es facil establecer
comparaciones entre la calidad de distintos Lotes para estimar su futuro valor en campo.

La maxima germinacidn potencial se alcanza cuando las semillas llegan a su madurez
fisiolégica. Cuando el punto de maduracién tiene lugar en condiciones ambientales no
adecuadas se produce un deterioro de la calidad (BASU, 1995).

1.2.2.2. VIGOR

Lotes de semillas de alto poder germinativo pueden tener diferencias sustanciales de
emergencia en campo, en condiciones idénticas de siembra. También pueden comportarse
durante el almacenamiento de forma muy diferente. Uno se puede preguntar si los resultados
del ensayo de germinacion son erréneos o por qué existen diferencias tan importantes en los
Lotes de semillas. Esto se puede explicar considerando que el ensayo de germinacioén no es
suficiente sensible para indicar sutiles pero significativas diferencias de calidad entre Lotes de
semillas de alto poder germinativo. La causa de estas diferencias es otra componente de la
calidad de semillas: su vigor (ISTA, 1995).

El vigor de la semilla es la suma de todas las propiedades de la semilla que determinan
el nivel de actividad y el papel de la semilla o el Lote de semillas durante la germinacién y la
emergencia de la plantula. Las semillas que se comportan bien en esos términos se denominan
semillas de alto vigor y las que se comportan mal se llaman semillas de bajo vigor (ISTA,
2003).

Una reduccion del vigor de la semilla esta correlacionada con la habilidad de la
semilla para llevar a cabo las funciones fisioldgicas que le permiten actuar. Este proceso se
denomina envejecimiento fisiologico (o deterioro) y empieza desde poco antes de la cosecha y
continua durante la cosecha y el almacenamiento. El deterioro fisiologico reduce las
capacidades de la semilla debido a cambios de la integridad de las membranas celulares, de la
actividad de las enzimas y de la sintesis de proteinas, entre otras causas. Esos cambios
quimicos pueden ocurrir de forma rapida o lenta en funcidon de la genética y de factores
ambientales. El punto final del deterioro de la semilla es la muerte de la semilla (pérdida
completa de la capacidad de germinacion). Las semillas siempre pierden vigor antes de perder
la capacidad de germinar. Esto explica porque Lotes de semillas que tiene las mismas tasas
elevadas de germinacion pueden variar en la edad fisiologica y entonces tener diferencias
significativas de vigor (ISTA, 1995).

Los ensayos de germinacion marcan el criterio de viabilidad de semillas aceptado
internacionalmente y representan un estandar aceptable de la actuacion de las semillas en
Lotes de baja germinacion. Sin embargo, en Lotes de semillas de alto poder germinativo, los
resultados de los ensayos de germinacion no son suficientes para reflejar el potencial del Lote
de semillas. En estas circunstancias determinar el vigor se hace necesario para estimar el
potencial de Lote de semillas (ISTA, 1995).



Los ensayos de vigor deben ser capaces de proporcionar un indice de calidad de
semillas mas sensible que los ensayos de germinacion y de proporcionar una escala de Lotes
de semillas en funcion de su potencial de actuacion.

La ISTA (2003) recomienda, como test de vigor, los test de conductividad y los test de
envejecimiento acelerado para determinar el vigor de Lotes. Por lo tanto, se aceptan ensayos
de germinacion al frio, ensayos de deterioro controlado, ensayo de vigor de estrés complejos,
el test de Hiltner, los test de crecimiento de la plantula y el test al tetrazolio para definir el
vigor de un Lote.

Segun BODSON (2004), el vigor de las semillas se puede analizar mediante conteos
de germinacion diarios. Los indices més importantes son el poder germinativo, la velocidad
de germinacion y la capacidad germinativa que corresponde al valor maximo de germinacion
diaria multiplicado por la tasa de germinacién diaria media. También se puede estudiar la
cinética de germinacion en condiciones de estrés térmico o hidrico.

En este presente trabajo, las curvas y los indices de germinacion permitirdn comparar
diferencias de vigor entre ensayos de germinacion y tratamientos.

1.2.2.3. VIABILIDAD

Las semillas viables son aquellas que son capaces de producir plantulas normales en
un ensayo de germinacion bajo condiciones favorables, después de que se haya roto la
dormicidn y, si estan afectadas por enfermedades, tras desinfectar las semillas (ISTA, 2003).

Los ensayos de germinacion realizados en condiciones estrictamente controladas de
humedad, temperatura, aireacion y en algunos casos iluminacion, constituyen los métodos
mejor conocidos y més cominmente empleados para estimar la viabilidad de un Lote de
semillas (DURAN and HIERRO, 1993).

A veces, no se sabe si la baja germinacion de las semillas en ensayos de germinacion
proviene de la presencia o no de una dormicion. Entonces un ensayo topografico del tetrazolio
permite definir si las semillas no germinadas son viables pero afectadas por algun tipo de
dormicidn o si estan muertas.

1.2.2.4. DORMICION

El concepto de dormicién es muy ambiguo. Se puede definir en su forma mas general
y sencilla como la incapacidad de semillas viables de germinar bajo condiciones favorables
(BEWLEY, 1997).



La dormicién es una propiedad inherente a las semillas que esta definida por las
condiciones en las que una semilla es capaz de germinar. Estd determinada por la genética con
una importante influencia ambiental que estd regulada, al menos en parte, por el acido
abscisico (ABA) y el acido giberélico (GA3). El estado de dormicién no esté solo influido por
las condiciones de maduracion, también cambia de forma contintia en el tiempo de una forma
determinada por el ambiente de las semillas. La dormicion esta presente en las plantas de las
demas regiones climaticas, su adaptacion resulta en diferentes respuestas al ambiente. A
través de esa adaptacion, la germinacion estd controlada en el tiempo para evitar condiciones
desfavorables al establecimiento de la planta y a la fase de reproduccion (FINCH-SAVAGE
and LEUBNER-METZGER, 2006).

Existen varios tipos de dormicion:
e Dormicion primaria: ocurre cuando la semilla estd atin sobre la planta madre.

e Dormicion secundaria: cuando la semilla habia perdido su estado de dormicion
primaria pero, por las condiciones ambientales adversas, vuelve a entrar en
dormicion.

La tendencia actual de definir los tipos de dormicion es de separarlos en funcion del
caracter morfofisiologico y de los métodos que permitan eliminarla (FINCH-SAVAGE and
LEUBNER-METZGER, 2006):

Dormicion morfologica: cuando la cubierta o la testa no permite el desarrollo y
crecimiento del embridén y/o cuando el embridon no ha llegado a su madurez total aunque la
semilla ya no esta sobre la planta madre.

e Dormicion morfofisioldgica: cuando la cubierta o la testa, ademas de factores
intrinsecos a la semilla impiden el desarrollo del embrion.

e Dormicion fisiologica: cuando factores intrinsecos, generalmente de tipo hormonal,
impiden el desarrollo del embrion.

La dormicién es comun en las Liliaceae. Ensayos de germinacion bajo temperatura
baja o tratamientos de pre-enfriamiento generalmente promueven la germinacion de semillas

latentes de esta familia (ELLIS et al., 1985).

Semillas de especies de A//ium ssp. recién cosechadas pueden ser latentes. En semillas
de cebolla (Allium cepa L.), la dormicidén es generalmente ligera. Por ejemplo, tan solo al
almacenarlas a temperatura ambiente y en seco entre dos semanas y dos meses después de la
cosecha permite eliminar la dormicion (ELLIS ez al., 1985).

Segtin ELLIS et al. (1985), los tratamientos mas exitosos para eliminar la dormicion
en semillas de cebolla (4/lium cepa L.) son:

e Pre-enfriamiento a 5 °C durante 4 dias, seguido por una germinacion alternando la
luz y la temperatura de la siguiente manera: 20 °C/16 h 'y 25 °C/8h.

e Temperaturas de germinacion constantes entre 3 y 17 °C, con luz u oscuridad.

e Pre-enfriamiento seglin las Normas de la ISTA.
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e El pre-enfriamiento a 5 °C suele ser el tratamiento mas eficaz. Tratar las semillas
con GAj; o auxinas entre 30 y 75 mg'L"!, pre-enfriamiento a 5 °C menos de 3 dias o
alternancia de luz y oscuridad son tratamientos parcialmente exitosos en la cebolla
(Allium cepa L.) para eliminar la dormicion. Los tratamientos con GAj o auxinas
(50 mg-L" pre-aplicado), temperaturas mayores de 28 °C o luz continua no tienen
efecto sobre la dormicion.

1.2.2.5. TEST DE GERMINACION

El objetivo de los test o ensayos es determinar el potencial de germinacion maximo de
un Lote de semilla (ISTA, 1993).

Los test de germinacion realizados en laboratorio ofrecen una primera informacion
respecto a la calidad de las semillas que se sembraran en el campo Aunque en muchos casos,
los resultados que se obtienen en condiciones controladas de laboratorio _ideales difieren de
los obtenidos en el campo.

Tras un ensayo de germinacion, el analista puede encontrar semillas que germinan
perfectamente dando lugar a plantulas normales, otras que al desarrollarse presentan alguna
anomalia o aquellas que al finalizar el ensayo no han sido capaces de germinar. Todas ellas se
describen mas adelante.

La ISTA (1993) establece ciertas definiciones de lo que se considera plantula normal o
anormal y describe detalladamente estos conceptos para los géneros mas representativos.

Para el correcto desarrollo de una semilla en plantula, es necesario que exista una
combinacion especifica de las siguientes estructuras esenciales, dependiendo de la especie que
estéd siendo analizada (ISTA, 1993):

e Un sistema radicular bien desarrollado, con una raiz principal y/o raices laterales
normales (como en la mayoria de las dicotiledoneas) o dos o mas raices seminales
en plantas con sistema radicular fibroso.

e Un eje caulinar con hipocotilo o epicotilo bien desarrollado y una yema terminal.
¢ Uno o mas cotiledones, segtin los casos.

En Europa, los ensayos de germinacion estan normalizados por la ISTA. En el caso de
la cebolla (4/lium cepa L.), las Normas son las siguientes: 1, el ensayo se puede realizar entre
papel de filtro, sobre papel de filtro o en arena; 2, las temperaturas pueden ser de 20 °C o 15
°C; 3, los conteos se realizan después de 6 y 12 dias; 4, si se sospecha una dormicion, se
puede realizar un tratamiento de pre-enfriamiento, segin indicado en las Normas de la ISTA
(1993).

1.2.2.6. INDICES DE GERMINACION

Para medir la calidad de germinacion se han desarrollado varios indices.
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El poder germinativo es el porcentaje de semillas aptas a germinar en las condiciones
mas favorables. Una semilla ha perdido su poder germinativo cuando es incapaz de germinar,
cualquiera que sean las condiciones de germinacion y los tratamientos realizados (COME,
1970)

La capacidad de germinacion es el porcentaje de semillas que son capaces de germinar
en condiciones bien definidas. Cuando se habla de poder germinativo, es importante precisar
claramente las condiciones de germinacion y los tratamientos previos de las semillas (COME,
1970).

COME (1970) define la velocidad de germinacién como: el tiempo que necesitan las
semillas para germinar. La velocidad de germinacion puede medirse de diferentes maneras:

e Por la tasa de germinacion de las semillas después de un periodo después de la
siembra.

e Por el tiempo necesario para alcanzar el 50 % (Tsg) 6 25 % (T,s) de la capacidad
germinativa.

e Por el coeficiente de velocidad de germinacion (VG) que se define por la
integracion de los tiempos de germinacion de cada semilla:

_ 2N
G‘Sﬁﬁﬁf“ [1]

donde N; representa el nimero de semillas germinadas el dia D; y D; el nimero de dias
transcurridos desde la siembra (el dia de la siembra se considera como dia 0)

Al tiempo medio de germinacion (T,) le corresponde la formula (DURAN and PEREZ
GARCIA, 1984):

Q:ZMUM 2]

S,

La velocidad de germinacion corresponde al inverso del tiempo medio de germinacion
multiplicado por 100. la velocidad de germinacién y la Tsg son los indices mas utilizados en la
préctica.

El tiempo de latencia es el tiempo necesario para que germinen las primeras semillas
después de la siembra.

El indice de Timpson (I,) se describe con esta formula (DURAN and PEREZ
GARCIA, 1984):

1, =) N.(T-J,) 3]

con

J, =D, -1
b 4]
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donde N; es el numero de semillas germinadas el dia Dj, y D; el numero de dias
transcurridos desde la siembra (el dia de la siembra se considera como dia 0) y T el nimero
del ultimo dia de conteo de germinacion (en el caso de la cebolla, Allium cepa L., T = 12).

El coeficiente de uniformidad (C,) est4 definido por la ecuacion (DURAN and PEREZ
GARCIA, 1984):

_ ZNi.(B—D[)Z

C
u 2 Nl

Donde N; es el nimero de semillas germinadas el dia Dj, y D; el namero de dias
transcurridos desde la siembra (el dia de la siembra se considera como dia 0) y D es el
numero de dias después de la siembra elegido para calcular la uniformidad de germinacion.

[5]

1.2.3. ANALISIS DE SEMILLAS

El andlisis de semillas es la base para definir la calidad de un Lote. Su metodologia es
funcion de la especie. Las Normas de analisis de semillas estan definidas por la ISTA en
Europa y por la AOSA en Estados unidos. Por lo general consta de un analisis de pureza
especifica o varietal, de la determinacion del contenido en humedad, de la determinacion del
peso medio de las semillas, de ensayos de germinacidn, de ensayos de vigor y de ensayos de
viabilidad, entre otros.

1.2.3.1. ANALISIS DE PUREZA

El andlisis de pureza consiste en un examen pormenorizado de todos los elementos
que componen la muestra que llega al laboratorio, analizando si pertenecen o no a la especie
objeto de estudio. Los mecanismos de limpieza de semillas no son perfectos, por lo que es
normal encontrar impurezas y semillas de otras especies en el Lote que pueden influir
negativamente en el valor de la semilla. Al someter la muestra a una prueba de pureza, el
analista detecta el nivel de contaminacion de la muestra y por extension del Lote (ISTA
1993).

El andlisis de pureza se lleva a cabo, sobre una muestra de trabajo extraida de la
muestra recibida en el laboratorio, o sobre dos submuestras cuyo peso minimo medio viene
definido para cada especie y suele ser la mitad de una muestra de trabajo. Si el analisis se
efectia sobre dos submuestras o se realizan varias repeticiones de esta prueba, hay que
comprobar que no existen diferencias significativas en los resultados.

El andlisis de pureza destaca tres fracciones: las semillas puras, otras semillas y la
materia inerte.

La fraccion de semillas puras es la porcion de la muestra de trabajo que representa la
especie botanica declarada sobre la que se estd realizando el andlisis. No se hacen diferencias
entre variedades en el Lote analizado. Se trata de la pureza especifica y no varietal.

Las normas de la ISTA (1993) definen las semillas puras para el género Allium. como:
Semillas con o sin tegumento. Fragmento de semilla cuyo tamafo sea superior a la

mitad de su tamafio inicial, con o sin tegumento.
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Se consideran elementos de la fraccion otras semillas aquellas pertenecientes a otras
especies distintas de la principal y que no estan incluidas como materia inerte.

La fraccion de materia inerte hace referencia a todo elemento que no es semilla:
semillas totalmente esclerotizadas, trozos de semillas de menos de 50 % del tamafio original
de una semilla, glumas vacias, etc.

1.2.3.2. HUMEDAD DE LAS SEMILLAS

El objetivo de este andlisis es determinar el contenido de humedad presente en una
semilla. Se expresa como porcentaje, en peso, de la muestra original. La realizacion de este
ensayo se lleva a cabo sometiendo a la muestra a una alta temperatura durante un cierto
tiempo. No importa que el embridn muera en el proceso ya que estas semillas no se utilizaran
en posteriores ensayos de germinacion, por lo que la temperatura puede superar el punto de
ebullicion del agua.

1.2.3.3. TEST DE GERMINACION

Los test de germinaciéon son los ensayos realizados para comprobar el poder
germinativo de las semillas. Se pretende ante todo conocer el valor potencial de éstas para la
siembra. En este caso, la germinacion queda definida como la capacidad de emergencia y
desarrollo de la semilla en una plantula normal, con sus estructuras esenciales, cuando se la
somete a determinadas condiciones favorables para su crecimiento.

Una vez conocido dicho potencial sera facil establecer comparaciones entre la calidad
de distintos Lotes para estimar su futuro valor en condiciones de campo.

1.2.4. ACONDICIONAMIENTO DE SEMILLAS.

El priming o acondicionamiento de semillas es una técnica muy empleada par mejorar
la calidad de las semillas (CORBINEAU and COME, 2006). El acondicionamiento hidrico se
usa para mejorar el rendimiento de las semillas mejorando la uniformidad de germinacion y
disminuyendo la sensibilidad de las semillas a los factores externos.

El priming estd basado en el desarrollo de la germinacién en tres etapas (Fig. 1.):
imbibicion (fase I), germinacion sensu stricto (fase II) y crecimiento (fase III). La absorcion
de agua sigue este modelo trifasico con: 1, una absorcioén de agua rapida al principio; 2, una
fase denominada germinacion sensu stricto y 3, se produce una segunda absorcion de agua en
la fase asociada al crecimiento de la radicula. La fase II es la fase mas importante, ligada a
cambios celulares y bioquimicos incluyendo la reparacion y sintesis de mitocondrias, la
sintesis de nuevas proteinas asociadas a la traduccion de nuevo RNA.

Por el acondicionamiento de semillas, se busca alcanzar esa segunda fase de la
germinacion sin llegar a la fase de germinacion sensu stricto.
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Segtin CORBINEAU and COME. (2006), el efecto estimulante del priming depende
de las condiciones de temperatura, humedad de las semillas, disponibilidad de oxigeno y
duracion del tratamiento. El potencial hidrico utilizado varia en general entre -0,5 y -2,0 MPa
dependiendo de la especie. El contenido en humedad de las semillas conseguido durante el
priming es en general de un 40 %, valor en general mas bajo que el contenido en humedad
que permite la elongacion de la radicula. La duracién 6ptima del tratamiento es de 5-7 dias.
Los rangos de temperatura y concentraciones de oxigeno efectivos durante el priming de
semillas son similares a los rangos de germinacion de semillas no tratadas. Por tanto, el
priming corresponderia a la fase de germinacion sensu stricto. Para ser eficiente, el priming
requiere mas de un cinco por ciento de oxigeno en el medio de acondicionamiento.

La germinacion de semillas tratadas por priming es mas rapida y uniforme que la de
las semillas no tratadas. El acondicionamiento permite una mejor germinacion dentro un
mayor rango de temperaturas y concentraciones de oxigeno (CORBINEAU and COME,
2006).

Otra ventaja del priming es la mejora de semillas de bajo vigor o de semillas
envejecidas de muchas especies. Esta mejora tiene efecto mientras que las semillas conserven
su viabilidad. Cuanto mas envejecidas estén las semillas, mas largo debe ser el tratamiento de
priming.

Para que tenga alglin interés practico el priming, sus efectos beneficiosos se deben
conservar por un desecado subsiguiente al tratamiento para volver a la tasa de humedad inicial
de las semillas. El efecto estimulante del priming generalmente se conserva después del
desecado, pero hay que cuidar la técnica de desecacion. Las semillas se deben secar a bajas
temperaturas y de manera lenta. Se ha obtenido resultados conflictivos en estudios de
conservacion de semillas tratadas por priming y su longevidad. Varios informes han mostrado
que es posible conservar semillas tratadas sin perder los efectos beneficiosos del priming
mientras que otros han demostrado que ese tipo de semillas se deterioran mas rapido durante
la conservacion que semillas no tratadas (CORBINEAU and COME, 2006).

SANCHEZ et al. (2001) recopilaron las diferentes utilidades del acondicionamiento de
las semillas y de los tratamientos mdas adaptados. Se puede usar: 1, cuando se quiere
revigorizar semillas para recuperar vigor e incrementar la longevidad durante el
almacenamiento; 2, para incrementar, acelerar y sincronizar la germinacion y el
establecimiento del cultivo; 3, para eliminar dormicion y 4, para robustecer las semillas para
incrementar la germinacion, el establecimiento y los rendimientos de las plantas bajo
condiciones de estrés ambiental.

Los métodos de acondicionamiento de semillas se agrupan en dos categorias
dependiendo de si el suministro de agua a las mismas est4 controlado o no. Las técnicas que
limitan la toma de agua por las semillas son aquellas que emplean soluciones osmoticas
(acondicionamiento osmotico), particulas sélidas (acondicionamiento matrico), o controlan la
hidratacion por la adicion de cantidades limitadas de agua o volimenes exactos de semillas
(SANCHEZ et al., 2001).
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La técnica de hidratacion parcial de las semillas por adicidon controlada de agua se basa
en la relacion que se establece entre volumenes exactos de agua y semillas. Esta tecnologia
permite un suministro controlado de agua a las semillas (en un tiempo unico o de forma
escalonada) suficiente para iniciar los procesos bioldgicos de germinacion pero no lograr le
germinacion sensu stricto. Este procedimiento se ha desarrollado para tratar semillas a gran
escala y se le denomina el método del tambor, drum priming o seed hydropriming

(SANCHEZ et al., 2001).

Los métodos que no controlan el suministro de agua a las semillas son aquellos en los
que el agua estd libremente disponible a las semillas. Por tanto, la toma de agua esta
gobernada por la afinidad entre los tejidos seminales y el agua. El método regula la
imbibicion en funcion del tiempo que se mantiene en contacto cualquier volumen de semilla
con suficiente cantidad de agua. Se trata del acondicionamiento hidrico o de la pre-hidratacion
de semillas.

También, en las técnicas de imbibicion parcial de agua como en el método del tambor,
es mas dificil conseguir una hidratacion homogénea de las semillas que con los tratamientos
osmaticos y matricos. En efecto, en un tratamiento osmotico, la hidratacion se para cuando se
alcanza el equilibrio osmético solucion: semilla y no por el tiempo de imbibicion de las
semillas. Para superar esta dificultad técnica, se puede someter las semillas a dos o mas ciclos
de hidratacion parcial-desecacion (SANCHEZ et al., 2001).

En términos generales, se plantea que si las semillas se desecan excesivamente,
después del tratamiento de acondicionamiento, o si se mantienen con una tasa alta de
humedad por un largo periodo de tiempo, los mecanismos de deterioro celular se impondran
sobre los mecanismos de reparacion y activacion que ocurrieron durante el tratamiento. La
sensibilidad al efecto nocivo de la deshidratacion se incrementa con el tiempo transcurrido
desde el inicio de la imbibicidn; es decir, con el nivel de hidratacién alcanzado y con el
desarrollo de los procesos fisiologicos irreversibles (SANCHEZ et al., 2001).
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Toma de agua

Fig.

Germinacion, ... . Postgerminacion
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§ Elogacidn de las células de la radfcula
L]
_ -E Divisién celular y sintesis de DNA
B
_ = Reparacidn de DNA
T -
- g Sintesis de protefnas usande el nsevo RNAmM
5 einas usando el RNAmM existente
g Reparacitn mitocondrial

Pérdida de solutos

Tiempo

1. Patrén trifasico de la hidratacion en semillas frescas con capacidad de germinacion y
principales cambios fisiologicos asociados al proceso de germinacion. Segun
BEWLEY (1997).
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1.2.4.1. PRE-GERMINACION

La pre-germinacion, también conocida como pre-hidratacion o pre-imbibicidn, es una
técnica muy comun en la mejora de Lotes de semillas. Es un método de hidratacion por el
cual se controla la toma de agua con el tiempo de contacto entre la semilla y el agua. Tiene la
ventaja de ser una técnica barata y de facil aplicacion. Su principal inconveniente es el control
de la toma de agua y sobre todo el nivel de homogeneidad de la hidratacion de las semillas.
También cuando se sumergen las semillas totalmente en agua, hay que cuidar la oxigenacion
de esas mismas y evitar problemas de anoxia que pueden afectar el vigor o la viabilidad de las
semillas. Para mejorar la homogeneidad de la hidratacion, la hidratacion se puede realizar
mediante varios ciclos de hidratacion-deshidratacién. De esta manera, la reparticion del agua
es mejor.

Los métodos que se emplean para esa técnica suelen ser la hidratacion de las semillas
entre papeles de filtro, someter las semillas a un caudal de agua o de vapor y sumergir
directamente las semillas en agua, entre otras cosas.

El humedecimiento de las semillas antes de que la siembra tenga lugar mejora el
porcentaje de germinacion, la velocidad y sincroniza la nascencia, minimizando el efecto del
suelo y de las condiciones meteorologicas cuando son adversas (BRADFORD, 1986).

CASEIRO (2003) realizo tratamientos de pre-hidratacion, en varios Lotes de cebolla
(Allium cepa L.). El método de tambor a las temperaturas de 15 y 20 °C disminuy¢ la tasa de
germinacion y la velocidad de germinacion en Lotes de semillas de baja calidad. Por tanto, la
velocidad de germinacion aument6 significativamente en Lotes de semillas de buena calidad
pero no se mejoro la tasa de germinacion. Los ensayos de pre-hidratacion de semillas entre
papel de filtro facilitan la oxigenacion de las semillas mientras se hidraten las semillas.
CASEIRO (2003) realizo varios ensayos de pre-hidratacion entre 2, 4 y 6 hojas de papel de
filtro durante 48 y 96 h. El niimero de hojas de papel de filtro no influyé en la tasa de
germinacion de los Lotes de semillas pero si influyo en la velocidad de germinacion hasta
duplicarla.

1.2.4.2. ACONDICIONAMIENTO OSMOTICO

La técnica del acondicionamiento osmotico tiene como fundamento activar el
metabolismo de la semilla por medio de disoluciones con sales o compuestos organicos de
alto peso molecular sin llegar a la germinacion. La hidratacion de las semillas ocurre en
condiciones controladas exponiéndolas para ello a una solucion acuosa de potencial osmotico
conocido. El proceso debe realizarse de tal forma que permita a las semillas absorber
suficiente volumen de agua para activar el metabolismo de germinacion, sin que lleguen a
producirse situaciones de anoxia, fermentaciones o se desencadenen procesos desfavorables
que puedan comprometer la primeras fases del proceso germinativo.

El acondicionamiento osmdtico permite la hidratacion de las semillas en funcion del
equilibrio de potenciales osmoticos que se establecen entre la semilla y la solucion. La técnica
mantiene un nivel de humedad que desencadena una serie de procesos biologicos y asociados
al proceso de germinacion pero no permiten la emergencia de la radicula.
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Segin SANCHEZ et al (2001), las principales sustancias que se utilizan en el
acondicionamiento osmatico son de tres tipos: 1, las soluciones de moléculas de alto peso
molecular como el polietilenglicol (PEG); 2, las soluciones salinas en las que se emplean el
KNOs y K3PO4, NaCl, NHsNO;, Ca(NOs), y KH,PO4 y 3, soluciones organicas compuestas
de azucares (sacarosa, manitol y glicerol).

Los tipos de polietilenglicol (PEG) con peso molecular comprendido entre 2000 y
8000 son las sustancias recomendadas como sustancias osmoticas ideales para acondicionar
semillas. Estas moléculas no penetran en las células, no presentan caracter toxico, mantienen
casi constante la osmolaridad de la solucién y cuando estan presentes en pequefias cantidades,
permiten una aeracion aceptable del medio (SANCHEZ et al., 2001). Ademas, las soluciones
de PEG se pueden combinar con otras sustancias favorables a la germinacion como
reguladores de crecimiento, antibidticos, fungicidas, etc. La adicion de reguladores de
crecimiento se usa principalmente para eliminar cualquier tipo de dormicién fisiologica. El
uso de antibidticos y antifungicos ayudan a reducir la proliferacion microbiana durante la
emergencia y el establecimiento del cultivo.

Segin BROCKLEHURST et al. (1987a), el PEG fue la sustancia que mejor resultados
ha dado en ensayos de acondicionamiento en varias especies de hortalizas mientras que el
KH,PO4 reducia la tasa de germinacidn y nascencia.

Las semillas de cebolla (Allium cepa L.) osmoacondicionadas no parecen padecer
perdidas de viabilidad importantes durante el almacenamiento después de su desecacion.
BROCKLEHURST et al. (1987b) llego a con almacenar sin perdida de viabilidad
significativa semillas de cebolla (A4llium cepa L.) acondicionadas con PEG. También
BROCKLEHURST et al. (1987a) describe que semillas de cebolla osmoacondicionadas
pueden estar desecadas y almacenadas durante mas de 18 meses sin pérdida significativa de
viabilidad.

Las soluciones salinas se usan generalmente mas bien para su efecto osmotico que por
su propiedades quimicas aunque esas ultimas pueden afectar la caracteristicas fisioldgicas y
bioquimicas de las células de las semillas.

SIVRITEPE and SIVRITIPE (2007) detectaron que el uso de cloruro sédico para
acondicionar semillas de cebolla (A/lium cepa L.) permite mejorar la tolerancia de las
plantulas al estrés salino.

Las soluciones a base de azucares permiten obtener resultados satisfactorios al
acondicionar semillas pero tienen la desventaja de que esas disoluciones se contaminan
rapidamente y esto puede afectar considerablemente los resultados del tratamiento
(SANCHEZ et al., 2001).

TRIGO et al. (1999) llegan a esas conclusiones al osmoacondicionar semillas de
cebolla (Allium cepa L.): 1, el tratamiento funciona mejor con KNO;3 que con PEG; 2, las
semillas acondicionadas resisten mejor a condiciones de germinacién suboptimales; 3, las
semillas acondicionadas conservan su calidad fisiologica durante seis meses de
almacenamiento y 4, se puede cambiar el proceso de envejecimiento natural de de semillas de
cebolla (4llium cepa L.) con acondicionamiento osmaotico.
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La oxigenacion de las semillas es un factor importante que puede limitar el éxito del
acondicionamiento osmotico. BUJALSKI et al. (1989) utilizaron aire enriquecido para el
acondicionamiento osmotico de semillas de cebolla (Al/lium cepa L.). Se incremento el
porcentaje de germinacion y la velocidad de germinacién frente a semillas no tratadas,
semillas tratadas con aire no enriquecido y semillas acondicionadas sobre papel de filtro.
Ademéds, la semillas acondicionadas con aire enriquecido fueron menos afectadas por el
proceso de desecacion subsiguiente al tratamiento, conservando el efecto ganado por el
tratamiento mas tiempo que semillas osmoacondicionadas con aire normal.

ELLIS and BUTCHER (1988) han llegado a reducir la temperatura base de
germinacion en varios Lotes de semillas de cebolla (Allium cepa L.) gracias al
acondicionamiento osmotico y por lo tanto, llegaron a mejorar la germinacién de esas
semillas a temperaturas suboptimas.

Segin BREWSTER (2001), la emergencia de la radicula de la cubierta seminal de la
semilla de cebolla (4llium cepa L.) es el estado més sensible a la humedad. La emergencia
solo ocurre si el potencial hidrico es mayor de -1,1 MPa. Si el suelo se encuentra mas seco, se
retrasa la emergencia hasta que la lluvia o el riego eleven el potencial hidrico por encima de
este nivel basal.

1.2.4.3. ACONDICIONAMIENTO MATRICO

En este tipo de acondicionamiento la hidratacién de las semillas se controla mediante
una matriz sélida que retiene una cantidad limitada de agua con una cierta energia, que se
manifiesta en el potencial hidrico matricial de dicho medio. Esa energia limita la absorcion de
agua por parte de las semillas de tal modo que, cuando el potencial hidrico del interior de la
semilla (basicamente osmético) y el del medio (fundamentalmente matricial) se igualan, la
hidratacion de la semilla se detiene (ROJO, 2005).

En un sistema controlado, los procedimientos que utiliza el acondicionamiento matrico
se usan para incrementar el contenido de humedad de las semillas. Las semillas, las particulas
solidas y el agua son los tres componentes basicos de esta técnica. Estos tratamientos se
conocen como acondicionamiento matrico de semillas, matrix priming o seed
matriconditioning. Las sustancias empleadas en el acondicionamiento matrico pueden ser
derivados de arcillas expandidas (Vermiculita-2 y Agro-Lig") sometidos a altas temperaturas
o proceden de tierras de diatomeas (Micro-Cel E®). Se trata de materiales ligeros (80-120
kg'm™), tamafio reducido de particulas (<100 pm), de gran superficie especifica (90-100
cm”g™") y con una gran superficie de absorcion de agua (SANCHEZ e al., 2001).

Algunas de las caracteristicas que el material de la matriz debe llevar son: 1, bajo
potencial matrico; 2, poca solubilidad en agua; 3, alta capacidad de absorcion de agua; 4, alta
superficie especifica y 5, no toxico para las semillas. De manera general, el material utilizado
debe ser lo mas inerte posible para influir solo en el potencial hidrico de la mezcla.

La duracion del acondicionamiento y la proporcidon en la que se deben emplear los
componentes de este sistema (semilla: solido: agua) son los dos factores a determinar
empiricamente para cada especie y Lote de semilla (SANCHEZ et al., 2001).
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En varias especies horticolas, con el acondicionamiento matrico se obtienen los
mejores resultados para incrementar la germinacién con relacion al acondicionamiento
osmotico, aunque los procesos fisiologicos que producen ambos en las semillas son muy
similares (SANCHEZ et al., 2001).

Si bien el principio en el que se basa el acondicionamiento matrico es similar al
acondicionamiento osmatico, esta practica presenta ciertas ventajas: 1, no produce toxicidad;
2, no produce efectos negativos como consecuencia de una inadecuada concentracion de
sales; 3, no produce lixiviacion o perdida de iones; 4, no requiere de un sistema de aireacion
permanente; 4, permite realizar tratamientos previos de desinfeccion, incorporar aditivos o
agentes biologicos y 5, puede llevarse a cabo en recipientes de volumen pequefio y se puede
realizar sin grandes costes adicionales (DURAN and RETAMAL, 1997).

Se ha demostrado que la efectividad del acondicionamiento matrico sobre el osmdtico
se debe fundamentalmente al mayor aporte de oxigeno y de calcio que hace el soporte del
acondicionamiento matrico a las semillas durante el intercambio que se establece en el
sistema semilla-sustrato. El oxigeno y el calcio son esenciales en la division celular y en la
activacion de diferentes funciones en las membranas y de proteinas (SANCHEZ et al., 2001).

Segin SZAFIROWSKA et al. (2002), el acondicionamiento matrico permite mejorar
la germinacion y el vigor en semillas envejecidas. El efecto tratamiento siempre tiene mejor
efecto en semillas mas deterioradas y envejecidas.

El tratamiento maés efectivo en la cebolla (Allium cepa L.), utilizando Micro-Cel®
como matriz, es la proporcion 2:1:3 en peso durante 5 dias a 15 °C. Esta proporcidon permite
aumentar la germinacion, la emergencia en campo, el peso fresco y seco de las plantulas y
reducir la perdida de electrolitos (KEPCZYNSKA et al., 2003)

1.2.5. TRATAMIENTOS QUIMICOS

Es muy comin usar productos quimicos para mejorar la calidad de siembra de
semillas. Se afaden sustancias quimicas en semillas pildoradas y recubiertas. Esas sustancias
suelen ser hormonas vegetales o sustancias microbianas que promueven la germinacion,
fungicidas y plaguicidas entre otras cosas.

1.2.5.1. TRATAMIENTOS HORMONALES

Los tratamientos hormonales son comunmente utilizados para quitar la dormicién en
semillas. Su uso depende de la especie. En general permiten obtener una germinacion mas
homogénea.

1.2.5.2. DESINFECCION QUIMICA DE SEMILLAS

En las semillas estdn presentes tres grandes grupos de agentes patdgenos: hongos,
bacterias y virus. Estos parasitos pueden alterar la germinacion de la semilla, pueden llegar a
inhibir total o parcialmente el desarrollo de la plantula o bien pueden multiplicarse
activamente a expensas de los 6rganos desarrollados de la planta provocando alteraciones de
naturaleza muy diversa.
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La presencia de hongos en un Lote de semillas puede tener varios origenes (DURAN
and PEREZ-GARCIA, 1984):

e Las impurezas presentes en el Lote, como particulas de tierra, fragmentos de hojas,
capsulas, esclerocios, ...

e Las semillas de otras especies pueden ser portadoras de un parésito polifago que,
en un futuro, puede volverse patdgeno para el cultivo.

e Esporas libres adheridas a la superficie de la semilla

e Formaciones presentes en las cubiertas o en el interior de la semilla, que pueden ser
micelio latente y fructificaciones, entre otras.

El manejo de las enfermedades en el género Allium se realiza gracias a los demas
principios de la fitopatologia. De forma general, las variedades comerciales de este género son
muy sensibles a las enfermedades. La rotacion de los cultivos, la fumigacion del suelo y el
uso de fungicidas en los tratamientos de semilla, los tratamientos en la linea de cultivo, bafios
desinfectantes del transplante y spray son técnicas de uso muy habitual en la practica,
especialmente en la cebolla (Al/lium cepa L.).

Botrytis ssp. y Pythium ssp. se controlan mediante tratamientos de las semilla con
fungicazas. Tratar los surcos de siembra con fungicidas permiten controlar Fusarium ssp. y
Pythium ssp.

En la cebolla (4llium cepa L.), el estado de plantula es especialmente sensible a las
siguientes enfermedades (MESSAIEN et al., 1993):

e Pythium ssp. o otros hongos poco especificos y Botrytis allii, que provocan la
muerte de las plantulas.

e Carbon, provocado por Urocystis cepulae, cuya penetracion en la plantula es
posible hasta el estado dos hojas.

La multiplicacion vegetativa permite evitar esas enfermedades pero favorece la
contaminacion de los bulbos por hongos y nematodos.

1.2.6. SEPARACION DE SEMILLAS

Las semillas se pueden analizar o separar en funcion de sus caracteristicas externas.
Las semillas de un Lote se caracterizan y diferencian por atributos morfoldgicos y fisicos. Los
atributos morfologicos que posee una semilla influyen en la calificacién de la misma. Por ello
se considera que un analisis exhaustivo de las caracteristicas externas puede ser importante
para la determinacion de la calidad de un Lote de semillas.

El estudio de los caracteres morfoldgicos esta lleno de controversias; porque no todos
los autores valoran del mismo modo la importancia de la morfologia de la semilla. En algunas
especies la influencia es clara, lo que nos hace pensar que el efecto de las caracteristicas
externas de las semillas sobre su calidad vendra dado en funcion de la especie e incluso de la
variedad (BASU, 1995).
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Las caracteristicas morfoldgicas mas usadas en la tecnologia de las semillas son el
tamafio, el didmetro, el color, el peso y la densidad.

El efecto del tamafio sobre la germinacion, vigor y rendimiento ha sido ampliamente
investigado. Se dice en general que las semillas grandes tienen mejor calidad de germinacion
y vigor que las semillas pequefas. Por ejemplo, COME (1970) describe el tamafio de la
semilla tal como uno de los factores que influyen en la germinacion. Ademads, la separacion
de semillas por tamafio es de facil aplicacion industrial.

TORRES et al. (1990) estudiaron el efecto del tamaiio de la semilla de girasol
(Helianthus annuus L.) sobre la germinacion y el vigor. Concluyeron que las semillas mas
grandes germinan mejor y pierden menos electrolitos al ser hidratada. En la fraccion de
semillas pequefias se encontraron mas semillas partidas con una germinacién y un vigor
altamente reducidos.

GABRIEL et al. (1997) realiz6 una separacion gravimétrica en semillas de cebolla
(Allium cepa L.) en varios Lotes de semillas. Lleg6 a correlacionar el tamafio de las semillas
con la productividad y la calidad del cultivo. El tamafo de las semillas tenia un mayor efecto
que el peso; cuando analizaba las tasas de germinacion encontro interacciones entre el tamafio
y el peso de las semillas. El poder germinativo aumentd linealmente con el didmetro de la
semilla. La tasa de emergencia aument6 de forma curvilinea cuando el didmetro era mayor.
Otras variables del cultivo como la altura de la planta, el rendimiento comercial de bulbos
aumentaron de forma curvilinea con el didmetro de la semilla. Del mismo modo el periodo
desde la emergencia hasta la cosecha era menor cuando aumentaba el didmetro de la semilla.

1.2.7.ENSAYO TOPOGRAFICO DE TETRAZOLIO

El ensayo topografico del tetrazolio (TZ) es un andlisis quimico basado en las
reacciones de oxidacion-reduccion que realizan las células vivas del embrién u otros tejidos
de las semillas. Dichas células poseen unas enzimas, denominadas hidrogenasas, que estan
implicadas en la respiracion celular y son capaces de reaccionar con la solucion de tetrazolio
(ISTA, 2004). Es un método relativamente rapido, ya que en 24 h se obtienen resultados sobre
la viabilidad de las semillas, pudiendo tener un avance de tales resultados en mucho menor
tiempo (4 h) si las semillas se incuban a mayor temperatura (ISTA, 1993).

El ensayo al tetrazolio sirve para medir la viabilidad de semillas, pero también se
puede extender al andlisis de vigor (ISTA, 1993).

El objetivo principal de esta prueba es determinar la viabilidad de una muestra y por
extension de un Lote de semillas. Asimismo ofrece una referencia sobre el poder germinativo
de una muestra de semillas (ISTA, 1993).

Este ensayo es util para determinar, tras haber realizado la prueba de germinacion, la
causa que explica el por qué una muestra presenta un alto porcentaje de semillas que no han
germinado. De este modo se puede conocer si las semillas presentan dormicion, estan
inhibidas o por el contrario estan dafiadas y no germinaran nunca. El test del TZ también sirve
para diagnosticar la causa del deterioro de las semillas ya sea por un secado inadecuado,
plagas o lesiones mecéanicas. Un inconveniente de este analisis es que no detecta la presencia
de hongos. Ademads, la determinacion e interpretacion de los resultados puede resultar
subjetivas en algunos casos.
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Para llevar a cabo la prueba de viabilidad, las semillas se tratan con una solucién de
cloruro o bromuro de 2,3,5-trifeniltetrazolio, de modo que penetre en las células y reaccione
con las enzimas hidrogenasas implicadas en la respiracion celular que se encuentran en los
tejidos vivos. Como consecuencia de la reaccion (Fig. 2.), el tetrazolio se transforma en un
compuesto de color rojo, el formazan, insoluble en agua, estable y no difusible, de modo que
aquellas zonas donde ha habido reaccion permaneceran tefiidas de color rojo.

N—™ N

Cr

@]
PSS

R C/_NHQ
5

L + HCl

2,3,5- trifeniltetrazolio de cloruro Trifenilformazan (rojo)

(sin color)

Fig. 2. Esquema del proceso de oxidacion del tetrazolio (ISTA, 2003).

Transcurrido un tiempo, variable en funcién de la especie, las células vivas del
embrion quedan coloreadas de rojo mientras que las células muertas permanecen incoloras.
Aquellas células que quedan débilmente coloreadas (tonalidad rosada), son células que estan
debilitadas o enfermas.

La concentracion de la disolucion puede variar entre 0,1 y 1,0 por ciento, siempre y
cuando el pH que se obtenga esté comprendido entre 6,5y 7,5.

El ensayo de vigor al tetrazolio tiene varias ventajas (ISTA, 2003):
e Esaplicable a todo tipo de semillas.
e No depende de factores externos.

e Permite examinar caracteristicas del vigor de las semillas tales como la integridad
fisica de la semilla, la actividad de enzimas claves y la integridad de las

membranas.

La ISTA (1993) aconseja realizar ocho repeticiones de cincuenta semillas, tomadas al
azar y procedentes de la fraccion de semilla pura. La prueba del TZ se puede realizar sobre
semillas que tras ser sometidas al test de germinacion no se han desarrollado.
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Existen muchas opiniones acerca de los métodos para la preparacion de las semillas
para su tincion, la tincion en si misma, asi como consideraciones acerca de la evaluacion de la

viabilidad.

Para alcanzar resultados fiables, el ensayo de tetrazolio requiere varias etapas que son
imprescindibles para todos los ensayos de viabilidad independientemente del material
disponible y de la especie analizada. Esas etapas son:

1.

Preacondicionamiento. Se busca promover una tincidén fiable y calidad en la
evaluacion mediante una prehumidificacion. Se requiere normalmente para
reblandecer las cubiertas seminales y otras estructuras. Hace mds coémodos y
precisos la perforacion, los cortes y la eliminacion de las estructuras innecesarias,
permitiendo de esta forma la adecuada penetracion de la disolucion de TZ.

La humidificacion de los tejidos vivos promueve la actividad de los sistemas
enzimaticos, el incremento de la actividad del embrién y la mejora de la tincion y de la
calidad de la evaluacion. Sin embargo, en el caso de semillas débiles, es necesario reducir el
tiempo de humidificacion para reducir el excesivo deterioro de los tejidos.

2.

Preparacion para la tincion. Ademas de la humidificacion, en general las
semillas requieren una preparacion adicional antes de la tincion. El principal objeto
de la preparacion de las semillas es: 1, asegurar la oportuna y adecuada
penetracion de la disolucion de tincion en todos los tejidos vitales de cada semilla;
2, acelerar la tincion y 3, facilitar la realizacion y aumentar la velocidad y la
precision de la evaluacion.

Tincion. Posibilita el reconocimiento de la presencia y situacion precisa de tejidos
normales, débiles pero vivos, criticamente débiles y muertos. La tincion se realiza
en los embriones y los tejidos nutritivos vivos en caso de existir.

Preparacion para la evaluaciéon. Los requisitos necesarios de preparacion para la
evaluacion de semillas, embriones y tejidos nutritivos deben tenerse en cuenta en
todas las etapas anteriores. La forma de realizar un corte o incision inicial en la
cubierta seminal puede modificarse facilmente y sin mucho esfuerzo ni tiempo, de
manera que se reduzca tanto la preparacion como el tiempo necesario para la
evaluacion.

Los tipos de preparacion adecuados para la evaluacion posterior a la tincion de la
semilla dependen de las técnicas de preparacion previas a la misma. Los métodos que se
utilizan normalmente para exponer los tejidos y estructuras esenciales en la evaluacion son
multiples y dependen de la morfologia y anatomia de las semillas. Para ello, puede utilizarse
cualquier método que sea adecuado para exponer las estructuras esenciales con el minimo
esfuerzo y tiempo, sin disminuir la precision de la evaluacion.

5.

Evaluacién. La precision de la evaluaciéon depende en gran parte de las
precauciones que se tomen durante las primeras fases del ensayo. Hay que intentar
evitar posibles dafios que no se distingan de las condiciones iniciales de las
semillas. La capacidad del analista en la observacion de los detalles y en el analisis
cuidadoso de la gravedad de las alteraciones del tejido es, asimismo, un factor muy
importante para lograr una evaluacion fiable.
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El objeto de la evaluacion puede dividirse en tres partes: 1, el objetivo principal es
identificar y enumerar las semillas que poseen potencial para producir plantulas aceptables en
los ensayos de germinacion; 2, se puede efectuar simultdneamente la separacion de las
semillas viables con el fin de detallar al maximo el vigor del Lote de semillas; 3, se intenta
realizar el diagnodstico de las causas de deterioro de las semillas. Los dos ultimos puntos se
pueden realizar mediante la construccion de una escala de viabilidad por el andlisis de
germinacion de Lotes de semillas de viabilidad variable.
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1.3. OBJETIVOS

Se plantea mejorar y analizar la calidad germinativa de semillas de una variedad local
de cebolla (Allium cepa L.). En algunos Lotes de semillas de cebolla (Allium cepa L.),
aparecen problemas importantes de germinacion y de vigor. Aunque la Normativa europea
exige un porcentaje de germinacion tan solo superior al 70 % en los Lotes comerciales de
semillas, es muy comun que los Lotes no alcancen este valor. Ademads, la conservacion y
multiplicacion de las variedades locales de cebolla s6lo se puede realizar por medio de
semillas.

Los Lotes de semillas analizados presentan un bajo poder germinativo y baja calidad
sanitaria. Se va intentar mejorar su calidad germinativa y su vigor, mediante procesos de
mejora de semillas como: 1, el priming de semillas (prehydration, osmoconditioning, seed
matrix conditioning), 2, tratamientos quimicos (hormonas e hipoclorito de sodio, entre otros)
y 3, tratamientos fisicos (separacion de semillas por peso o densimetria entre otros).

A modo de resumen, podemos decir que el objetivo principal de este Trabajo Fin de
Carrera es analizar la calidad de semillas de cebolla (4A/lium cepa L.) y definir el tratamiento o
la mejor combinacidon de tratamientos para mejorar la calidad de aquellos Lotes que la
presenten disminuida, a juzgar por su reducido poder germinativo. Se buscan indices que
permitan la deteccion y diferenciacion de semillas de calidad.
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2. MATERIAL Y METODOS

Los ensayos se realizaron entre el uno de noviembre de 2006 y el 31 de junio de 2007
en el laboratorio “Centro Acreditado de Tecnologias En Semillas” (CATES) del
Departamento de Produccion Vegetal: fitotecnia de la Universidad Politécnica de Madrid
(UPM).

2.1. MATERIAL VEGETAL

La empresa Viveros PLANTHOR S.A. facilitdé dos Lotes de semillas de cebolla
(Allium cepa L.) de mala calidad necesarios para llevar a cabo este trabajo. Los Lotes fueron
recepcionados en Madrid el 28 de octubre de 2006. Cada Lote de semilla corresponde a una
variedad local de cebolla (4//lium cepa L.), procedentes de Galicia.

Tras la limpieza de las semillas, del andlisis de pureza especifica y de la divisién de
los Lotes, cada sublote ha sido conservado a 7 °C en oscuridad en botes de polietileno
herméticos.

2.1.1. ANALISIS DE LOS LOTES DE SEMILLAS

Antes de cualquier ensayo de mejora de semillas, se realizd un andlisis de ambos
Lotes. El objetivo era determinar la calidad global y sobre todo la calidad germinativa de las
semillas.

2.1.1.1. ANALISIS DE PUREZA

A la recepcion de los Lotes se realizdo un analisis de pureza de las semillas. Cada
muestra de trabajo tenia un peso mayor a 15 g.

La separacion de la semillas de cebolla (4Allium cepa L.) de las semillas de otras
especies y de la materia inerte se realizd6 manualmente, mediante tamices de malla entre 1,40
y 2,80 mm.

El test de pureza se realizd mediante un reconocimiento visual. De cada Lote de
semillas de cebolla (Al/lium cepa L.) se tomo6 el peso correspondiente a cien semillas
utilizando una balanza analitica (SARTORIUS, mod. A 200S) y, sobre una mesa de trabajo
con la ayuda de pinzas y lupa binocular, se desglos6 la muestra en tres fracciones: 1, Semilla
pura; 2, materia inerte y 3, otras semillas. Para cada fraccion, una vez pesada se calcularon los
resultados y se expresaron en forma de porcentaje, de acuerdo con las Normas de la ISTA
(ISTA, 1993). La Directiva 2002/55/CE exige para las semillas comerciales de cebolla
(Allium cepa L.) que el contenido maximo en granos de otras especies de plantas sea inferior
de 0,5 % del peso (ANONIMO, 2006).

2.1.1.2. PESO DE LAS SEMILLAS

Utilizando una balanza analitica de precision, para cada Lote de semillas de cebolla
(Allium cepa L.) se determiné el peso en gramos de (= 0,01 g) de ocho repeticiones de cien
semillas de cada uno de los Lotes que componen la muestra. El peso medio de cien semillas
corresponde a la media de las ocho repeticiones.
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2.1.1.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Tres meses después de la recepcion de los Lotes, se detectd una disminucion notable
de las tasas de germinacion de ambas variedades aunque almacenadas a una temperatura
relativamente baja (7 °C). La disminucion de poder germinativo podia resultar de una alta
humedad de las semillas. Se analiz6 el contenido de humedad de las semillas con el fin de
comprobar esa hipotesis apoyandose en la ecuacion de viabilidad de ELLIS & ROBERTS
(1981).

El método empleado sigue el procedimiento aconsejado en las Normas de la ISTA
(1993).

En el caso de la cebolla (4A/lium cepa L.), se utiliza la técnica de temperatura baja
constante. Este método consiste en secar las semillas en una estufa de secado a 103 °C durante
17 £ 1 h. Pasado este tiempo, se extraen de la estufa, se coloca la tapa y se deja enfriar durante
30 6 45 minutos antes de ser pesada de nuevo. La pesada se realiza con la tapa puesta. Por su
tamafio, las semillas de cebolla (4//lium cepa L.) no necesitan ninguna preparacion previa al
secado ni presecado, ni molienda o troceado.

Para realizar este ensayo se han tomado, de forma independiente, dos muestras de
trabajo mayores a 10 g a partir de la muestra de laboratorio. Las pesadas se realizaron con una
precision de + 0,001 g. Los envases se pusieron a secar 1 h a 130 °C y posteriormente se
dejaron a enfriar en un desecador.

Se tomo el peso de los envases con y sin las semillas antes de la desecacion y el peso
de los envases con las semillas después de la desecacion.

Las semillas se secaron durante 17 h a 103 £ 2 °C y se enfriaron en un desecador antes
de pesar.

2.1.1.4. CALIDAD GERMINATIVA INICIAL DE LOS LOTES.

Se pusieron a germinar cuatro repeticiones de 100 semillas por Lote sobre papel de
filtro. A los seis y doce dias se contaron las semillas y se determind el porcentaje de
germinacion. Se hidraté el papel de filtro con 40 ml de agua desionizada. Las semillas fueron
puestas a germinar a 20° C en oscuridad durante doce dias. Les semillas germinadas entre el
conteo al sexto y doceavo dia se consideran como semillas latentes.

2.1.2.MUESTREO

A la recepcion de los Lotes anteriormente citados, se limpiaron las semillas. Para ello,
se utilizaron tamices de malla de 1,40 y 2,80 mm.

Después de la limpieza, los Lotes han sido divididos en 4 sublotes mediante un divisor
de muestra porcentual (SEED PROCESSING HOLLAND NV: SERIE 21537). Este divisor
permite partir las muestras en 4 fracciones homogéneas en las proporciones siguientes: 10, 20,
30 y 40 %.

La fraccion de 10 % se parti6 en dos muestras de igual tamafio mediante un divisor.
Esas dos muestras son las dos muestras de trabajo utilizadas en los restantes ensayos.
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2.1.3.ENSAYOS DE GERMINACION

Todos los ensayos de germinacion fueron realizados en las mismas condiciones. Las
semillas se colocan sobre papel de filtro humedecido con cuadriculas numeradas en cajas de
metacrilato transparente. Se pusieron a germinar 100 semillas por caja. Se afiadié 40 ml de
agua desionizada. Las cajas de germinacion se colocaron en germinadores termostatizados
SELECTA (mod. Hotcold-GL) programados a 20 °C + 1 °C, en oscuridad.

A los dos dias se controlaba el nivel de humedad del papel de filtro y se rehumedecia
ligeramente el papel filtro cuando resultaba ser necesario.

El seguimiento fue diario y durante doce dias. A medida que iban germinando las
semillas, se anotaban y quitaban del ensayo.

Se considera que una semilla habia germinado cuando la radicula alcanzaba una
longitud mayor de 5 mm.

2.2. ACONDICIONAMIENTO DE SEMILLAS

Los sistemas de acondicionamiento se apoyan en el nivel de hidratacion de las
semillas. Se intenta alcanzar un nivel de hidratacion suficiente elevado en la semilla durante
un periodo que permita iniciar los procesos de reparacion celular antes de que se produzca la
germinacion. Para ello, existe multitud de sistemas y procesos con mas o menos €éxito en
funcion de la especie o del Lote de semillas. Los métodos que se usan en los subsiguientes
experimentos ya fueron analizados por varios autores (TARQUIS, 1990; GIMENEZ-
SAMPAIO, 1992; BANDEIRA, 1995).

2.2.1. ACONDICIONAMIENTO HIDRICO

Se ha practicado un sistema de imbibicion parcial sometiendo las semillas a un caudal
de agua de baja intensidad (< 3 L-min™). La Fig. 3. muestra el sistema de imbibicion utilizado
en los ensayos. La circulacion de agua se realizd en circuito cerrado, renovando el agua
después de 0,5, 1, 2 y 4 h con el fin de evitar posibles infecciones durante la hidratacion y
permitir la reoxigenacion del agua. El ensayo se ha realizado a temperatura ambiente.

Las semillas fueron introducidas en un bote de polietileno perforado por el fondo y
conectado a una bomba de agua por el tapon. Este método no permite el control del grado de
imbibicion de las semillas. El nivel de hidratacion solo puede ser controlado mediante el
ajuste del tiempo de imbibicion. Para ello, se pusieron a germinar las semillas directamente
después del tratamiento de pre-hidratacion sin desecacion previa. Los periodos de imbibicion
son de 30 min., 1, 2, 4, 8, 12 y finalmente 24 h. El ensayo de germinacion fue realizado segin
las Normas de la ISTA (1993), a 20° C sobre papel de filtro, en oscuridad en cajas de
metacrilato transparente. Por cada periodo de hidratacion se realizd una Unica repeticion de
cien semillas.
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Fig. 3. Sistema de acondicionamiento hidrico en circuito cerrado: 1, recipiente perforado en
el cual se introducen las semillas con un caudal circulante de agua; 2, bomba de
circulacion y 3, sistema de regulacion de la circulacion de agua.
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2.2.2. ACONDICIONAMIENTO OSMOTICO

El osmoacondicionamiento constituye una de las técnicas de pre-tratamiento mas
frecuentemente utilizada de semillas dirigido a estimular los procesos metabolicos de
germinacion. Consiste en realizar una hidratacion de las semillas en condiciones controladas,
exponiéndolas para ello a una solucidon acuosa con un potencial osmotico conocido, tal que
impida su germinacion durante el tratamiento.

Este ensayo se desarrolld6 con el siguiente objetivo: comparar el efecto del
osmoacondicionamiento a base de nitrato potasico (KNOs), politetilenglicol (PEG-6000) y
agua desionizada durante tres periodos, en semillas de cebolla (4l/ium cepa L.) del Lote 1
frente a semillas del mismo Lote no tratadas, comparando el porcentaje de germinacion
acumulado y los indices de germinacién: velocidad de germinacion, coeficiente de
uniformidad, T»s y Tso e indice de Timpson.

Las semillas que fueron sometidas al acondicionamiento osmdtico son las semillas
correspondiendo a las fraccion de semillas mas pesadas del Lote 1 (Pjoo = 0,47 + 0,01 g)
representando el 30 % en peso del Lote 1. Se usaron esas semillas por su mayor viabilidad en
comparacion con el Lote 1 entero.

Para el desarrollo del ensayo se utiliz6 la técnica a partir de un sistema de pre-
acondicionamiento osmético en laboratorio, compuesto por varios recipientes porta-semillas,
una bomba de presion y tuberias para circulacion y distribucion del aire, tal como se indica en
la Fig. 4.

Se realizaron tres disoluciones de 150, 250 y 350 g-kg™' de PEG-6000 correspondiendo
respectivamente, seguin MICHEL y KAUFMANN (1973), a potenciales osmoticos de -3,0,
-7,5y -13,9 MPa, a la temperatura de 24 °C y dos disoluciones de KNO; de 0,1 y 0,3 M.

En cada tratamiento de acondicionamiento osmotico, se usaron 200 ml de disolucion
en las que se afiadio 8 g de la fraccion de semillas pesadas del Lote 1 durante tres periodos de
24, 48 y 96 h, en la oscuridad, a temperatura ambiente (24 = 2 °C).

El dispositivo esta organizado de tal forma (Fig. 4.): se hizo un enlace con un tubo de
silicona de 4 mm de didmetro interno desde una bomba de aire hasta un sistema de
conexiones multiples de seis salidas distribuidores de aire acoladas a otros tubos de silicona
haciendo la conexion con los recipientes porta-semillas. Para facilitar la distribucion del aire
con el consecuente movimiento de las semillas, el recipiente porta-semillas es de fondo
concavo y el aire se dirige hacia el centro de la solucién mediante micropipetas Pasteur de
230 mm. El flujo estd controlado por un temporizador. Se airean las disoluciones a razén de
media hora por hora.

Concluido el proceso del acondicionamiento osmotico se procedid al secado de las
semillas para devolverlas al contenido de humedad recomendado del 5 %. El secado de las
semillas se realiz6 mediante una estufa con circulacion de aire forzado a 30 °C durante 48 h.

Después del desecado, se realizaron ensayos de germinacion con cuatro repeticiones
de cincuenta semillas con conteos diarios segun se ha sido previamente descrito en el Capitulo
2.1.3.
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Fig. 4. Sistema de acondicionamiento osmotico: 1, bomba de aire; 2, sistema de conexiones
multiples; 3, temporizador, 4, recipientes concavos de acondicionamiento osmotico y
5, micropipeta pastor por donde llega el aire en el medio de acondicionamiento.
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2.2.3. ACONDICIONAMIENTO MATRICO

Utilizando el principio del acondicionamiento matrico, se busco la mejor combinacion
semilla: matriz: agua. La matriz utilizada ha sido Algalita®, un material finamente pulverizado
procedente de la industria de extraccion del agar.

Se buscod la proporcion en volumen de la matriz para que esa misma recubra
totalmente las semillas tratadas y luego se les anadié agua desionizada por pequenas
cantidades, hasta el limite de una consistencia pastosa de la matriz.

Las semillas que fueron sometidas al acondicionamiento matrico son las semillas
correspondiendo a diferentes fracciones del Lote 1 separado por corriente de aire: 1, una
fraccion de semillas ligeras (P00 = 0,31 £ 0,04 g) y 2, a la fracciones de semillas pesadas (P19
= 0,47 £ 0,01 g). La fraccion mas pesada representa el 30 % del Lote 1. Se usaron esas
semillas por su mayor viabilidad frente al Lote 1 entero. La fraccion de semillas pesadas
contiene la mayor parte de las semillas viables y maduras del Lote 1.

La proporcion de agua utilizada en el sistema se modificd con objeto de observar el
comportamiento de las semillas y de la matriz frente a cantidades variables de liquido. Las
proporciones en volumen semilla: matriz: agua mas aptas al acondicionamiento, es decir en
las que la matriz recubra bien las semillas y no llegue a formar una pasta al hidratarla fueron
de 1:10:1, 1:10:1,5 y 1:10:2.

Cada combinacion ha sido colocada en recipientes herméticos de plastico de volumen
bastante mayor al volumen ocupado por la matriz con el fin de permitir la oxigenacion de las
semillas. Los recipientes fueron colocados en un bombo durante 24 h para conseguir una
buena homogeneidad de las mezclas. Después, se conservaron a temperatura ambiente (24 + 2
°C) en oscuridad.

De cada mezcla se tomaron muestras de semillas después de 2, 6 y 18 dias y se
pusieron a germinar por cada muestra cuatro repeticiones de cincuenta semillas segiin se
describe en el Capitulo 2.1.3. Se tomaron las tasas de germinacién a los 6 y 12 dias después
de haber iniciado la incubacion.

2.3. TRATAMIENTO HORMONAL

Las semillas del Lote 1 fueron tratadas con diferentes concentraciones de GAj;
(BERELEX®). Se realizo el tratamiento por imbibicion del papel de filtro del ensayo de
germinacion con las disoluciones de GAs;.

Las hojas de papel de filtro son hojas cuadriculadas con 100 casillas en las que se
colocan las semillas. Cada hoja de papel de filtro se coloca dentro de una caja de metacrilato
transparente con tapa hermética adaptada al tamafio de la hoja de papel de filtro.

Se realizaron disoluciones de 5, 10 25, 50 y 100 mg-L" de GA;. Se realizaron dos
repeticiones de 100 semillas por concentracion. Cada hoja de papel de filtro fue imbibida con
40 ml de la disolucion correspondiente.

La germinacion se realizo a 20 °C en la oscuridad tal como se describe en el Capitulo
2.1.3. Se realizaron conteos diarios de germinacion.
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2.4. DESINFECCION QUIMICA

Para la desinfeccion quimica, se utilizé el hipoclorito de sodio a la concentracion de
4 %. La técnica de desinfeccion se combino con un tratamiento de pre-imbibicion. El sistema
de pre-imbibicion est4 descrito en el Capitulo 2.1.3. Las semillas fueron prehidratas durante
un periodo de 4 h.

Después de la prehidratacion, las semillas fueron sumergidas en una solucion de
hipoclorito sodico durante 4 min. para realizar la desinfeccion. Después de eso, se limpiaron
las semillas con agua durante un minuto y se sembraron sobre papel de filtro en cajas de
metacrilato. Las condiciones del ensayo de germinacion estan descritas en el Capitulo 2.1.3.

Para cada ensayo, se trataron y sembraron dos repeticiones de cien semillas.

2.5. SEPARACION DE SEMILLAS

La separacion densimétrica de las semillas se realizé utilizando un separador por
corriente de aire (Fig. 5). El separador estd compuesto por una columna de vidrio vertical en
la cual se pueden recoger 4 muestras a diferentes alturas a las que corresponden fracciones de
diferentes densidades. Por debajo de la columna se coloca un soplador de aire eléctrico cuyo
caudal se puede regular.

La velocidad del caudal de aire se puede regular segiin una escala arbitraria que varia
entre 0 y 100, siendo 100 la menor velocidad y 0 la mayor.

Con el fin de obtener fracciones de semillas de tamafo y peso diferentes, se realizaron
tres separaciones con corrientes de aire de 75, 80 y 85 en la escala arbitraria con la misma
muestra de semillas de 31 g de semillas del Lote 1. De cada fraccion obtenida se determind el
peso medio de cien semillas con una precision de 0,0001 g a partir de cuatro repeticiones de
cien semillas en casos que la cantidad de semillas era suficiente. También se midio el peso
total de cada fraccion.

Al final, se eligio la separacion que permitio la reparticidon mas equilibrada de semillas
para realizar ensayos de germinacion. La separacion mas efectiva fue la de la corriente de aire
de una intensidad de 85 en la escala arbitraria. De cada fraccion de esa separacion, se pusieron
a germinar cuatro repeticiones de cien semillas segin se describe en Capitulo 2.1.3. Se
realizaron conteos diarios de germinacion.

También se realizd un ensayo de germinacion tratando cada fraccion de semillas GAj;.
Se us6 el mismo método de tratamiento hormonal que en el Capitulo 2.1.3. La concentracion
de la disolucion de GA; era de 10 mg-L™, concentracion con la cual mejores resultados se han
obtenido con el primer ensayo con GAj.

Las semillas fueron sembradas sobre papel de filtro imbibido con 40 ml de la
disolucion de GAj; en caja de metacrilato transparente. Para cada fraccion, se realizaron cuatro
repeticiones de cien semillas. Las condiciones de germinacion siguen las pautas seglin se
describe en el Capitulo 2.1.3. Los conteos de germinacion eran diarios.
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Fig. 5. Separador de semillas por corriente de aire: 1, columna de vidrio; 2, colector de
muestras y 3, generador de la corriente de aire.

-35-



2.6. ENSAYO TOPOGRAFICO AL TETRAZOLIO

El ensayo topografico puede ser de una gran ayuda en el analisis y en la mejora de
semillas. En efecto, La mejora de semillas tiene sus limitaciones. Gracias al analisis al TZ, se
puede conseguir una idea del potencial de mejora de un Lote y también determinar la
presencia de algun deterioro irreversible de las semillas. Con ese objetivo se realizo este
ensayo

Al observar la disminucion de germinacion de los Lotes de semillas con los que se
trabajaba, era oportuno analizar la viabilidad de las semillas. Analizar al TZ permitié medir de
manera indirecta el vigor. Por lo tanto, se decidio realizar este ensayo. Se realizaron cuatro
repeticiones de cincuenta semillas para cada Lote.

2.6.1.1. PREACONDICIONAMIENTO

Algunas semillas pueden sumergirse directamente en agua para su humidificacion. Sin
embargo, un proceso de humidificacion lento es mas aconsejable, sobre todo en semillas
deterioradas o envejecidas con el fin de evitar un aumento de su deterioro. La humidificacion
lenta puede realizarse sobre o entre papel de filtro humedecido, de tal forma que no se forme
ninguna pelicula de agua sobre la superficie entera de las semillas.

En el caso de las semillas de cebolla (A/lium cepa L.) se aconseja un proceso de
humidificacion lento. Las semillas han sido hidratadas en oscuridad a 20 °C sobre papel de
filtro, en cajas Petri durante un periodo de 18 h, lo que proporciona a las semillas un aumento
de tamafio, el reblandecimiento de las cubiertas seminales y la activacion de los procesos
bioldgicos de germinacion que seran ttiles en las etapas subsiguientes.

2.6.1.2. PREPARACION PARA LA TINCION

Para las semillas de una especie dada, el método de preparacion mas adecuado
depende del tamafio, de la forma de la semilla, la textura de la cubierta seminal, la
localizacion, el tamafio y la forma del embridon y otras caracteristicas de la semilla.
Frecuentemente se pueden usar diversos métodos con idénticos resultados.

En la cebolla (4llium cepa L.), la cubierta tiene un actitud parcialmente permeable a
las sales de tetrazolio (BERESNIEWICZ et al., 1995) y se requiere realizar unos cortes
cuando se realiza el ensayo al TZ.

Para facilitar la imbibicion de todas las células vivas por la solucion de tetrazolio, se
realizaron cortes en las semillas tomando en cuenta que en semillas de cebolla (Allium cepa
L.), el tejido nutritivo estd vivo y hay que, mediante tinciéon al TZ, medir también su
viabilidad. Por lo tanto, hay que cuidar mucho los cortes realizados en cada semilla para no
dafar las células que se van a evaluar. Los cortes en semillas de cebolla (4l/lium cepa L.)
tienen cierto grado de dificultad por el tamafio de las semillas, la localizacién y conformacion
del embrion en la semilla.

Segun el Manual de Ensayos al Tetrazolio (INSPV, 1987), los cortes que se realizan
en las semillas del género Allium. son (Fig. 6.):
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e Cortar las semillas longitudinalmente, en su totalidad y casi completamente en las
proximidades de la superficie plana y paralelamente a la misma.

e Cortar las semillas lateralmente, en toda su profundidad desde el centro de la
semilla hacia afuera, hasta la zona situada entre la radicula y los cotiledones.

e Eliminar o separar casi completamente los dos extremos de la semilla, sin dafiar la
radicula o los cotiledones.

Fig. 6. Esquema de los cortes realizados para preparar las semillas de cebolla (Allium cepa
L.) a la tincién al TZ: 1, corte longitudinal, en su totalidad y casi completamente en
las proximidades de la superficie plana; 2, corte de los extremos de la semilla, sin
dafar la radicula o los cotiledones y 3, corte lateral, en toda su profundidad desde el
centro de la semilla hacia afuera, hasta la zona situada entre la radicula y los
cotiledones.

2.6.1.3. TINCION

Las muestras de semillas preparadas adecuadamente deben recubrirse completamente
con la solucion de andlisis. Las semillas han sido colocadas en cajas Petri sobre papel filtro
remojado por una disolucion de TZ al 1 % en oscuridad. La disolucion de TZ cubre
enteramente las semillas. Las semillas deben teilirse en oscuridad o con luz suave. Una
exposicion a la luz fuerte debilita la solucion de tetrazolio dando una coloracion anormal de
los tejidos.

El tiempo que se requiere para producir una tincion aceptable depende del tipo de
semilla, del método de preparacion, de la sanidad y vigor de la semilla, de la concentracion de
la solucién de analisis y especialmente de la temperatura. Las temperaturas de tincion pueden
variar de 20 a 40 °C. De forma general, se considera que un incremento de temperatura de 5
°C reduce a la mitad el tiempo de tincion.
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Cualquier grado de tincidon que permita distinguir la sanidad, debilidad critica y los
tejidos muertos es adecuado. Por esta razon, el tiempo de tincion puede variar
considerablemente, sin tener influencia adversa en la precision de la evaluacion. Un periodo
excesivo de tincion puede dar como resultado deterioro y evaluacidon errénea de los tejidos
analizados.

En el caso de los dos Lotes de semillas de cebolla (Allium cepa L.), las semillas se
encuentran muy debilitadas. El tiempo de tincion recomendado para el genero A/lium varia de
6 a 24 h a 30 °C. Los preensayos determinaron que el tiempo necesario para una tincion
adecuada de las semillas debia ser de 18 h a 30 °C.

El problema de un periodo tan largo de tincion es la aparicion de alteraciones. La
disolucion aparecio rojiza. Las posibles causas han podido ser estas: 1, presencia de semillas
muertas, viejas, alteradas por el calor, deficientes en algunos elementos secundarios, dafiadas
por heladas entre otras causas; 2, colocacion de las semillas antes que los tejidos estén
suficientemente humedecidos y 3, duracién de tincién demasiado larga, con la consecuencia
de un deterioro excesivo de las semillas y un incremento de exudados y microorganismos. En
el caso las semillas que nos ocupan, la causa mas probable de las citadas alteraciones parece
ser la primera, y en parte la secunda por el largo periodo de tincidn elegido.

2.6.1.4. PREPARACION PARA LA EVALUACION

Los tipos de preparacion necesarios para la evaluacion de las semillas dependen de las
técnicas de preparacion previas a la tincion. Cualquier método sencillo y rapido para exponer
las estructuras esenciales de las semillas puede ser satisfactorio. Conocer minuciosamente la
estructura de la semilla revela ser la mejor ayuda para realizar los cortes que expondran los
tejidos mas importantes de la semilla.

Para el género Allium, se aconsejan dos métodos para exponer las estructuras que se
analizaran:

e Exponer el embridn y el tejido nutritivo adyacente rasgando el tejido nutritivo o
separando las superficies de corte lo suficiente para poner de manifiesto las
estructuras citadas.

e Exponer el embrion y el tejido nutritivo efectuando cortes de poco espesor.

El segundo método se revela més sencillo y practico. Conociendo la configuracion
interna de la semilla de cebolla (4l/lium cepa L.), con un corte longitudinal descentrado se
puede exponer el embrion entero y el tejido nutritivo.

2.6.1.5. EVALUACION
La evaluacion de cada semilla esta basada en muchos factores, a saber: turgencia y

aspecto general de los tejidos, fracturas, tejidos sin embridon, dafios causados por insectos,
anormalidades y otros que puedan debilitar a la semilla o hacerla no viable (INSPV, 1987).
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Debe establecerse la capacidad funcional de cada estructura esencial del embridn,
junto con las otras estructuras interdependientes. El tamafio, la localizacion y naturaleza de los
danos y otros defectos en/o entre las estructuras, son factores decisivos para determinar si las
semillas seran capaces de producir una plantula normal.

El tejido sano y vivo tiende a tefiirse de forma gradual y uniforme desde las superficies
externas hacia el interior de la semilla. Los cambios en la intensidad de color son graduales y
sin limites nitidos. Dentro de los tejidos, el color rojo es brillante y lustroso, especialmente si
no estan excesivamente tefiidos.

La tincion de un tejido débil pero viable fluctua en funcion del grado de deterioro
desde el casi totalmente sano hasta un limite mas o menos nitido, con tejidos tefiidos débiles y
no-viables, o con tejidos muertos no tefiidos. La tincion y las caracteristicas del tejido débil
varian también con la naturaleza y extension del deterioro. Los extremos apicales, coledptilos
y radiculas tienden a manifestar antes los sintomas del deterioro que otras zonas de las
superficies cortadas.

De los tejidos no tefiidos y muertos surgen dudas acerca de si los tejidos no tefiidos
son viables, pero se tifien lentamente, o si son tejidos muertos. Los tejidos muertos
generalmente son flacidos, borrosos, con aspecto de tiza blanca, o grisdceos-blancos sin brillo
los tejidos muertos adyacentes a los tejidos viables generalmente estdn separados por un
limite nitido.

Un factor de interés es el reconocimiento y evaluacion de cada estructura esencial del
embridn, junto con las otras estructuras interdependientes. El tamafio, localizacion y
naturaleza de los dafios y otros defectos en o entre las estructuras son factores decisivos para
determinar el nivel de viabilidad. El establecimiento de una escala objetiva de viabilidad es
una herramienta imprescindible para el éxito de la evaluacion. El andlisis de semillas de alta
calidad, deterioradas de manera controlada, es el mejor método para realizar una escala de
viabilidad precisa.

La estructura interna de la semilla madura de la cebolla (4//ium cepa L.) se representa
en la Fig. 7. El embrion estd curvado dentro de la semilla y consta de una raiz corta situada
debajo de apice caulinar, que se localiza junto con el primordio de la primera hoja, en la base
de una hendidura en el extremo inferior del cotiledon. El cotiledon constituye la mayor parte
del embrion. En el extremo del cotiledon, incluido en el endospermo circundante, se
encuentra un engrosamiento denominado haustorio, rodeado por el endospermo de pared
gruesa. Durante la germinacion, el haustorio absorbe los nutrientes del endospermo y los
transfiere al cotiledon en crecimiento (BREWSTER, 2001).
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Fig. 7. Seccion longitudinal de una semilla madura de cebolla (Allium cepa L.) tefiida al
tetrazolio. El embrién (E) consta de una radicula (R), un hipocotilo con el apice
caulinar (P), un cotiledén (C) que termina por un engrosamiento llamado haustorio
(H) que, durante el proceso de germinacion, se nutre del tejido nutritivo de pared
gruesa (G). Segin BREWSTER (2001).
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A los efectos del presente trabajo se ha determinado una escala des tres niveles:

1.

Viable. Tincidn roja del embrion y del tejido nutritivo. Embrion desarrollado (Fig.
8.).

Débil pero viable (Fig. 9). Semillas de tincion rosa, a veces con manchas blancas
en el embrion y en el tejido nutritivo. El embrion estd maduro (mas de 50 % del
cotiledon).

No viable (semilla muerta, muy débil o de maduracidn insuficiente). Semillas de
un Lote con una tasa de germinacion del 86 % sirvieron como referencia para
medir la viabilidad de las semillas. Pre-ensayos de viabilidad han sido realizados
para determinar la escala de referencia de la viabilidad de cada semilla (Fig. 10.).

Los pre-ensayos de viabilidad dieron mucha variabilidad en el grado de madurez de
las semillas de ambas variedades. Por lo tanto, la creacion de una escala de madurez de las
semillas es de una gran ayuda para determinar las causas de no germinacion de las semillas
asi como el potencial de mejora de la germinacidon y vigor de las semillas. La escala de
madurez es la siguiente (Fig. 10):

1.

Embrion y tejido nutritivo maduros: presencia de todas las estructuras esenciales
del embrion y de los tejidos. El cotiledon tiene mas del cincuenta por ciento del
tamano de un cotiledon totalmente desarrollado. Presencia del haustorio. La
semilla es viable y mejorable.

Tejido nutritivo maduro, hace falta mas de la mitad del cotiledon del embrion.
Ausencia del haustorio. La semilla no se considera viable.

Tejido nutritivo completo, al embrion le hace falta el cotiledon entero y parte de la
zona del primordio caulinar. La semilla no es viable;

Semilla con la totalidad del tejido nutritivo y ausencia del embrion. No viable ni
mejorable;

Semilla blanda con poco tejido nutritivo. Ausencia de embrion. Tejidos internos
deteriorados por microorganismos. Semilla no viable ni mejorable.

A la misma fecha del ensayo de viabilidad al tetrazolio, se realizdé un ensayo de
germinacidon con cuatro repeticiones de cien semillas para ambos Lotes segiin las normas de
la ISTA (1993).
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Fig. 8. Semillas viables de cebolla (4l/lium cepa L.) de buena calidad. El tejido nutritivo y el
embrion estan tefiidos por el TZ. Los embriones han alcanzado el estado de madurez
final. El proceso de germinacion sensu stricto ha empezado.

Fig. 9. Semillas de cebolla (Allium cepa L.) viables pero débiles. El color rosado y
blanquecino indica que los tejidos estan deteriorados. Se nota que la radicula ha
iniciado el proceso de germinacion. La semilla n°3 tiene el cotiledon inmaduro pero
se considera viable por tener mas del 50 % del tamafio de un cotiledon maduro.
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Fig. 10. Semillas de cebolla (4/lium cepa L.) no viables: 1, 2 y 3. Semillas maduras pero no
viables. El tejido nutritivo, de color rosado o blanco estd muy deteriorado. Mas del
cincuenta por ciento del embrion no esta tefiido por el tetrazolio. La raiz ha iniciado
el proceso de germinacion pero el cotiledon esta muerto; 4, 5 y 6, semillas inmaduras
y no viables; 4, los tejidos de la semilla estan vivos pero débiles, el embrién no ha
alcanzado su nivel maximo de madurez, el cotiledon no se ha desarrollado y esta
muerto aunque las zonas de la raiz y del primordio caulinar siguen vivas; 5, semilla
muerta con el embrion semi-abortado, se nota el limite nitido entre el tejido muerto y
el tejido viable del embrion. El cotiledon no se ha desarrollado. Las zonas rojizas
situadas se deben al ataque por microorganismos; 6, semilla muerta con embrién
abortado, solo se ha desarrollado el 4pex de la radicula; 7, 8 y 9, semillas sin embrién
pero con tejido nutritivo o; 9, semilla blanda, deteriorada por los microorganismos.
Su tejido nutritivo y su tegumento estdn inmaduros y muy deteriorados por los
microorganismos, responsables de la tincion roja de toda la semilla y de la cubierta.
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2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Con el fin de comprobar si existen diferencias significativas entre ensayos en relacion
a la germinacion, se utilizo la Prueba Z:

7 - ‘Pl _pz‘ (6]

1 1
pql—+—
n,n,

La Tabla 1. Es un ejemplo de las comparaciones entre dos ensayos de germinacion
utilizando la Prueba Z para detectar diferencias significativas.

Tabla 1. Test de comparacion de las tasas de germinacion de semillas cebolla (Al/ium cepa L.)
entre dos ensayos de germinacion con la Prueba Z.

PRUEBA Z ENTRE DOS ENSAYOS (E)
ENSAYO (i) E; E, E;+E,
SEMBRADAS (n) 400 400 800
GERMINADAS (a) 219 229 448
PROBABILIDAD (p) 0,55 0,57 0,56
PROBABILIDAD (q) 0,45 0,43 0,44
PROBABILIDAD (p+q) 1,00 1,00 1,00
PRUEBA Z 0,71
SIGNIFICACION (%) 5
DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA
donde:

E;: Semillas de cebolla procedente del Lote 1.

E,: Semillas de cebolla procedente del Lote 2.

n;;:  Numero de semillas puestas a germinar.

pi: Probabilidad de germinacion de la muestra i (p; = ai/n;) siendo a; las semillas
germinadas para la muestra i.

qi: Probabilidad (q; = 1-pj).

p,q: Probabilidad de la suma de muestras.
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El modelo matematico planteado para los ensayos de laboratorio responde al disefio
experimental al azar cuyo modelo matematico se ajusta a un modelo jerarquico simple:

Xij =pt A+ €ij [7]
donde:

Xjj: Variable estudiada.

pu:  Media general del ensayo.

A;. Efecto debido al factor principal A.
€;;:  Error experimental.

Los trabajos analizados en el laboratorio mediante este modelo matematico 1,
tratamiento con acido giberélico (factor: concentraciéon en GAj); 2, ensayo de germinacion
después de separacion por corriente de aire (factor: fraccion de semillas) y 3, pre-enfriamiento
(factor: tratamiento con fri0).

Para estudiar el efecto de dos factores, se utiliz6 un modelo matematico tipo factorial
con dos factores y enteramente al azar:

Yij =pu+ A+ Bj + ABij + €ij [8]

donde:

Yj;: Parametros estudiados.
p:  Media general del ensayo.
A;y B;j:  Efecto debido a los factores principales A y B.
AB;j:  Efecto debido a la interaccion entre dos factores.

€;;:  Error experimental.

Se utiliz6 el modelo matematico con dos factores para los subsiguientes ensayos: 1,
separacion de semillas combinada a un tratamiento con GAj (factores: fraccion de semillas y
concentracion GAj3); 2, acondicionamiento osmotico (factores: duracion y medio de
acondicionamiento) y 3, acondicionamiento matrico (factores: duracion y proporcion semilla:
matriz: agua)

Las variables analizadas en los experimentos fueron: 1, tiempo medio para el 25 % de
germinacion; 2, velocidad de germinacion (dias™); 3, indice de Timpson y 4, coeficiente de
uniformidad después de 12 dias.
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Los datos de laboratorio fueron analizados estadisticamente segin los modelos
anteriormente presentados, mediante la prueba F de Fisher, eligiendo un nivel de significacion
del cinco por ciento. A continuacidn, si existian diferencias significativas para el nivel de
significacion del cinco por ciento se utilizdo el método de la menor diferencia significativa
(MDS). Este test permite efectuar comparaciones entre medias de tratamientos diferentes.
Siempre que fue necesaria la comparacion de medias, la menor diferencia significativa se
calculd a partir del test t de Student para el nivel de significacion (o). En los ensayos
factoriales con dos, cada uno de ellos fue considerado como un factor fijo, por lo que el test
de significacion fue comparado con el cuadrado medio del error (CMg).

2CMe
n

MDS = tgle, O

[9]

donde:

t: Test de t de Student, para el grado de libertad del error y un nivel de
significacion definido.

CMge: Cuadrado medio del error.

n: Numero de observaciones.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ANALISIS DE LAS SEMILLAS

Ambos Lotes son de mala calidad global y germinativa. Los Lotes 1 y 2 tienen una
pureza especifica de 98 y 97 % respectivamente. Sus contenidos en humedad de 11,6 y 12,4
% respectivamente para los Lotes 1 y 2. Esos valores son muy elevados para un buen
almacenamiento y dificultan la conservacion de la viabilidad y vigor de las semillas pero se
decidi6 conservarlas con este nivel de humedad (Tabla 2.).

Tabla 2. Resultados del analisis de los Lotes 1 y 2 de cebolla (4llium cepa L.)

PORCENTAJE LOTE
1 2
Test de pureza
Semillas puras 98 97
Otras semillas 0 0
Materia inerte 2 3
Humedad 11,6 12,4
P10 (g) 0,36 +£0,03 0,32 +0,03
Calidad sanitaria baja baja

3.1.1.CALIDAD GERMINATIVA

Al nivel germinativo, ambos Lotes se comportan de forma parecida. No se observan
diferencias significativas de germinacion entre ellos como se puede observar en la Tabla 3.
Las diferencias de germinacion entre el sexto y doceavo dia son de maximo 2 %. Por lo tanto,
las semillas no se consideran latentes a esta fecha.

Los dos Lotes no presentan diferencias significativas. Por lo tanto, se decidio realizar
los demas ensayos con el Lote 1 y repetir los ensayos con el Lote 2 cuando los ensayos de
mejora de semillas dieron resultados satisfactorios.

Del Analisis de germinacion de ambos Lotes, ademas de un porcentaje de germinacion
bajo, se ha observado una elevada contaminacion de la semillas por mohos saprofitos, sobre
todo en semillas no germinadas. Desde este punto de vista, es interesante investigar
tratamientos que permitan limitar el desarrollo de los microorganismos. Los microorganismos
podrian tener un efecto muy negativo en semillas débiles. En la Fig. 11, se observan los tipos
mayoritarios de microorganismos que infectaron las semillas de ambos Lotes.
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Tabla 3. Porcentaje de germinacion de cuatro repeticiones de los dos Lotes de cebolla (4/lium
cepa L.) alos seis y doce dias a 20 °C en oscuridad, sobre papel de filtro. Los valores
medios seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas (p < 0,05).

2 58 60 50 50

3 55 55 57 60

4 53 53 57 61
TOTAL 2177 219° 222° 2297
MEDIA 54 55 55 57

Fig. 11. Semillas de cebolla (4/lium cepa L.) no germinadas infectadas por microorganismos.
Condiciones de germinacién: 20 °C en oscuridad, en cajas de metacrilato sobre papel
de filtro himedo, segtn las Normas de la ISTA (1993).
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Las semillas de ambos Lotes tienen una germinacion muy baja y una alta perdida de
poder germinativo durante el almacenamiento. Los Lotes 1 y 2 tienen un contenido en
humedad de 11,6 y 12,4 % respectivamente. Este porcentaje en humedad es un porcentaje
demasiado elevado para conservar la viabilidad de las semillas durante el almacenamiento,
aun a temperaturas bajas, aun a corto plazo. BREWSTER (2001) recomienda un contenido en
humedad de semillas del 5 % para la conservacion de Lotes de semillas comerciales de
cebolla (Allium cepa L.).

3.2. ACONDICIONAMIENTO HiDRICO

En los dos ensayos de acondicionamiento hidrico, el primero con tnico factor variable,
el periodo de imbibicidn, y el secundo ensayo re-ensayando con el mejor resultado del primer
ensayo combinado a una desinfeccion quimica, no se mejoraron suficientemente la
germinacion y el vigor.

3.2.1.PRE-IMBIBICION

Los resultados de la pre-hidratacion de semillas (Tabla 4) no permitieron destacar un
periodo de imbibicion que mejore la calidad de germinacion. El tratamiento de 4 h es el que
mejor resultados ha dado, aunque no este significativamente diferente del control.

La Tabla 4 destaca que, por la pre-imbibicion de las semillas con este sistema
utilizando un caudal de agua para hidratar las semillas, el porcentaje de semillas no
germinadas infectadas por microorganismos baja con el tiempo de pre-imbibicion. Esto se
podria explicar por la limpieza de la cubierta de las semillas de las esporas epifitas efectuada
gracias al caudal. El porcentaje de semillas no germinadas infectadas es de 93 %, mientras
que después de 24 h de pre-imbibicidn, ese porcentaje baja hasta llegar a un valor de 14 %.

De esto se puede concluir que, aunque se ha llegado bajar la contaminacion de las
semillas por microorganismos, no se ha mejorado la germinacion (Tabla 5). Por lo tanto, es
posible que los microorganismos influyan poco en la capacidad germinativa de este Lote. El
bajo poder germinativo estd mas relacionado con las cualidades intrinsecas de las semillas que
a la contaminacion microbioldgica de esas mismas.

El periodo de latencia es de 4 dias, independientemente del los periodos de pre-
imbibicion, tal como se puede observar en la Fig. 12.

En la Fig. 12, se nota que aun llegando al dia 12, la curva de germinacion de las
semillas pre-hidratadas durante 4 h no ha llegado a un punto asintético como pas6 en los otros
ensayos. Al observar las curvas de germinacion, se nota que existen pocas diferencias de
germinacion entre los diferentes periodos de pre-hidratacion.

Los porcentajes de germinacion que se observan en la Fig. 13 tienden a subir y luego
bajar después del periodo de 4 h. La germinacion de las semillas pre-imbibidas durante 8 h
tiende a ser baja, por lo cual en este ensayo de germinacion puede haber ocurrido un problema
durante el proceso de germinacion.
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Tabla 4. Comparacion del porcentaje, de la Tsy, de la velocidad de germinacion (VG), de la
uniformidad de germinacion al dia 12 (Uj;) y del indice de Timpson (T;) de semillas
pre-hidratadas de cebolla (Al/lium cepa L.) del Lote 1. Condiciones de germinacioén
20° C en oscuridad en cajas de metacrilato sobre papel filtro himedo. Los valores
medios seguidos por la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0,05).

TRATAMIENTO | GERMINACION (%) Tso VG
(h) DiAe | Dia1z | (dias) | @ias’) | " b
Control 30° 547 9,5 15 32 342
0,5 27 50° 12 15,4 33 325
1 25° 53° 10 14,5 30 323
2 312 5% 8,8 14,8 31 362
4 332 67 7,7 14,1 28 395
8 300 52° 9 15,7 34 344
12 27 61% 8,3 14,5 28 371
24 307 57% 8,6 15 31 361

Tabla 5. Porcentaje de semillas no germinadas infectadas por saprofitos por tratamiento de
pre-hidratacion. Los valores medios seguidos por la misma letra no presentan
diferencias significativas (p < 0,05).

PRE-HIDRATACION (h) SEMILLAS NO GERMINADAS INFECTADAS
POR SAPROFITOS (%)

Control 93°

0,5 54D

1 57b

2 62°

4 45¢

8 33¢d

12 e

24 14¢
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GERMINACION ACUMULADA (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TIEMPO (dias)

Fig. 12. Curvas de germinacion de semillas de cebolla (4l/lium cepa L.) del Lote 1, segun el
tiempo de pre-hidratacion en agua desionizada (h).

70
ODiA6

60 | H DiA 12
50 |

40

30 |

GERMINACION (%)

20

10 |

0 0,5 1 2 4 8 12 24
TRATAMIENTO (h)

Fig. 13. Porcentaje de germinacion de semillas de cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 segln el
tiempo de pre-hidratacion en agua desionizada.
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3.2.2. TRATAMIENTOS QUIMICOS.

El tratamiento con GAj3 se realizd con el objetivo de influir en las semillas no
germinadas en la hipdtesis de que éstas estén bajo un proceso de dormicion fisiologica. El
GA; también puede influir en el vigor, facilitando y homogeneizando la germinacién de las
semillas.

La desinfeccion se llevo a cabo para eliminar los microorganismos que podrian tener
un efecto negativo en la germinacion de las semillas.

3.2.3.DESINFECCION QUIMICA

La desinfeccion con hipoclorito de sodio afect6 de modo muy negativo la
germinacion. La combinacion con una pre-hidratacion de cuatro horas se realizé con el fin de
averiguar el efecto positivo de este tratamiento. Ademas durante el tratamiento de pre-
hidratacion, se realiza una limpieza de la cubierta de semillas. Por lo tanto, es posible que esto
ayude también a mejorar la calidad sanitaria de las semillas.

En las curvas de germinacion (Fig. 14), se nota la superacion en vigor y poder
germinativo del control frente a cualquier de los tratamientos.

El tratamiento de pre-imbibicion bajé de manera significativa el porcentaje de
germinacion de las semillas (Tabla 6). Esto se puede explicar por un dificil control de la
oxigenacion de las semillas con el sistema de hidratacion utilizado aunque el tiempo de
imbibicion no era largo.

3.2.4. TRATAMIENTO HORMONAL

De forma general, los tratamientos hormonales con 4cido giberélico (GA3) se usan con
el objetivo de eliminar una dormicion fisiologica afectando el Lote de semillas. La dormicion
fisiologica estd regulada por la proporcion ABA:GA; (FINCH-SAVAGE, 2006). Al tratar con
GA;, es este ratio que se desea invertir.

Segun ELLIS et al. (1985), los tratamientos con GA3 en semillas de cebolla (A//ium
cepa L.) son poco eficaces. Los tratamientos con GAsz a una concentracién de 75 mg-L" dan
los peores resultados.

El tratamiento con GAj3 en si no aumenté de manera significativa el porcentaje de
germinacion del Lote. El tratamiento ha tenido mas efecto sobre la uniformidad y velocidad
de germinacién. Por encima de 50 mg-L”, el tratamiento hormonal empieza a tener efectos
negativos, bajando la tasa de germinacion.

El indice de Timpson (Tabla 7) es el indice que mas diferencias destaca entre los
tratamientos. Permite definir que los efectos mas beneficiosos del tratamiento con GAj; se
encuentran a concentraciones situadas entre 10 y 50 mg-L". Es con la concentracion de 10
mg' L' de GA; que se ha obtenido el mayor porcentaje de germinacion, aunque sin diferencia
significativa con el testigo.

En la Fig. 15, se nota en las curvas de germinacion que son muy similares entre
tratamientos.
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La Fig. 16 indica que existen pocas diferencias del porcentaje de germinacion a
diferentes concentraciones de GAj;. Los porcentajes de germinacion aumentan con la
concentracion en GA; de 10 mg-L™" para luego de nuevo bajar por debajo de la media del
testigo con la concentracion de 100 mg-L"'. Concentraciones en GA; mas elevadas que la de
75 mg-L™"' deben tener efectos negativos en la fisiologia de semillas de cebolla (Allium cepa
L.).

Tabla 6. Comparacion del porcentaje de germinacion al dia 6 y 12, del tiempo medio de
germinacion de 25 % (T»s), de la velocidad de germinacion (VG), de la uniformidad
de germinacion al dia 12 (U;,) y del indice de Timpson (T;) de semillas de cebolla
(Allium cepa L.) del Lote 1. Desinfeccion en hipoclorito de sodio 4 % durante 4
minutos. Pre-hidratacion en agua destilada durante 4 h. 1, control; 2, semillas
desinfectadas; 3, semillas pre-hidratadas y 4, semillas pre-hidratadas y desinfectadas.
Dentro de cada columna, los valores medios seguidos por la misma letra no
presentan diferencias significativas (p < 0,05).

GERMINACION (%) : . 4
ENSAYO , , Tys (dias) | VG (dias ™) Uiz T;
DIiA 6 DiA 12
1 46° 57° 4,5 17,1 423 408
2 32° 49,5 4,9 15,3 36,2 321
3 23,5° 40P 6,2 14,7 33,1 248
4 29° 43° 5,0 15,2 36,1 277
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Fig. 14. Curvas de Germinacion de semillas de cebolla (A//ium cepa L.) del Lote 1 pre-
hidratadas y desinfectadas. Condiciones de germinacion 20 °C en oscuridad en cajas
de metacrilato sobre papel filtro himedo. Desinfeccion en hipoclorito de sodio 4 %
durante 4 min. Pre-hidratacién en agua destilada durante 4 h: 1, control; 2, semillas
desinfectadas; 3, semillas pre-hidratadas y 4, semillas pre-hidratadas y desinfectadas.
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Tabla 7. Comparacion del porcentaje de germinaciéon al dia 6 y 12, del tiempo medio de
germinacion de 25 % (T»s), de la velocidad de germinacion (VG), de la uniformidad
de germinacioén al dia 12 (Ujy) y del indice de Timpson (T;) de semillas de cebolla
(Allium cepa L.) del Lote 1 tratadas con GAj3 por imbibicion del papel de filtro con
disoluciones de GAj; de diferentes concentraciones. Condiciones de germinacion
segin las Normas de la ISTA (1993). Dentro de cada columna, los valores medios
seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas (p < 0,05).

CONCENTRACION | GERMINACION (%) .
-1 , , T25 VG U12 Ti
GA; (mg-L™") DiA 6 DiA 12
CONTROL 24,5% 41,5 6,12 15,82 35,1° 277¢
5 27% 46,5 5,00 15,6 35° 306
10 37° 51,5 5,12 17,3 40,9 3722
25 34,5° 45% 5,00 17,22 41,3 3247
50 38° 46% 5 182 43,8 343%
100 21,5% 38° 6,5 15,74 35° 252¢
60
O DIA 6
S0 I mDiA 12
S
< 40 |
Z
9
< 30|
:
> 20 |
M
G
10 |
0
0 5 10 25 50 100

CONCENTRACION GA; (mgL)

Fig. 15. Porcentaje de germinacion a los 6 y 12 dias de semillas de cebolla (Allium cepa L.)
del Lote 1 hidratadas con disoluciones de GAj sobre papel de filtro. Incubacion a
20 °C en oscuridad.
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Fig. 16. Germinacion de semillas de cebolla (A/lium cepa L.) del Lote 1 hidratadas con
disoluciones de GA; de diferentes concentraciones (mg-L™") sobre papel de filtro.
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3.3. ACONDICIONAMIENTO DE SEMILLA

El acondicionamiento de semillas es el sistema mas utilizado para mejorar Lotes de
semillas. Los tratamientos de acondicionamiento de semilla han probado ser eficientes para
revigorizar semillas envejecidas, acelerar y uniformizar la germinacion e incrementar los
rendimientos de los cultivos bajo condiciones dptimas y adversas.

Con el acondicionamiento osmotico, se ha logrado incrementar la uniformidad y la
velocidad germinacion.

Gracias al acondicionamiento matrico se ha incrementado el porcentaje de
germinacion de las semillas mas deterioradas.

3.3.1. ACONDICIONAMIENTO OSMOTICO

El acondicionamiento osmotico no permitiéo mejorar el porcentaje de germinacion. Al
contrario, el tratamiento con disoluciones de PEG bajé muy significativamente el porcentaje
de germinacion. Las semillas respondieron mejor al tratamiento con KNO; y con agua
desionizada que con PEG (Tabla 8).

La Fig. 17. representa las curvas de germinacion por solucion de acondicionamiento
osmatico.

A diferencia de lo que ocurre con otras especies, el acondicionamiento osmotico
permitido mejorar solo ligeramente el porcentaje de germinacion pero si se logré una mayor
uniformidad y velocidad de germinacion (Tabla 8 y Fig. 18).

Los porcentajes de germinacion después del acondicionamiento con PEG,
independientemente de la concentraciones, son muchos mas bajos que los del control (Fig.
18). Ademas, las semillas tardaron mas en germinar (Fig. 17). La causa podria ser que a esas
concentraciones en PEG, por la viscosidad del medio, se dificultdé la oxigenacion de las
semillas, y como resultado una situacion de anoxia, afectando la viabilidad de las semillas.
Las semillas no germinadas después de este tratamiento, al contrario de los demas
tratamientos, eran semillas duras. De esto la hipotesis que las semillas no germinadas seguian
viables, pero el estrés anoxico puede haberles provocado una dormicion secundaria. Esos
resultados se contradicen con los resultados de varios autores con la cebolla (4llium cepa L.)
(BROCKLEHURST et al, 1987a, 1987b; BUJALSKI ef al., 1989) mientras que TRIGO et al.
(1999) y CASEIRO (2003) obtuvieron resultados parecidos.

El acondicionamiento utilizando nitrato potasico fue mucho mas exitoso. Al usar el
nitrato potasico, se han logrado ligeras mejoras del poder germinativo con la disolucion de
KNO; 0,3 M, pero las mejoras mas notables se situan en los indices de germinacion, sobre
todo en el coeficiente de uniformidad y en la velocidad de germinacion. TRIGO et al. (1999)
llegaron a las mismas conclusiones. El uso del agua desionizada dio resultados parecidos.

Con la duracién del tratamiento, se ha notado una disminucion del poder germinativo.
En efecto, al cabo de 96 h, se observaron semillas germinadas que seguramente perdieron su
viabilidad durante el proceso de desecacion. Un remedio a este problema seria una
temperatura de acondicionamiento mas baja para ralentizar el la germinacion de las semillas.

-57-



El coeficiente de uniformidad solo depende de la duracion del tratamiento y no de las
disoluciones. En cudnto mas largo el tratamiento, mejor sale la uniformidad de germinacion.
Aunque se desaconseja un tratamiento de mayor duracion de 96 h, porque el riesgo de
germinacion después de este periodo esta muy elevado (tiempo medio de latencia de este
Lote: 4 dias) (Fig. 19). La consecuencia de un periodo mas largo seria alcanzar la fase 3 de la
germinacion, irreversible y la desecacion de las semillas provocaria su muerte.

Se mejord la velocidad de germinacion sobre todo en los periodos de 48 y 96 h de
tratamiento con las disoluciones de nitrato potasico y el agua desionizada (Fig. 20).

En conclusion, en el acondicionamiento osmético de cebolla (4l/lium cepa L.), no es
aconsejable usar PEG. El uso de nitrato potasico o agua desionizada da mejor resultados. El
acondicionamiento osmotico se debe realizar durante mas de 48 h para obtener resultados.

Al osmoacondicionar semillas de cebolla (4//ium cepa L.) con KNO;3 0,1 0 0,3 M o
con agua desionizada, solo se logra mejorar la uniformidad de germinacion y la velocidad de
germinacion pero no el poder germinativo. Después de 96 h de osmoacondicionamiento,
empieza la germinacion sensu stricto de las semillas y esas pueden sufrir perdida de
viabilidad durante la desecacion.

El coeficiente de uniformidad no depende de la disolucion pero es funcidn del periodo
de acondicionamiento si no se toman en cuenta los tratamientos con PEG. En cuanto mas
largo el tratamiento, mejor uniformidad de germinacion se obtiene.

El hecho que con el agua desionizada se obtengan los mejores resultados destaca que
una pre-imbibicién con una buena oxigenacion de las semillas daria resultados parecidos al
acondicionamiento osmotico con KNOs, pero con mayor facilidad de aplicacion y menor
coste.
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Tabla 8. Comparacion del porcentaje de germinacion al dia 6 y 12, de la velocidad de
germinacion (VG), de la uniformidad de germinacion al dia 12 (Uj,) y del indice de
Timpson (T;) de la fraccién de semillas pesadas (Po9 = 0,47 £ 0,01 g) de cebolla
(Allium cepa L.) del Lote 1 acondicionadas osmoticamente. Dentro de cada columna,
los valores medios seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas

(p £0,05).
| pURACION | GERMINACION (%) VG
DISOLUCION T; .| Un
(h) 6 DIAS | 12 DiAS (dias™)
24 37° 520¢ 378° 18 42°
AGUA ab be be
48 49 65 4942 19 46
DESIONIZADA
96 542 60%° 5152 232 60?
24 42 56 401° 17 42¢
0,1 M 48 512 632 494? 19%¢ | 49
96 44°° 53¢ 417° | 19%° | 52%®
KNO;
24 47% 60 445% 18° 45
0,3M 48 46 593 456 | 19%° 48"
96 43% 48° 407% | 22%® 582
24 5t 274 124% 12¢ 19
150
o 48 6" 26% 133% | 13%% | 22¢f
g'kg
96 11d° 25% 149¢ | 5% | 3pd
24 11% 324 162¢ 12° 21¢f
250 h e e e f
PEG o 48 28 20 91 12 18
g'kg
96 124 294 152¢ | 3¢ 26"
24 eh 18°F 67t 11¢ 12f
350
| 48 2¢" 12f 50" 12° 16"
g'kg
96 1" 58 18° 11° 15
Control 43% 57% 394%¢ 17 38
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3.3.2. ACONDICIONAMIENTO MATRICO

El acondicionamiento matrico ha tenido mas efecto en semillas ligeras que con la
fraccion de mayor peso medio (Tabla 9).

El acondicionamiento ha dado los mejores resultados con las semillas ligeras
(caracterizadas por una germinacion muy baja). Con esas semillas, todos los tratamientos con
una duracion de 6 dias obtuvieron mejores resultados independientemente de la proporcion
semilla: matriz: agua (S:M:A). También los tratamientos con una duracion de 4 dias han dado
resultados satisfactorios (Fig. 22).

En ambos tipos de semillas, no se detectd ninguna interaccion entre la duracion del
tratamiento y la proporcion semilla: matriz: agua, siendo la variable el porcentaje de
germinacion a los doce dias tras la siembra.

La germinacion de las semillas de la fraccion ligera es independiente de la proporcion
semilla: matriz: agua pero si depende de la duracién del tratamiento. El tratamiento con
mejores resultados en esas semillas es el tratamiento de 6 dias con proporcion semillas:
matriz: agua de 1:10:1,5 aumentando el porcentaje de germinacion de 95 %. La germinacion
al dia 6 es tres veces mayor a la germinacion del control con este tratamiento, lo que supone
una mejora del vigor muy importante (Fig. 22).

Las semillas més pesadas y de mejor calidad germinativa que las semillas ligeras no
respondieron tan bien al acondicionamiento matrico. No se pudo mejorar el poder
germinativo. En cuanto mas largo era el tratamiento, mas negativo era el efecto sobre el poder
germinativo. En este caso, es el tratamiento con la proporcion 1: 10: 2 que mejor funcion6
durante 4 y 6 dias. Se puede concluir que el acondicionamiento matrico no funciond para
aumentar la capacidad germinativa en el caso de esas semillas (Fig. 23).

Como se observan diferencias significativas con el testigo al dia seis de germinacion
en las semillas ligeras, se puede que el acondicionamiento haya incrementado la velocidad de
germinacion, pero se hubiera podido confirmar esa hipdtesis solo con unos conteos diarios de
las semillas germinadas.

De forma general, los resultados del acondicionamiento matrico son muy
heterogéneos. La respuesta de ambos tipos de semillas de calidad muy diferenciada al
acondicionamiento osmoético es muy ambigua. La fraccion de semillas ligeras responde muy
bien al acondicionamiento matrico y la germinacion depende del periodo de
acondicionamiento. Por otro lado, en semillas pesadas, el acondicionamiento tiene un efecto
negativo sobre la germinacion de esas mismas.

En conclusion, se puede decir que las semillas mas deterioradas son las que mejor
responden al acondicionamiento matrico, siendo, con esas mismas, la duracion de 6 dias el
mejor tiempo de acondicionamiento y la proporciéon 1:10:1,5 la mejor proporcion. En semillas
mas pesadas y de mayor calidad, el factor importante es la proporcion, siendo la proporcion
de 1:10:2 la proporcién mas interesante. Las Fig. 22 y 23 resumen esta informacion.
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Tabla 9. Porcentaje de germinacion de de semillas ligeras (Pjoo = 0,31 + 0,04 g) y pesadas
(P1oo = 0,47 £ 0,01 g) de cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 por acondicionamiento
matrico. Dentro de cada columna y por tipo de semillas, los valores medios seguidos
por la misma letra no presentan diferencias significativas (p < 0,05).

- DURACION GERMINACION (%)
SEMILLAS (S:M:A) ) - -
(Dias) DiA 6 DiA 12
4 21° 26°
1:10:1
6 312 382
4 21° 23¢
, 1:10:1,5
Ligeras 6 342 412
4 21° 28b¢
1:10:2 b
6 312 36°
Control 10° 21¢
4 34b*d 46°
1:10:1 6 28¢ 44°
20 11° 244
4 32%d 47°%
1:10:1,5 6 41% 503°
Pesadas d
20 10° 25
4 45° 53b¢
1:10:2 6 442 56%
20 41% 44°
Control 432 57%

' S:M:A, Semilla: Matriz: Agua.
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[0 DiA 6
40 | W DiA 12
35
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GERMINACION (%)

15

10

DIAS 4 6 4 6 4 6

S:M:A C 1:10:1 1:10:1,5 1:102

Fig. 22. Porcentaje de germinacion de semillas ligeras (Pygo = 0,31 = 0,04 g) de cebolla
(Allium cepa L.) del Lote 1 por tipo de acondicionamiento matrico. C, control y
S:M:A (semilla: matriz: agua). Las barras indican el error estandar de la media
(EEM).
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Fig. 23. Porcentaje de germinacion de semillas pesadas (Pjoo = 0,47 £ 0,01 g) de cebolla
(Allium cepa L.) del Lote 1 por tipo de acondicionamiento matrico. C, control y
S:M:A (semilla: matriz: agua). Las barras indican el error estandar de la media
(EEM).
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3.4. SEPARACION DE SEMILLAS

La separacion de semillas es sin duda la técnica que mejor resultados ha dado con el
Lote 1. Permiti6 separar el Lote en sublotes de calidad diferenciada. Ademas, se encontrd una
correlacion linear entre el peso medio de las semillas de cien semillas (Pjo9) del Lote 1 y el
porcentaje de germinacion (Fig. 26).

Antes de realizar la separacion con corriente de aire forzado, se hizo una separacion
visual por tamafio de semillas. La Tabla 10 y las Fig. 24 y 25 ensefian los resultados obtenidos
con este pre-ensayo. Se observaron diferencias importantes y se decidi6 realizar una
separacion por corriente de aire forzado de Lote 1.

En la separacion con corriente de aire forzado, se ha tenido que calibrar el sistema,
buscando el las corrientes de aire que permiten separar las semillas en fracciones bien
equilibradas. Se he obtenido la mejor separacion con una corriente de aire de una fuerza de 85
en la escala arbitraria del separador con corriente de aire (Tabla 11).

Con la fraccion de semillas mas pesadas (P10 = 0,5 g) que representa el 25 % en peso
de Lote 1, se mejord la germinacion hasta alcanzar un 64 % mientras que la germinacion de
este Lote sin separar es de un 46% a la fecha del ensayo de separacion de semillas.

El bajo coeficiente de uniformidad y velocidad de germinacion obtenidos en las
semillas mas pesadas se pueden justificar por una germinacidon que no llega un su punto
asintotico después de 12 dias de germinacion mientras que en las otras fracciones si. Es decir,
el proceso de germinacion de las semillas mas pesadas no se habia acabado a los doce dias
(Fig. 26).

Por otro lado, el indice de Timpson, que toma en cuenta a la vez el porcentaje de
germinacion y la velocidad de germinacion, es mas representativo del vigor de las diferentes
fracciones (Tabla 12).

En la Fig. 27, se puede observar que la germinacion de las semillas estd relacionada
con su peso medio. Se encontré la siguiente relacion lineal:

Gio= 123,21 Pigo + 3,0857 [10]

donde Gy, corresponde al porcentaje de germinacién acumulada doce dias después de
la siembre y Pjo al peso medio de cien semillas (g). El coeficiente de correlacién R* vale
0,9858. Esta formula es valida con valores de P;o comprendidos entre 0,21 y 0,5 g.

La férmula [10] ha sido realizada con tan solo 4 muestras originarias del Lote 1, lo que
limita su extrapolacién a otros Lotes o a mas semillas de cebolla (4/lium cepa L.).

La gran variabilidad en peso de las semillas de este Lote puede provenir de una
componente genética de la variedad. En efecto, como se trata de una variedad local, que son
variedades ya estabilizadas pero ain con cierto grado de variabilidad intravarietal, las plantas
madres pueden producir semillas de caracteristicas intrinsecas mas heterogéneas.
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También, otra explicacion a esta variabilidad en peso de las semillas, podria ser que la
maduracion este ligada con el peso de la semillas. En efecto, tras el anélisis al TZ de este
Lote, se detectd un gradiente de madurez en esas mismas. Podria ser que las semillas mas
pesadas correspondan a las semillas mas maduras y viables mientras que las semillas ligeras
serian las semillas menos maduras con menos reservas y con un embrion subdesarrollado.

El tratamiento con GA3 10 mg-L" por fraccion de semillas, con el cual se esperaban
diferencias de respuestas en funcion del tamafio de las semillas, no ha tenido el efecto
esperado (Tabla 13.). Este ensayo confirma los resultados anteriormente presentados. El GAs,
a la concentracion de 10 mg-L'1 mejora la uniformidad de germinacion pero no mejora el
porcentaje de germinacion. El efecto se nota mas en las semillas de mayor peso y calidad. En
efecto, existe una interaccion significativa entre la fraccion de semilla obtenida con el
separador de semilla y el tratamiento con GAj;. En semillas de mayor peso, se ve mas afectado
el porcentaje de germinacion que baja con el tratamiento, pero se obtienen diferencias
significativas en la uniformidad de germinacion que se mejora al tratar con GAs, pero esto
solo con las semillas de mayor peso.
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Tabla 10. Comparacion del porcentaje de germinacion al dia 6 y 12, del tiempo medio para el
25 % de germinacion (Tps), de la velocidad de germinacion (VG), de la
uniformidad de germinacion al dia 12 (Uj,) y del indice de Timpson (T;) de
semillas de cebolla (4/lium cepa L.) del Lote 1 separadas visualmente por tamario.
Dentro de cada columna, los valores medios seguidos por la misma letra no
presentan diferencias significativas (p < 0,05) con la prueba Z.

_ | GERMINACION (%) :
TAMANO - : T,s (dias) | VG (dias™) Unz Ti
DIA 6 DIA 12
Pequeiias 10° 20° - 14,7 33 124
Medianas 38 46° 5,5 18,5 46,1 351
Grandes 50° 56* 5,1 18,4 449 424
60
50
40

GERMINACION (%)
W
(e

[\
=)

10

,_.
[\
w
N

5 6 7 8 9 10 11 12
TIEMPO (dias)

Fig. 24. Germinaciéon de semillas de cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 separadas
visualmente por tamafio: 1, semillas pequefias; 2, semillas medianas y 3, semillas
pesadas.
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Fig. 25. Porcentaje de germinacion a los 6 y 12 dias de semillas de cebolla (4//ium cepa L.)
del Lote 1 separadas visualmente por tamafio: 1, semillas pequenas; 2, semillas
medianas y 3, semillas pesadas.
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Tabla 11.

Peso medio de 100 semillas (Pj9) por fracciones del peso total de las muestras de
semilla obtenidas con varias corrientes de aire del separador densimétrico de
semillas.

CORRIENTE DE . PORCENTAJE EN
FRACCION P00 (8)
AIRE PESO
1 34 0,27
2 44 0,37
75
3 20 0,36
4 2 0,50
1 27 0,28
2 43 0,31
80
3 24 0,36
4 6 0,50
1 17 0,21
2 20 0,32
85
3 37 0,34
4 26 0,50
Tabla 12. Comparacion del porcentaje de germinacion al dia 6 y 12, de la velocidad de

germinacion (VG), de la uniformidad de germinacion al dia 12 (U;,) y del indice de
Timpson (T;) de diferentes fracciones de semillas de cebolla (4l/lium cepa L.) del
Lote 1 separadas por corriente de aire. Dentro de cada columna, los valores medios
seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas (p < 0,05).

, o GERMINACION (%) 4
FRACCION | Pioo - - VG (dias™) U T;
DIiA 6 DiA 12
1 0,21 22.75° 28,25° 17,3 41,2% 204¢
2 0,32 29,75° 41,75° 16,3 37,6% 288"
3 0,34 31,75° 47,75° 15,5 34,5% 313°
4 0,5 41° 64% 15,4 33,7° 417%

P90, peso medio de cien semillas (g).
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Fig. 26. Germinacion de diferentes fracciones de semillas de cebolla (4l//ium cepa L.) del Lote
1 separadas por corriente de aire: 1, semillas ligeras (Pjo0 = 0,21 g); 2, semillas de
peso medio (Pjoo = 0,32 g); 3, semillas con un Pjop = 0,32 g y 4, semillas mas pesadas
(P]O() = 0,5 g)
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Fig. 27. Porcentaje de germinacion a los seis y doce dias de diferentes fracciones de semillas
de cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 separadas por corriente de aire: 1, semillas
ligeras (Pjo0 = 0,21 g); 2, semillas de peso medio (P19 = 0,32 g); 3, semillas con un
P00 = 0,32 g y 4, semillas mas pesadas (Pjgo = 0,5 g).
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Fig. 28. Porcentaje de germinacion en funcion del peso medio de cien semillas (Pjo0) de
fracciones de semillas del Lote 1 separadas por corriente de aire y correlacion entre
ellos.
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Tabla 13. Comparacion del porcentaje de germinacion al dia 6 y 12, de la velocidad de
germinacion (VGQ), de la uniformidad de germinacion al dia 12 (Uj,) y del indice de
Timpson (T;) de diferentes fracciones de semillas de cebolla (A/lium cepa L.) del
Lote 1 separadas por corriente de aire forzado y tratadas con GAj3. Dentro de cada
columna, los valores medios seguidos por la misma letra no presentan diferencias
significativas (p < 0,05).

ENSAYO GERMINACION (%)
1 4 4 VG U12 Ti
P00 (2) GA; (mg-L™) DIiA 6 DIiA 12

0 22,5¢ 28°f 17,2* | 40,7 | 202
0,21

10 17,25 23,25" 16,9 | 39,4 | 1659

0 29,75% 41,75% 16,3* | 37,6 | 287"
0,32

10 26,75 36% 17,4* | 40,8 | 261°

0 31,75%¢ 47,75 15,5 | 34,5 | 313°
0,34

10 39,5% 49,75% 17,3* | 41,2* | 360%®

0 412 64 15.4* | 33,7° | 417°
0,5

10 40 58° 16,8* | 39,2 | 410°
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3.5. ENSAYO TOPOGRAFICO AL TETRAZOLIO

Los resultados del analisis de viabilidad al TZ estan presentados en las Tablas 14 y 15.

En el ensayo al TZ de ambos Lotes, se ha detectado la falta de madurez del embrion
que a menudo no tiene el cotiledon completo. Esto se puede explicar por una cosecha y/o
deshidratacion demasiado temprana que no permitio a las semillas madurar hasta el desarrollo
completo del embrion.

También un estrés hidrico durante la fase final de maduracion del embrion puede
haber impedido la translocacion de los nutrientes desde las hojas hasta las semillas. La causa
del estrés hidrico pudiendo ser de origen abidtico (problema de riego, clima) o biodtico (ataque
de la planta madre por fitopatdgenos o plagas).

Las semillas viables sin sintomas de debilidad de la primera variedad representan el 25
% del Lote 1. Las semillas viables y de grado de madurez suficiente pero deterioradas
constituyen el 27,5 % de este mismo Lote.

El alto porcentaje de semillas débiles en ambos Lotes se podria explicar por el elevado
contenido en humedad de esas semillas y a la duracién del almacenamiento de las semillas.
En efecto, a fecha del ensayo, los Lotes llevaban 5 meses de almacenamiento a 7 °C, pero con
un contenido en humedad mayor de 11 %. El almacenamiento con este contenido en humedad
pueden haber afectado sensiblemente el vigor aunque la temperatura de almacenamiento este
adecuada a la conservacion.

La fraccion de semillas inmaduras se lleva el 47,5 %de las semillas. El Lote 2 tiene 63
% de semillas viables y las semillas inmaduras representan casi la totalidad del porcentaje de
semillas muertas en el momento del analisis.

En conclusion del anélisis al tetrazolio, se puede decir que el mayor defecto del Lote
de semillas es la falta de maduracion de las semillas cuyo embrion no ha alcanzado una
madurez suficiente para permitir la germinacion o al menos cuyo vigor se encuentra muy
afectado. Esto puede ser la causa de la dificil mejora del Lote 1. También puede la
explicacion de las diferencias encontradas entre las fracciones de semillas de densimetria
creciente. Las semillas mas pesadas deben representar a la vez la fraccion de semillas mas
madura con el embrion bien desarrollado.

En fin, la razén de la falta de germinacion de este Lote es la falta de madurez de sus
semillas cuyo desarrollo esta incompleto.
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Tabla 14. Porcentaje de viabilidad en semillas de cebolla (A/lium cepa L.) de los Lotes 1 y 2.

VIABILIDAD LOTE 1 LOTE 2
Viables
25 31,5
52,5 63

Débiles

27,5 31,5
Muertas 47.5 37
TOTAL 100 100
Germinacion 45 49
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Tabla 15. Porcentaje de maduracion de las estructuras de semillas de cebolla (4llium cepa L.)
de los Lotes 1 y 2.

MADURACION (PRESENCIA DEL TEJIDO) LOTE 1 LOTE 2
Cotiledon 61,5 65
Primordio

) 75 75,5

caulinar
Radicula 79,5 82
Tejido
. 87,5 87
nutritivo
Tejido
nutritivo sin
desarrollar
Total semillas inmaduras 38,5 35
Germinacion 45 49
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4. CONCLUSIONES

De los tratamientos de mejora de las semillas de cebolla (A//ium cepa L.) de Lote 1, la
separacion de semillas por su densidad y los acondicionamientos osmdéticos y matricos son los
que mejores resultados han dado.

El ensayo de viabilidad al tetrazolio destaco la falta de maduracion de las semillas. Esa
falta de maduracion debe ser la razon por la que en la separacion de semillas se han obtenido
buenos resultados. Las semillas de mayor densidad y peso ciertamente son las mas maduras y
mas vigorosas. Un ensayo de viabilidad al TZ de cada fraccién obtenida con la separacion
densimétrica hubiera permitido confirmar esta hipdtesis. La ventaja de la separacion es de
obtener diferentes sublotes de semillas de que se pueden manejar en funcion de su calidad. La
falta de maduracion es la barrera principal a la mejora de este Lote.

En efecto, se ha observado que el acondicionamiento matrico permite mejorar de
manera significativa la calidad de las semillas mas deterioradas pero no la de semillas de
mayor calidad germinativa que son las semillas de mayor peso. Entonces, este tratamiento es
el mas aconsejable para los Lotes de peor calidad. El acondicionamiento matrico mas
adaptado es en el que se utiliza una proporcidon semilla: matriz: agua de 1:10:1 o 1:10:1,5
durante un periodo de seis dias. La explicacion que las semillas mas deterioradas responden
mejor al acondicionamiento puede ser que este proceso ayude al desarrollo y a la maduracién
del embrion mientras que en semillas méas pesadas y de mayor calidad, el embrion ya
desarrollado sufre dafos irreversibles debidos al inicio del proceso de germinacion.

En las semillas de mayor peso y calidad, solo se han logrado pequefias mejoras de la
capacidad germinativa. Las mejoras se han observado sobre todo en la velocidad y la
uniformidad de germinacion, es decir, en el vigor.

Es con el acondicionamiento osmotico que se logro la mayor uniformidad y velocidad
de germinacién. El PEG no se debe usar en el acondicionamiento de semillas de cebolla
(Allium cepa L.). Las semillas osmoacondicionadas con la disolucion de KNO; de0,3 M y el
agua desionizada durante 96 h son las que mejores indices de germinacion han obtenido. Por
otro lado, las mayores tasas de germinacion se han obtenido con las mismas soluciones, pero
durante 48 h.

Una duracion de osmacondicionamiento mayor de 48 h afecta la tasa de germinacion,
la explicacion es que las semillas ya entran en germinacion después de este periodo y sufren
cambios irreversibles que las hacen sensibles al proceso de desecacion subsiguiente al
acondicionamiento. La solucién a este problema podria ser bajar la temperatura a la que se
realiza el acondicionamiento para ralentizar el proceso de germinacion. También se puede
intentar aumentar el potencial osmético por encima de -1,1 MPa, este potencial siendo el
potencial minimo para permitir la germinaciéon de semillas de cebolla (Allium cepa L.)
(BREWSTER, 2001).
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El hecho que el agua desionizada ha sido una de las soluciones que han dado los
mejores resultados en el osmoacondicionamiento abre la posibilidad que una pre-imbibicion
de una duracion mayor de 48 h puede ser el mejor tratamiento para las semillas de cebolla
(Allium cepa L.). En efecto, como el ensayo de pre-hidratacion se realizo hasta maximo 24 h
de imbibicion, es muy posible que sea mayor el efecto del tratamiento por encima de este de
periodo, por lo visto con el acondicionamiento osmético utilizando agua desionizada.
También es muy posible que el sistema de pre-imbibicion utilizado no habré sido adaptado al
acondicionamiento de semillas de por su dificil control de la oxigenacion de las semillas
aunque se haya observado una bajada de la contaminacién de las semillas por los micro-
organismos.

El acondicionamiento hormonal ayuddé a mejorar la uniformidad de las semillas,
usando GAj; a concentraciones entre 10 y 50 mg-L'l. Por encima de estas concentraciones no
se debe usar porque disminuye el porcentaje de germinacion de las semillas y por debajo, no
se observan diferencias con el testigo en la germinacion.

Las semillas de mayor peso responden mejor al tratamiento con acido giberélico,
mientras que en semillas mas pequefas, no se observan mejoras en la germinacion con el este
tratamiento. Por lo tanto, es muy posible que el acido giberélico tenga mas efecto en semillas
bien desarrolladas y maduras.

Las mejoras con el GAj son muy pequeias. Esto se puede explicar que las semillas de
cebolla (4l/lium cepa L.) tienen una dormicién muy ligera que se elimina con unas semanas de
conservacion en seco (BREWSTER, 2001) en la que ciertamente influye poco el acido
giberélico. ELLIS et al. (1985) detallan los tratamientos con GA3 como poco efectivos sobre
la dormilén de semillas de cebolla (A/lium cepa L.) y aconsejan mas bien un tratamiento con
frio para eliminar una eventual dormicion de esas semillas. En cudnto a la mejora de la
uniformidad de germinacidn, el acondicionamiento osmotico se adapta mejor a la aplicacion
practica, ya que pequeflos cambios en la concentracion de GAj; pueden dar resultados
contrarios a lo esperado.

En conclusion, se puede decir que si se ha logrado mejorar este Lote a posteriori de la
cosecha. La mejora del Lote se realizo gracias a la separacion de semillas. Como la separacion
se realizd con un solo Lote, no se puede extender la hipdtesis que la separacion densimétrica
de semillas de cebolla (4/lium cepa L.) da resultados en todos los lotes. Habria que intentar
averiguar esta hipdtesis analizando extendiendo esta investigacion a mas Lotes y variedades
de cebolla (Allium cepa L.).

Para mejorar la wuniformidad y acelerar la germinaciéon, se aconseja el
acondicionamiento osmotico con agua desionizada o con KNO;3 0,3 M durante entre 48 y 96
horas.

En casos de semillas muy deterioradas, como en el caso de las semillas mas ligeras del
Lote 1, el acondicionamiento matrico ayuda a mejorar el porcentaje de germinacion de esas
semillas. Se puede realizar utilizando Algalita® como matriz en la proporcién S:M:A en
volumen de 1:10:1,5 durante 6 dias.
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ANEXO I: ANALISIS ESTADISTICO



I. ANALISIS ESTADISTICO

I.1. TRATAMIENTO HORMONAL

Tabla 16. Analisis de varianza (ANDEVA) del T,s (dias) de las semillas de cebolla (4l/lium
cepa L.) segun la concentracion en GAs. FV, Fuentes de variacion; GL, grados de
libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P,

probabilidad.
FV GL SC CM F
Concentracion 3,814 0,763 6,99%*
Error 6 0,655 0,109
Total 11 4,469

ns diferencias no significativas

*

diferencias significativas (p < 0,05)

**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#* diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 17. Anélisis de varianza de la velocidad de germinacion (dias™) de las semillas de
cebolla (Allium cepa L.) segin la concentracion en GAs. FV, Fuentes de variacion;
GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba

F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM
Concentracion 5 10,717 2,143*
Error 6 2,22 0,37
Total 11 12,937

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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Tabla 18. Analisis de varianza de uniformidad de germinacién de las semillas de cebolla
(Allium cepa L.) segin la concentraciéon en GAs. FV, Fuentes de variacion; GL,
grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de
Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Concentracion 5 152,28 30,46 6,1%*
Error 6 29,97 5
Total 11 182,2

ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 19. Analisis de varianza del indice de Timpson de las semillas de cebolla (4/lium cepa
L.) seglin la concentracion en GA;. FV, Fuentes de variacion; GL, grados de
libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P,

probabilidad.
FV GL SC CM F
Concentracion 5 19206 3841 5,99*
Error 6 3845 641
Total 11 23051

ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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I.2. ACONDICIONAMIENTO OSMOTICO

Tabla 20. Analisis de varianza del porcentaje de germinacion al dia seis de la fraccion de
semillas pesadas de cebolla (4l/lium cepa L.) del Lote 1 segin la duracion y las
disoluciones (agua desionizada, KNO; 0,1 y 0,3 M). FV, Fuentes de variacion; GL,
grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de

Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Disolucion 2 12,67 6,33 0,11ns
Tiempo 278 139 2,33ns
Disoluciéon-Tiempo 4 583,33 145,83 2,45ns
Error 27 1609 59,59
Total 35 2483
ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
** diferencias muy significativas (p < 0,01)
skksk

diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 21. Analisis de varianza del porcentaje de germinacion al dia doce de la fraccion de

semillas pesadas de cebolla (4//ium cepa L.) del Lote 1 segin la duracion y las
disoluciones (agua desionizada, KNO; 0,1 y 0,3 M). FV, Fuentes de variacion; GL,
grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de
Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Disolucion 2 80,67 40,33 0,87ns
Tiempo 474 237 5,11°%
Disolucion-Tiempo 4 411,33 102,83 2,22ns
Error 27 1253 46,41
Total 35 2219
ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
** diferencias muy significativas (p < 0,01)
skeskosk

diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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Tabla 22. Anélisis de varianza de VG (dias™) de la fraccién de semillas pesadas de cebolla
(Allium cepa L.) del Lote 1 segun la duracion y las disoluciones (agua desionizada,
KNO; 0,1 y 0,3 M). FV, Fuentes de variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de
cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Disolucion 2 7,421 3,71 2,09ns
Tiempo 85,711 42,855 24,13***
Disolucién-Tiempo 4 20,144 5,036 2,84*
Error 27 47,96 1,776
Total 35 161,236

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#* diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 23. Analisis de varianza del coeficiente de uniformidad de la fraccién de semillas
pesadas de cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 segin la duracion y las disoluciones
(agua desionizada, KNO; 0,1 y 0,3 M). FV, Fuentes de variacion; GL, grados de
libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P,

probabilidad.
FV GL SC CM F
Disolucion 2 38,57 19,29 1,25ns
Tiempo 1204,11 602,06 39,16%**
Disolucion-Tiempo 4 122,19 30,55 1,99ns
Error 27 415,08 15,37
Total 35 1779,96

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#*  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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Tabla 24. Analisis de varianza del indice de Timpson de la fraccién de semillas pesadas de
cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 segin la duracion y las disoluciones (agua
desionizada, KNO; 0,1 y 0,3 M). FV, Fuentes de variacion; GL, grados de libertad,
SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P,

probabilidad.
FV GL SC CM F
Disolucion 2 5281 2640 0,77ns
Tiempo 32289 16144 4,773%*
Disolucién-Tiempo 4 36189 9047 2,65ns
Error 27 92193 3415
Total 35 16595

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#* diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 25. Analisis de varianza del coeficiente de uniformidad de la fraccion de semillas
pesadas de cebolla (A/lium cepa L.) del Lote 1 segiin los tratamientos realizados.
FV, Fuentes de variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM,
cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Tratamiento 18 17711,3 984 26,22%**
Error 57 21389 37,5
Total 75 19850,1

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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Tabla 26. Analisis de varianza de VG (dias™) de la fraccién de semillas pesadas de cebolla
(Allium cepa L.) del Lote 1 segun los tratamientos realizados. FV, Fuentes de
variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios;
F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Tratamiento 18 1087,41 60,41 33,71%%*
Error 57 102,15 1,79
Total 75 1189,5

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

**%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 27. Analisis de varianza del indice de Timpson de la fraccién de semillas pesadas de
cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 segun los tratamientos realizados. FV, Fuentes
de variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados

medios; F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Tratamiento 18 2292773 127376 51,39%**
Error 57 141286 2479
Total 75 2434058

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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I.3. ACONDICIONAMIENTO MATRICO

1.3.1. FRACCION DE SEMILLAS LIGERAS

Tabla 28. Analisis de varianza del porcentaje de germinacion al dia seis de la fraccion de
semillas ligeras de cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 segin la duracion y las
proporciones semilla: matriz: agua. FV, Fuentes de variaciéon; GL, grados de
libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P,

probabilidad.
FV GL SC CM F
Proporcion 2 7 3,5 0,1ns
Tiempo 1 748,17 748,17 20,62%**
Proporcion-Tiempo 2 10,33 5,17 0,14ns
Error 18 653 36,28
Total 23 1418,5

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#* diferencias altamente significativas (p < 0,001)

1.3.2. FRACCION DE SEMILLAS PESADAS

Tabla 29. Analisis de varianza del porcentaje de germinacion al dia seis de la fraccion de
semillas pesadas de cebolla (4//ium cepa L.) del Lote 1 segin la duracion y las
proporciones semilla: matriz: agua. FV, Fuentes de variacion; GL, grados de
libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P,

probabilidad.
FV GL SC CM F
Proporcion 2 470,22 235,11 28,05%**
Tiempo 2164,22 1082,11 24, 57x**
Proporcion-Tiempo 4 983,11 245,78 5,58%*
Error 27 1189 44,04
Total 35 6806,56

ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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Tabla 30. Analisis de varianza del porcentaje de germinacion al dia doce de la fraccion de
semillas pesadas de cebolla (4l/lium cepa L.) del Lote 1 segin la duracion y las
proporciones semilla: matriz: agua. FV, Fuentes de variacion, GL, grados de
libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P,

probabilidad.
FV GL SC CM F
Proporcion 2 20,22 510,11 11,38%***
Tiempo 2 2664,22 1332,11 29,72%%*
Proporcion-Tiempo 4 315,78 78,94 1,76ns
Error 27 1210 44,81
Total 35 5210,22

ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#* diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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I.4. SEPARACION DE SEMILLAS

Tabla 31. Analisis de varianza del porcentaje de germinacion al dia 6 de de semillas de
cebolla (Allium cepa L.) del Lote 1 segin la fraccion y la concentracion en GAs.
FV, Fuentes de variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM,
cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Concentracion 1 1,53 1,53 0,02ns
Fraccion 3 1921,34 640,45 10,2%*%*
Concentracion-Fraccion 3 199,09 66,36 1,06ns
Error 24 1506,75 62,78
Total 31 3628,72

ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 32. Analisis de varianza del porcentaje de germinacion al dia 12 de de semillas de
cebolla (4llium cepa L.) del Lote 1 segin la fraccion y la concentracion en GAs.
FV, Fuentes de variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM,
cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Concentracion 1 108,78 108,78 2,64ns
Fraccion 3 5361,84 1787,28 43,34%*
Concentracion-Fraccion 3 87,34 29,11 0,71ns
Error 24 989,75 41,24
Total 31 6547,72

ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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Tabla 33. Anélisis de varianza de VG (dias™) de semillas de cebolla (4llium cepa L.) del Lote
1 segun la fraccién y la concentracion en GAs. FV, Fuentes de variacion; GL,
grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba F de

Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Concentracion 1 7,3153 7,3153 12,66**
Fraccion 3 4,8984 1,6328 2,82ns
Concentracion-Fraccion 3 5,7684 1,9228 3,33%
Error 24 13,8725 0,578
Total 31 31,8547

ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
** diferencias muy significativas (p < 0,01)

***  diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 34. Analisis de varianza del coeficiente de uniformidad de semillas de cebolla (4//ium
cepa L.) del Lote 1 segun la fraccion y la concentracion en GAjz. FV, Fuentes de
variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios;

F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Concentracion 1 90,182 90,182 9,98%**
Fraccion 3 67,533 22,511 2,49ns
Concentracion-Fraccion 3 84,431 28,144 3,12%
Error 24 216,828 9,034
Total 31 458,957

ns diferencias no significativas
* diferencias significativas (p < 0,05)
**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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Tabla 35. Analisis de varianza del indice de Timpson de semillas de cebolla (4/lium cepa L.)
del Lote 1 segun la fraccion y la concentracion en GA3.FV, Fuentes de variacion;
GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios; F, prueba

F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Concentracion 1 351 351 0,13ns
Fraccion 3 224841 74947 28,09%**
Concentracion-Fraccion 3 8577 2859 1,07ns
Error 24 64029 2668
Total 31 297798

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#*  diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 36. Anélisis de varianza de VG (dias™) de semillas de cebolla (4/lium cepa L.) del Lote
1 segun la fraccion obtenidas con la corriente de aire forzado. FV, Fuentes de
variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados medios;
F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Fraccion 3 9,647 3,216 5,1%
Error 12 7,573 0,63
Total 15 17,219

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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Tabla 37. Analisis de varianza del coeficiente de uniformidad de semillas de cebolla (4//ium
cepa L.) del Lote 1 seglin la fraccion obtenidas con la corriente de aire forzado. FV,
Fuentes de variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM,
cuadrados medios; F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Fraccion 3 137,44 45,81 4,98%*
Error 12 110,35 9,2
Total 15 247,79

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

** diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Tabla 38. Analisis de varianza del indice de Timpson de semillas de cebolla (4/lium cepa L.)
del Lote 1 seglin la fraccion obtenidas con la corriente de aire forzado. FV, Fuentes
de variacion; GL, grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM, cuadrados

medios; F, prueba F de Fisher y P, probabilidad.

FV GL SC CM F
Fraccion 3 92069 30690 13,58%**
Error 12 27120 2260
Total 15 119189

ns diferencias no significativas

* diferencias significativas (p < 0,05)

**  diferencias muy significativas (p < 0,01)

*#%  diferencias altamente significativas (p < 0,001)
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