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RESUMEN

1. RESUMEN

Ante el crecimiento exponencial de la poblacion mundial, las restricciones en las tierras
cultivables, el cambio climéatico y las nuevas regulaciones que limitan el uso de insumos,
surge la necesidad de explorar alternativas sostenibles para mejorar la capacidad
productiva de los cultivos. Este estudio contribuye a la busqueda de soluciones
innovadoras que puedan hacer frente a estos desafios, promoviendo practicas agricolas

mas eficientes y respetuosas con el medio ambiente.

Dentro de estas soluciones encontramos el priming o estimulacién de semillas que es un
técnica prometedora y barata para poder mejorar la capacidad productiva de los cultivos.
En la actualidad, existe un gran nimero de técnicas de priming. En esta investigacion se
evaluo6 la respuesta en semillas de trigo blando y cebada de dos carreras a la aplicacion
de estimulaciéon mediante radiacion UV y/u ozono a bajas dosis, asi como tras la
utilizacion de nutripriming, técnica consistente en sumergir las semillas en diferentes

soluciones de nutrientes, en este caso boro, zinc y hierro.

En todas las técnicas estudiadas, se llevd a cabo inicialmente un ensayo de crecimiento
en placa (in vitro), seguido de un ensayo en bandejas de alveolos para evaluar el impacto
de los tratamientos en diversos pardmetros biométricos. En el caso del nutripriming, se
realiz6 un ensayo adicional en condiciones de riego deficitario, con el objetivo de evaluar

su eficacia en condiciones de estrés hidrico.

En el andlisis de las técnicas priming utilizando UV y ozono, se observaron mejoras
significativas en la longitud de radicula por ambas técnicas en el ensayo en placa para
ambos cultivos. Sin embargo, estos resultados positivos no se reflejaron de manera
consistente en el ensayo en bandeja. En cuanto al nutripriming se identificaron mejoras
significativas en la longitud de plumula en la cebada para los tres nutrientes bajo
condiciones de capacidad de campo. Estas mejoras no se observaron en condiciones de

estrés hidrico en cebada, ni en el trigo bajo ninguna de las dos condiciones estudiadas.
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RESUMEN

Aunque las técnicas utilizadas no han demostrado ser completamente efectivas, los
resultados positivos obtenidos, respaldados por investigaciones previas, revelan un cierto
potencial que justifica una investigacion mas amplia en futuros experimentos. Este
analisis podria incluir la evaluacion de diversas variedades o incluso la aplicacion a otros

cultivos.
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INTRODUCCION

2.INTRODUCCION
2.1 SITUACION ACTUAL

Se estima que para el afio 2050, la poblacion mundial llegara a 9000 millones de personas
(ONU, 2022). Esto significa que aumentard en 1000 millones respecto a los nimeros
actuales (Worldometer, 2023). Este incremento de la poblacion, unido a un aumento del
nivel de vida de paises en vias de desarrollo, provocard un aumento de las necesidades
alimentarias de entre un 35 y un 56% (Van Dijk et al, 2021). Las tierras cultivables del
planeta son limitadas, de las cuales practicamente todas estan actualmente en produccion,
por lo que la solucién para alimentar a la poblacion futura debe proceder de una

intensificacion progresiva y sostenible de la agricultura (FAO 2023).

Ademas del crecimiento de la poblacion, hay otro factor preocupante: el cambio
climatico. Este fenomeno provoca grandes pérdidas de cosechas, debido, principalmente
a las sequias. Estas sequias no solo ocurren a nivel local, como ocurria en el pasado, sino
a nivel mundial. Esto significa que, aunque vivamos en un mundo globalizado en el que
una region con mala cosecha puede comprar alimentos a otra region, si las malas cosechas
son mundiales o en areas muy extensas, se generara un gran déficit de alimentos ese afio

(IPCC, 2022).

Junto a los problemas demograficos y climaticos, también existen desafios de indole
politica, tanto a nivel comunitario como nacional. A nivel europeo, el Pacto Verde (Green
Deal), y en concreto la estrategia “De la Granja a la Mesa” establecen una reduccion de
un 50% en el uso de productos fitosanitarios y un 25% de los fertilizantes quimicos de
sintesis (Farm to Fork Strategy, 2020). Esto, afiadido a la continua prohibicion de materias
activas (EFSA 2023), hace cada vez mas dificil el control de plagas, enfermedades y

malas hierbas que reducen las producciones.

Con respecto a la fertilizacion, en Espafia, cada vez hay mas "Zonas Vulnerables a la
Contaminacion por Nitrogeno de Origen Agrario" (MAPA, 2022), lo que ha obligado a
una reduccion de la fertilizacion nitrogenada en estas areas. Esta medida ha ocasionado,
en muchos casos, una disminucion en la produccion, debido a la falta de aplicacion de las

unidades de nitrogeno necesarias para satisfacer las demandas del cultivo.
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En vista de todos estos desafios, es fundamental encontrar nuevas férmulas que permitan
incrementar o, por lo menos, mantener las cosechas en este nuevo marco legislativo,
climatico y demografico, especialmente en cultivos clave por su importancia en la
alimentacion. Dentro de estos cultivos, destacan, especialmente en Castilla y Leon, y

también en Espana el trigo y la cebada

2.2 IMPORTANCIA Y SITUACION DEL CULTIVO DE TRIGO Y CEBADA
EN ESPANAY CASTILLA Y LEON

En el afo 2022, en Espafia se sembraron 1.903.557 ha de trigo blando, de las cuales un
10 % fueron en regadio y un 90% en secano. En cuanto a la cebada, para el mismo afio,
se sembraron 2.533.410 ha de las cuales un 9,6% fueron regadio y un 90,4% secano. Por

lo tanto, entre los dos cultivos representan mas del 26% de la superficie agricola nacional

(MAPA 2022).

Ademas, Espafia es un pais deficitario en la produccion de trigo y cebada. En el caso del
trigo, la balanza comercial, es decir, la diferencia entre importaciones y exportaciones fue
negativa en 3.676.000 toneladas en el afio 2021. En cuanto a la cebada, la balanza
comercial fue negativa en 233.000 toneladas. Estos datos representan una pérdida
econdmica significativa y, lo que es mas importante, demuestran una dependencia de

terceros paises. (MICT, 2021).

Para poder explicar mejor la situacion actual, es necesario centrarse en una region
concreta, ya que en Espafia contamos con diversas regiones agrarias, muy diferentes entre
ellas. Con respecto a Castilla y Leon, esta region es referente nacional en la produccion
de cereales, representando el 45% de la produccion nacional de trigo y el 31% de cebada.
Estos cereales se cultivan principalmente en secano, por lo que la produccion es
dependiente de las condiciones agroclimaticas de cada afio, principalmente de las lluvias

de primavera (JCYL, 2022).

En esta region, se observan afios con notables reducciones en la produccion (Figuras 1.1
y 1.2). Estas malas cosechas son consecuencia de la escasez de lluvias durante la

primavera, lo que provoca un significativo estrés hidrico en los cultivos de trigo y cebada.
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Este déficit de precipitaciones tiene un impacto negativo en el potencial productivo de las
plantas, llegando incluso al punto en que en algunas parcelas resulta poco rentable

econdmicamente llevar a cabo la cosecha para los agricultores.
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Figura 1.1: evolucion de la produccion de cebada en Castilla y Ledn (Anuario Estadistica Agraria JCYL,

2021).
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Figura 1.2: evolucion de la produccion de trigo en Castilla y Ledn (Anuario de Estadistica Agraria JCYL,
2021).

En cuanto a la extension de tierras de cultivo, es notable que en Castilla y Leon, a pesar
de enfrentar estas dificultades, la superficie destinada al cultivo de trigo y cebada no ha
sufrido muchas variaciones (figuras 1.3 y 1.4). En el caso del trigo, se ha observado un
aumento en la superficie cultivada, mientras que en el caso de la cebada, se ha registrado
una disminucion. Sin embargo, la suma total de ambas areas de cultivo se ha mantenido

constante en el periodo analizado.

Alumno/a: Alvaro Iglesias Ganado i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Grado en Ingenieria Agricola y del Medio Rural



MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

INTRODUCCION

Superficie (ha)
1.600.000
1.400.000
1.200.000
1.000.000

800.000 _—

600.000

400.000

200.000

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 1.3: evolucion de la superficie de cebada en Castilla y Ledn (Anuario de estadistica agraria JCYL,

2021).

Superficie (ha)
1.000.000
900.000
800.000
700.000
600.000
500.000
400.000
300.000
200.000
100.000

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 1.4: evolucion de la superficie de trigo en Castilla y Ledén (Anuario de estadistica agraria JCYL,
2021).
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2.3 POSIBLES ESTRATEGIAS AGRICOLAS ANTE LA SITUACION
PLANTEADA

Una vez analizados en los puntos anteriores, tanto la importancia del cultivo de trigo y
cebada en Castilla y Leon y Espaa, asi como la problematica a la que se enfrenta su
produccion, cabe realizar un estudio sobre las posibles opciones disponibles para intentar
solventar, o al menos minimizar, los impactos derivados de estas circunstancias.

Presentamos aqui las mas representativas:

- Aumentar las zonas de regadio. En el caso de los cereales de invierno, en Castilla y
Leodn se ha observado que la produccion casi se duplica al aplicar riego (JCyL, 2021).
Sin embargo, esta opcidon plantea una serie de problemas, ya que requeriria la
expansion de las comunidades de regantes y el incremento de la capacidad de
almacenamiento de agua en las cuencas hidrograficas. Ademas, esta medida conlleva
un importante impacto ambiental que, debido a las restricciones establecidas por las
normativas europeas, resulta complicada implementar en la actualidad. Ademas,

representa un desafio econdmico considerable para las autoridades competentes.

- Mejorar las practicas culturales por parte de los agricultores, junto con la
implementacion de avances tecnoldgicos en los insumos que utilizan. Los
agricultores no siempre poseen los conocimientos necesarios para optimizar su
produccion, lo que resulta en decisiones erroneas que afectan negativamente sus
rendimientos. La capacitacion de los agricultores y la obligacion de recibir
asesoramiento por parte de técnicos pueden ser estrategias efectivas para mejorar la
produccion agricola (Ramos e Izquierdo, 2018). Ademas, la tecnologia continta
evolucionando en los insumos agricolas, lo que conlleva mejoras significativas en

areas como la fertilizacion, la proteccion de cultivos, la siembra, etc.

- La mejora genética. En el pasado, debido a la mejora genética se aument6 la
produccion potencial de los cultivos en un 1 % anual (Noleppa y Cartsburg, 2021).
Con las nuevas técnicas de mejora se espera poder aumentar mdas rapido la
produccion. Es importante destacar que el uso de cultivos transgénicos en campo esta

actualmente prohibidos en la Union Europea, a excepcion del maiz Bt. La legislacion
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en Europa en torno a los cultivos transgénicos es compleja y el cultivo de variedades

modificadas genéticamente es una practica poco comun (CE, 2016).

- Mejoras biotecnoldgicas en el material de reproduccion. Dentro de las mismas, una
de las mas interesantes es la aplicacion de la técnica conocida como seed priming,
que consiste en la manipulacion o alteracion de la actividad metabdlica de la semilla
antes de la germinacion. El objetivo es mejorar algunos aspectos germinativos, con

el fin ultimo de mejorar la produccion (Sher et al., 2019).

2.4 SEED PRIMING

El seed priming es una técnica prometedora y barata encaminada a mejorar la
germinacion, el crecimiento y, por tanto, la producciéon de los cultivos. Para mejorar la
produccion no solo podemos fijarnos en si aumenta la capacidad productiva de los
cultivos, también podemos comprobar si mejora la eficiencia de éstos ante situaciones de
estrés, como pueden ser sequias, salinidad y golpes de calor, o incluso si hace a los
cultivos mas resistentes ante algunos patogenos (Haider et al., 2019). Por tanto, dentro
del seed priming podemos encontrar un gran numero de técnicas, en funcion de que
queramos obtener uno o varios de los siguientes objetivos: bioestimulacion, desinfeccion,

0 mejora ante situaciones de estrés.

Dentro de las técnicas mas utilizadas, destacan las siguientes: hidropriming,
osmopriming, chemical priming, hormonal priming, priming mediante campos

magnéticos, rayos gamma o microondas.:

- Hidropriming: las semillas se sumergen en agua antes de la siembra, durante un
tiempo determinado y luego se secan hasta alcanzar la misma humedad que tenian
antes de ser humedecidas. Varios estudios han demostrado que, en condiciones de
estrés o salinidad, el hidropriming mejora tanto el porcentaje de germinacion como la

longitud de las plantulas (Kaur et al., 2002).
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- Osmopriming: consiste en hidratar las semillas como en el caso anterior, pero a un
nivel controlado, lo cual desencadena algunas actividades metabodlicas
pregerminativas (Halmer, 2004). Es importante evitar la hidratacion excesiva de las
semillas, ya que podria ocasionar dafios celulares. Por esta razon, en el osmopriming
se emplean azucares o sales para reducir la absorcion de agua. Segtn los hallazgos de
Salehzade et al. (2009), el osmopriming mejora tanto el porcentaje de germinacion

como el crecimiento de las plantulas de trigo.

- Chemical priming: se introducen las semillas en una soluciéon con productos
quimicos, ya sean naturales o sintéticos, durante un tiempo determinado. Existen
numerosos productos quimicos con los que se puede realizar este proceso, algunos de
los cuales también tienen efectos fungicidas. Uno de los productos que destaca es el
quitosano. Un estudio realizado en trigo reveldé un aumento significativo tanto en el
porcentaje de germinacion como en la velocidad de germinacion, en comparacion con

el grupo de control que no recibid ningun tratamiento (Shao et al., 2005)

- Hormonal priming: las hormonas desempenan un papel fundamental en la fisiologia
de las plantas, incluida la germinacién y el desarrollo en las etapas iniciales. Por lo
tanto, al tratar las semillas con ciertas hormonas es posible superar situaciones de estrés
en las que los niveles de estas hormonas disminuyen (Yurekli et al., 2004). Las
hormonas que mas se han estudiado para el priming son las giberelinas (GAs), el acido
salicilico (SA) y el acido jasmonico (JA). En un estudio realizado en arroz, se
compararon semillas tratadas con SA con semillas no tratadas, sometiendo las
plantulas a situaciones de estrés por frio y deficiencias nutricionales. Como resultado,
se encontrd que las semillas tratadas soportaron mejor estos dos tipos de estrés

(Hussain et al., 2013).

- Priming mediante campo magnético: consiste en introducir las semillas dentro de un
campo magnético a diferentes intensidades. Estos tratamientos mejoraron aspectos
germinativos, como la velocidad de germinacién y la longitud de las plamulas de la

soja, en comparacion con el grupo de control no tratado (Shine et al., 2011)
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- Priming mediante rayos gamma: esta técnica consiste en someter las semillas a
radiacion gamma. Estos tratamientos han demostrado resultados positivos en el cultivo
de arroz, obteniendo un incremento en el porcentaje de germinacion y un aumento en
el desarrollo de la radicula de las plantulas, en comparaciéon con el grupo de control

(Macovei et al., 2014).

- Priming mediante microondas: se ha investigado como afectan tratamientos con
microondas a las semillas de cebada, encontrando que mejoraba el porcentaje de

germinacion y la velocidad de germinacion respecto al control (Iuliana et al., 2013).

Ademas de las anteriores, hay varias técnicas de priming que merecen la pena ser
destacadas, en primer lugar, aumentar los nutrientes en la semilla, por su eficacia
contrastada. En segundo, el priming mediante radiacion UV y mediante atmosfera
saturada de ozono, por su novedad. En el primer caso, dicho aumento de nutrientes se
puede conseguir mediante el conocido nutripriming, consiste en sumergir las semillas en
una solucion aireada con nutrientes inorganicos durante un tiempo determinado para que
la semilla los tome. Dada la importancia de estas técnicas de priming, se describen con

mas detalle a continuacion.

2.5 SEED PRIMING CON UV

Existen tres tipos de radiacion ultravioleta, que se dividen segun su longitud de onda: UV-
A (320-390 nm), UV-B (280-320 nm) y UV-C (menor de 280 nm). La radiacion UV-A
representa el 6,3 % de todo el espectro electromagnético que llega a la superficie terrestre
y la UV-B representa solo el 1,5% (Araujo et al., 2016). La radiacion UV-C es la mas
peligrosa, ya que provoca dafios celulares, aunque por suerte ésta es filtrada totalmente
por la capa de ozono. Este escudo también filtra gran parte de la radiacion UV-B, pero
debido a la reduccion de la capa por la contaminacion, esta radiacion cada vez es mayor
en la superficie terrestre, lo que tiene consecuencias negativas para los organismos que la

habitan (Hollosy, 2002).

Debido a esta problematica, se ha investigado bastante sobre cuales pueden ser las
consecuencias de esta radiacion para las plantas. La mayoria de estos estudios se han

centrado en coémo afecta a las plantulas o plantas adultas, pero pocos se han centrado en
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las semillas. Los trabajos desarrollados acerca de la radiacion UV en las semillas se han
centrado en analizar el efecto que las diferentes dosis de radiacién tienen en la
germinacion de €stas. En estos trabajos se ha demostrado que las dosis subletales, no solo
carecen de efectos negativos, sino que incluso mejoran algunos aspectos relacionados con
la propia germinacion (Badrize et al., 2016). A raiz de estos estudios la aplicacion de
radiacion UV paso a convertirse en una prometedora técnica de priming para mejorar los
parametros germinativos de la semilla. Esta técnica, de la que todavia no se ha estudiado
mucho, seria de muy fécil aplicacién en una planta de seleccion y envasado de semillas.
Ademads, no tendria gran coste y seria totalmente ecologica, por lo que encaja

perfectamente como una solucidn para la problemadtica actual (Semenov et al., 2020).

Como se ha mencionado anteriormente, las técnicas seed priming pueden tener tres vias
de actuacion: como bioestimulante, desinfectante o de mejora ante situaciones de estrés.
El priming con UV utilizaria las tres vias. Actlia como desinfectante, si bien es cierto que
las dosis necesarias para eliminar por completo los posibles patogenos son muy elevadas,
lo cual resulta perjudicial para la germinacion. Por lo tanto, como desinfectante, no se han
obtenido resultados satisfactorios (Anarbaeb et al., 2021). El efecto bioestimulante ha
sido demostrado en algunos estudios, reduciendo el tiempo de germinacion y aumentando
la longitud de radicula (Semenov et al., 2020). En cuanto a las situaciones de estrés, ya
sea de origen abidtico o bidtico, una germinacion mas rapida y un mayor crecimiento
tanto de la plimula como de la radicula puede mitigar dicho estrés (Thomas y Puthur,

2017).

No hay un completo consenso sobre cémo actua la radiacion UV en la semilla. Algunos
autores sugieren que dosis bajas de radiacion UV modifican la permeabilidad de la
membrana celular, lo que provoca el inicio de diversas respuestas metabolicas, como la
sintesis de antioxidantes (Kacharava et al., 2009). Esta sintesis se produce debido a que
la radiaciéon UV estimula la produccion de formas reactivas del oxigeno (ROS), que
causan dafos oxidativos en las biomoléculas (Bartolic et al., 2022). Por lo tanto, estas
respuestas desencadenan cambios en la regulacion hormonal de las semillas, lo que, en
ciertas especies, puede conducir a mejoras en aspectos relacionados con la germinacion

(Araujo et al., 2016).
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2.6 SEED PRIMING CON OZONO

El ozono es un oxidante natural con gran capacidad desinfectante. Es capaz de destruir
no solo contaminantes naturales, como hongos, sino también contaminantes industriales,
como los pesticidas. Estos contaminantes pueden inducir problemas en la geminacion,
como reduccion del porcentaje de germinacion, o aumento del nimero de plantulas
anormales (Pandiselvam et al., 2020). Ademas de la via de actuacion como desinfectante,

también se ha comprobado su capacidad bioestimulante, como veremos mas adelante.

Con respecto a la via desinfectante, se han utilizado tratamientos de semillas en atmdsfera
de ozono con éxito para la eliminacién de micotoxinas (McKencie et al., 1997) y hongos
(Kells et al., 2001). Otros estudios comprobaron que las dosis minimas necesarias para la
eliminacion de hongos no tienen efectos negativos sobre la germinacion del trigo (Wu et

al., 2006).

Recientemente, se han utilizado tratamientos con ozono en semillas de trigo para evaluar
su efecto sobre algunos aspectos germinativos, comprobdndose que mejoraba el
porcentaje y la velocidad de germinacion (Avdeeva et al., 2018). Otro estudio realizado
en maiz demostr6 que no solo mejora el porcentaje y velocidad de germinacion, sino que

ademas mejora la velocidad con la que crece la radicula (Violleau et al., 2007).

Para la via bioestimulante, el modo de accion del ozono en las semillas podria ser
explicado también mediante las ROS. Tradicionalmente, las ROS se consideraban muy
perjudiciales, ya que envejecian o desecaban las semillas. Sin embargo, algunos estudios
han demostrado que el papel de las ROS no siempre es desfavorable, ya que intervienen
en el proceso de sefializacion celular, que provoca el comienzo de la germinacion

(Sudhakar et al., 2011).

El estrés oxidativo generado por la exposicion al ozono puede tener efectos sobre las
semillas y su capacidad de germinacion. El ozono puede generar una acumulacién de
ROS en las semillas, lo que puede desencadenar una respuesta fisioldgica positiva,

rompiendo la latencia. ( EI-Maarouf-Bouteau y Bailly, 2008).
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Ademas, se ha observado que la acumulacion de ROS puede afectar los niveles de
hormonas vegetales, como el 4acido abscisico (ABA), las GAs y el etileno (ET). E1 ABA
es una hormona que inhibe la germinacion de las semillas, mientras que las GAs y el ET
estan asociados con los mecanismos que promueven la germinacion y el crecimiento de
la radicula. El estrés oxidativo causado por el ozono puede reducir los niveles de ABA en
las semillas, lo que, a su vez, puede desencadenar la liberacion de GAs y ET (Farooq et
al., 2021). Sin embargo, es importante destacar que la interaccion entre ROS y hormonas
en la germinacion de las semillas es un campo de investigacion en curso y el papel que
juega puede variar dependiendo de la especie de planta, el nivel de estrés oxidativo y otros
factores ambientales. Se requiere mds investigacion para comprender completamente los

mecanismos involucrados y los efectos del 0zono en la germinacion de las semillas.

2.7 NUTRIPRIMING

Los nutrientes desempefian un papel crucial en el desarrollo y la regulacion fisioldgica de
las plantas. Estos se dividen en macronutrientes y micronutrientes, dependiendo de la
cantidad necesaria para un 6ptimo desarrollo de la planta (Urbano, 1995). Algunos de
estos micronutrientes, como el cobre (Cu), zinc (Zn), manganeso (Mn), hierro (Fe),
molibdeno (Mo) y boro (B), actian como cofactores de enzimas (Hansh y Mendel, 2009),
desempefiando un papel fundamental en diversos procesos metabolicos de las plantas.
Estos procesos pueden ser alterados mediante la modificacion de la concentracion de

micronutriente

El seed priming con micronutrientes, también conocido como nutripriming, es una
técnica en la cual las semillas se sumergen en soluciones con diferentes concentraciones
de nutrientes durante un tiempo determinado. Luego, las semillas se secan al aire y pueden
ser sembradas (Chackraborty y Bose, 2018). El objetivo de esta técnica es inducir cambios
pregerminativos en las semillas, relacionados con su metabolismo, con el fin de mejorar
la velocidad y el porcentaje de germinacion, aumentar la resistencia a posibles situaciones
de estrés y, en ultima instancia, incrementar la produccion de los cultivos (Kumar, 2020).

Los micronutrientes que mas parecen actuar en esta linea son el Zn, B y Fe.
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-Zn: es un componente regulador de varias enzimas y participa en la regulacion
del crecimiento y la formacion de clorofila. Su deficiencia puede causar clorosis
internervial, especialmente en hojas jovenes (Brown et al., 1993). Sin embargo,
su exceso puede provocar toxicidad y frenar el crecimiento de la planta. Con
respecto al nutripriming, en la mayoria de los estudios, los tratamientos con Zn se
realizan utilizando sulfato de zinc (ZnSO4) (Kumar et al., 2020). Por ejemplo, en
maiz, el nutripriming de las semillas con una solucion al 4% de ZnSO4 mejoro
varios aspectos del cultivo posterior, como la altura de la planta, la anchura del
tallo, el tamafio de la mazorca, el nimero de granos por mazorca, el peso de mil
granos, la produccion (toneladas/ha) y el contenido de proteina en el grano, en
condiciones de aridez (Raza et al., 2023). Asimismo, se ha observado un aumento
en la produccion de trigo al realizar el tratamiento de las semillas con

concentraciones de ZnSO4 del 0,3% en la solucion (Harris et al., 2007)

- B: es un micronutriente esencial para la mayoria de los cultivos, desde la
germinacion hasta la madurez fisiologica, debido a su papel en la regulacion de
diversos procesos fisioldgicos, como la division y crecimiento celular, la
respiracion y la translocacion de azicares (Igbal et al., 2012). Las deficiencias de
boro suelen manifestarse principalmente en las partes jovenes de la planta, donde
las hojas pueden deformarse y adquirir tonalidades oscuras. Ademas, se observa
una reduccion en el crecimiento terminal, € incluso puede provocar la muerte de
la yema terminal, lo que resulta en la formacion de mas ramas laterales (Urbano,

1995).

Se han llevado a cabo estudios de nutripriming con B en trigo utilizando
soluciones de acido borico (H3BO3) con una concentracion de 8 mM, y se ha
encontrado que este tratamiento mejoraba la longitud de la plimula y la radicula,
en comparacion con el grupo de control y el tratamiento de hidropriming
(Chakraborty et al., 2018). Asimismo, se han realizado pruebas en trigo utilizando
borax Naz[BsOs(OH)4]-8H-20 y acido borico, y se ha observado que el tratamiento

con borax a una concentracion de 0,01 M resulté ser mas efectivo respecto al
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control, ya que mejoraba el porcentaje de germinacion, el crecimiento de las

pléntulas y la produccion total de granos (Igbal et al., 2017).

- Fe: es un micronutriente esencial debido a que contribuye a la formacion de
moléculas de clorofila, molécula fundamental para el metabolismo vegetal (Zhang
2014). Su carencia provoca clorosis internervial en hojas jévenes, debido a la falta
de clorofila (Abadia et al., 2011). La carencia de Fe es facil encontrarla en suelos
calcareos, debido a su pH elevado, que provoca que el hierro se encuentre en
formas no solubles para las plantas (Hemalatha y Venkatesan, 2011).

La mayoria de los estudios de nutripriming con Fe utilizan el sulfato de hierro
(FeSOa). Un estudio realizado en semillas de maiz sembradas bajo condiciones de
estrés debido a bajas temperaturas, ha revelado que la aplicacion de tratamientos
con una concentracion de 8 mM de sulfato de hierro conllevaba mejoras
significativas en el tamafio de las plantulas, tanto en el desarrollo de las raices
como en la parte aérea (Imran et al., 2013. Otro estudio realizado en trigo mostrd
que semillas tratadas en soluciones con 2 mg/L de sulfato de hierro mejoraron el

ahijamiento y la produccion de grano (Reis et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es, mediante técnicas de seed priming, compensar los
descensos productivos esperados en dos cultivos clave en Castilla y Leon, como son el
trigo blando y la cebada de dos carreras, debido al contexto actual de restricciones
politicas en el uso de insumos agricolas y las previsibles condiciones climaticas

provocadas por el cambio climatico.

Dentro de las técnicas de seed priming este estudio se centra en 3: estimulacion mediante
UV, ozono y nutripriming, que son técnicas novedosas y poco probadas. Por tanto, esta
investigacion pretende servir como una valoracion preliminar sobre la eficacia de estas
técnicas, para en caso de obtener resultados positivos, desarrollarlas en posteriores

trabajos.

Este objetivo general podemos desglosarlo en los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar el efecto de los tratamientos con UV y ozono a diferentes dosis en la
semilla sobre su capacidad de germinacion y sobre el crecimiento de la plantula

en sus estadios iniciales.

e Analizar el efecto del aumento de micronutrientes (Zn, B y Fe) en la semilla sobre
su capacidad germinativa y sobre el crecimiento de la plantula en sus estadios

iniciales, valorando cual de los nutrientes es mas eficaz.

e FEvaluar la influencia del estrés hidrico sobre la eficacia de las técnicas

nutripriming.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL

Para los diferentes ensayos se utilizaron semillas de dos cultivos, trigo blando (7riticum
aestivum) y cebada de dos carreras (Hordeum vulgare distichum). El trigo utilizado fue
de la variedad comercial Rimbaud, la cual fue multiplicada y seleccionada por AGROPAL
durante la cosecha del afio 2022. Por otro lado, la cebada empleada correspondio a la
variedad Lavanda, también multiplicada y seleccionada por AGROPAL en el mismo
periodo. Estas variedades fueron seleccionadas debido a su amplia utilizacion en la region
de Castilla y Ledn. Ambas variedades fueron tratadas antes del envasado con fungicidas
sistémicos por la propia empresa. En el caso de la cebada, se utiliz6 Fludioxonil +

Tebuconazol, mientras que el trigo fue tratado con Tebuconazol + Protioconazol.

4.2 TRATAMIENTOS

4.2.1 TRATAMIENTOS UV
Para la exposicion a la radiacion UV, se utilizo un equipo (figura 4.1) con una ldmpara

modelo Philips TUV PL-L 95W/4P HO 1CT/25, la cual emitia una radiacion UV-C de 27
W. Se eligi6 esta radiacion ya que, acorde con la bibliografia analizada en la introduccion,
parecia ser una de las mas eficaces en el priming. El equipo utilizado fue desarrollado por
la empresa INGEMOY, bajo la denominacion de DIVI. Este es un equipo de acero , el
cual cuenta con un compartimento, sobre el que se pueden extender las semillas, (figura

4.1).
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Figura 4.1 equipo tratamiento UV y ozono, parte exterior (izquierda) y parte interior (derecha).

Para los diferentes tratamientos, las semillas se colocaron sobre una superficie plana
ubicada a una distancia de 60 cm de la lampara UV. Se dispusieron de manera uniforme,

sin colocar unas semillas encima de otras.

Para calcular la dosis de exposicion, se empleo la formula propuesta por Lopez-Rubira
(2007):

w
p(%) () * t)
m2/ 1000
En esta ecuacion, D representa la dosis, I se refiere a la intensidad del flujo radiante y t
corresponde al tiempo de exposicion. La ficha técnica de la bombilla especifica que la I

es de 423 W/m2.

Tanto para el trigo, como para la cebada, se llevaron a cabo los mismos tratamientos de
radiacion UV. De inicio, se probaron 10 tiempos de exposicion diferentes, con un
intervalo de un minuto entre cada una, con el objetivo de determinar la dosis que producia

los mejores resultados, asi como identificar aquella a partir de la cual se obtenian
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resultados desfavorables en comparacion con el grupo de control (sin tratar). Los
diferentes tratamientos se detallan en la tabla 4.1 y han sido calculados con la férmula de

Loépez-Rubira (2007) antes descrita.

Tabla 4.1: dosis de radiaciones UV-B realizadas en trigo y cebada

T(s) D (%)

60 25,38
120 50,76
180 76,14
240 101,52
300 126,9
360 152,28
420 177,66
480 203,04
540 228,42
600 253,8

4.2.2 TRATAMIENTOS OZONO
Para el ozono, las semillas se colocaron en el mismo equipo de aplicacion y de la misma

manera que para la radiacion UV. La dosis de aplicacion se calculd, en este caso,

utilizando la formula de Avdeeva et al. (2018):

D (gr;s) =C (%) * t (segundos)

Donde D es la dosis, C es la concentracion de ozono en la camara y t es el tiempo en

segundos. La concentracion en la cdmara se mantuvo constante en 0,0206 g/m>, medido

con un ozondmetro marca JXCT modelo JXBS-GAS.

Las dosis utilizadas para el trigo y la cebada fueron las mismas, empleando un total de
nueve tiempos de exposicion: comenzando con un minuto, luego 2.5 minutos, y siguiendo
con intervalos de 2.5 minutos. El objetivo era determinar la dosis que proporcionara los
mejores resultados. Los diferentes tratamientos y sus respectivas dosis se detallan en la

tabla 4.2.
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Tabla 4.2: dosis de ozono realizadas en trigo y cebada

g*s
o > (&)
60 1,24
150 3,09
300 6,18
450 9,27
600 12,36
750 15,45
900 18,54
1050 21,63
1200 24,72

4.2.3 TRATAMIENTOS NUTRIPRIMING
La técnica utilizada consistid en sumergir las semillas en diferentes soluciones

conteniendo los diferentes micronutrientes a diferentes concentraciones (Tabla 4.3)
durante 16 horas, utilizando frascos de cristal (figura 4.2), con 400 g de semillas por

frasco, y un frasco por cada tratamiento. Posteriormente, las semillas se secaron al aire, a

temperatura ambiente durante 3 dias (figura 4.3)

Figura 4.2: recipientes donde se realiz6 y el tratamiento nutripriming y se almaceno la semilla.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

Figura 4.3: secado de semillas, extendidas y a temperatura ambiente tras el nutripriming.

Para el tratamiento de Fe, se utilizé sulfato de hierro heptahidratado (FeSO4 7H>0) con
concentraciones de 50, 500 y 5000 mg/L. Para el tratamiento de Zn, se utiliz6 sulfato de
zinc heptadritado (ZnSO4 7H20) con concentraciones de 50, 500 y 5000 mg/L. Para el
tratamiento de B, se utilizo borax (Na;B4O7; 10H>O) con concentraciones de 10, 100 y
1000 mg/L. Las dosis fueron seleccionadas acorde a las encontradas en la bibliografia en
estudios similares. Para las comparaciones, como control, también se utilizo la técnica de
hidropriming, es decir utilizar solamente agua en la solucion. En todos los casos el agua

utilizada era destilada.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

Tabla 4.3: concentraciones de micronutrientes utilizadas en la solucion para el tratamiento nutripriming

Cultivo Micronutriente Concentracion (mg/1)

Hidropriming 0
50
Fe 500
5000
Cebada S0
Zn 500
5000
10
B 100
1000
Hidropriming 0
50
Fe 500
5000
50
Zn 500
5000
10
B 100
1000

Trigo

4.3 PRUEBAS DE GERMINACION EN PLACA
Todas las pruebas de germinacidn en placa se realizaron igual para trigo y cebada. Estas

pruebas se realizaron para las técnicas de priming en las que se habian utilizado varias
dosis de aplicacion, con el fin de seleccionar la dosis que producia los mejores resultados,
que sera ya con la que se realicen los ensayos en bandejas de alveolos que se explican en

el apartado siguiente.

En las diferentes técnicas de priming estas pruebas se han realizado con ligeras

diferencias, por lo que se explicaran por separado.

4.3.1 OZONO Y UV
Para los tratamientos UV y ozono, se sigui6 el siguiente procedimiento: se utilizaron

placas Petri de 90 mm, en donde se dispusieron 5 semillas por placa, distribuidas lo mas
separado posible unas de otras para facilitar las mediciones. Para cada tratamiento se

realizaron 4 repeticiones (placas). En cada placa, se coloco un papel de filtro de 60
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

gramos/m?, seguido de las semillas, cubriéndolas con otro papel de las mismas

caracteristicas. A cada placa se le afadieron 3 ml de agua destilada.

Previamente al uso, los papeles de filtro, el agua destilada y todos los utensilios
empleados fueron sometidos a desinfeccion mediante autoclave a 120 °C, durante 20

minutos.

Una vez preparadas las placas, fueron guardadas en cdmara de germinacion de marca
IBERCEX, modelo IGCS 900 HR-LED (figura 4.4), que contaba con control de humedad

y temperatura, siendo configurada a 25°C y 70% de humedad relativa.

Figura 4.4: camara de germinacion IBERCEX ,modelo IGCS 900 HR-LED
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

Las placas se colocaron aleatoriamente dentro de la camara, evitando posibles diferencias
en las condiciones debidas a la ubicacion en el interior de ésta. Cada dos dias, todas las
placas eran sacadas de la camara para verificar su nivel de humedad. Al reintroducirlas
en la camara, se volvieron a ubicar de forma aleatoria, minimizando cualquier posible

ventaja posicional para la germinacion.

Los conteos de germinacién y las mediciones de longitud de la radicula y de la plimula

se realizaron a los 8 dias desde el inicio del ensayo

4.3.2 NUTRIPRIMING
Para llevar a cabo el nutripriming, seguimos el mismo procedimiento que en los

tratamientos de UV y ozono. Sin embargo, en este caso, utilizamos tres placas Petri, cada
una con 10 semillas. Las mediciones se realizaron después de 7 dias, siguiendo un proceso
similar al de los otros tratamientos. La unica diferencia fue que, en lugar de medir la
longitud de la radicula, sometimos la raiz a un proceso de secado en una estufa y luego

registramos Su PeSo S€Co.

4.4 PRUEBA CRECIMIENTO EN BANDEJA DE ALVEOLOS

4.4.1 OZONO Y UV
En los ensayos llevados a cabo en bandejas de alveolos , se empled perlita como sustrato,

como se muestra en la figura 4.5. Las semillas se sembraron a una profundidad de 3 cm.
Se colocaron 18 semillas por tratamiento en una bandeja que constaba de 150 alveolos,
utilizando un disefio completamente aleatorio para evitar el efecto de la posicion. Los

tratamientos evaluados se muestran en la tabla 4.4.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

Tabla 4.4: tratamientos UV y ozono utilizados en las bandejas

Cultivo Tratamiento Dosis (minutos)

Control 0
Cebada uv 3
Ozono 5

UV+ Ozono 3+5
Control 0
Trigo urv 3
Ozono 5

UV+ Ozono 3+5

En los alveolos mas externos de la bandeja se sembraron semillas sin tratar, con el fin de
evitar el efecto borde. Posteriormente, las bandejas se introdujeron en una camara de
germinacion (figura 4.6) con una temperatura de 25°C y una humedad relativa del 70%.
Durante todo el ensayo, se asegurd que las bandejas recibieran riego cada 2-3 dias,

manteniendo la humedad del sustrato al nivel de capacidad de campo.

Una vez iniciado el ensayo, se realizaron mediciones diarias para registrar el momento de
la germinacion. Ademas, a los 7 dias del comienzo se realiz6 una medicion de la altura
de las plantulas. Al finalizar el ensayo, a los 15 dias, se volvié a medir la longitud de la
plimula. También se recolectaron las raices, las cuales se secaron en una estufa a 65°C

hasta perder toda la humedad con el fin de medir el peso seco de las raices.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

Figura 4.6: plantulas de trigo tratadas con UV y ozono, a los 15 dias de la siembra
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

4.4.2 NUTRIPRIMING
Con las concentraciones de micronutrientes que produjeron los mejores resultados en

placa se realizo el ensayo en bandeja de alveolos.

El procedimiento y el material utilizado fue el mismo que el utilizado en el ensayo de
UV+0Ozono. No obstante, en esta investigacion también se quiso evaluar la influencia del
estado de estrés de la planta, en este caso un estrés hidrico, en la eficacia del priming.
Para ello se realiz6 el ensayo tanto en condiciones de riego normal, regando cada 2-3 dias
hasta capacidad de campo, como en condiciones de riego deficitario, regando cada 6-7

dias hasta capacidad de campo, durante la duracion del ensayo.

Los tratamientos evaluados pueden ser consultados en la Tabla 4.5. Se sembraron 18
semillas por tratamiento, utilizando un disefio completamente aleatorio para evitar
posibles efectos debidos a la posicion de las plantas. La primera medicion se realizo a los
6 dias y se tomaron medidas de la altura de las plantulas. A los 13 dias, se registraron
nuevamente las medidas de la parte aérea de las plantulas, asi como el peso seco, tanto de
la parte aérea como del sistema radicular de cada planta de forma individual, una vez

recogido y secado en estufa a 65 °C se midi6 el peso seco de radicula y pliumula.

Se ha utilizado como control semillas tratadas con la técnica hidropriming con el objetivo
de identificar si es el nutriente el factor que mejora las propiedades germinativas o si el
efecto se debe a que los tratamientos con los diferentes nutrientes las semillas se sumergen

en agua al igual que sucede en el hidropriming.

Tabla 4.5: tratamientos nutripriming utilizados en las bandejas

Micronutriente Concentracion (mg/1) Cultivo

Hidropriming Cebada
Fe 500 Cebada
Zn 500 Cebada
B 100 Cebada

Hidropriming Trigo
Fe 500 Trigo
Zn 500 Trigo
B 100 Trigo
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

4.5. ANALISIS DE CONCENTRACION DE MICRONUTRIENTES EN SEMILLA
Las diferentes semillas tratadas con la técnica nutripriming fueron enviadas al
Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid, el cual, mediante
la técnica Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS),
cuantificé la concentracion de los tres micronutrientes estudiados, Zn, B y Fe, en las

diferentes muestras.

La técnica ICP-MS es un método analitico que se utiliza para medir la cantidad de
elementos quimicos en una muestra, incluso en concentraciones muy bajas, mediante el
uso de un plasma caliente y un espectrometro de masas (Padilla-Cuevas et al., 2020). El
equipo utilizado en el laboratorio fue ICP-MS con Sistema de Reaccién Octopolar 7800

de marca Agilent.

Para la preparacion de las muestras hubo que procesar las semillas con un molinillo
eléctrico, de marca Komo, modelo Fidibus, ya que para el andlisis es imprescindible

hacerlo en forma de harina.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos recopilados durante las mediciones, que incluyeron el porcentaje de
germinacion, peso de plumula, peso de radicula, longitud de plumula y longitud de

radicula, fueron sometidos a analisis utilizando el lenguaje de programacion R.

Para evaluar el porcentaje de germinacion, se llevd a cabo un andlisis de chi cuadrado,
considerando un nivel de significacion o = 0,05. Este andlisis permitié determinar si
existian diferencias significativas en las tasas de germinacion entre los grupos de

tratamiento.

Para las mediciones biométricas, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via,
con el proposito de investigar si el tratamiento aplicado tenia un impacto significativo en
los diversos parametros estudiados. La comparacion de medias se llevo a cabo utilizando

la prueba de comparaciones multiples de Tukey, con un nivel de significacion a = 0,05.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

MATERIALES Y METODO

En los analisis paramétricos (ANOVASs) se comprobd antes que los datos cumplian las
hipotesis de normalidad y homocedasticidad mediante test de Kolmogorov-Smirnov y

test de Levene respectivamente.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

5. RESULTADOS

5.1 PRIMING CON UV Y/O OZONO
5.1.1 ANALISIS GERMINACION EN PLACA PETRI

El test chi cuadrado realizado mostré como la variable tratamiento no afectod
significativamente el porcentaje de germinacion en el trigo (tabla 5.1), pero si en la cebada
(tabla 5.2). Mientras que en el caso del trigo, con independencia del tratamiento, todos
los valores se situaron por encima del 90% de germinacion (tabla 5.1), en el caso de la
cebada, el tratamiento con ozono durante 15 min y el de UV durante 1 min, redujeron
dicho porcentaje al 70% y 55%, respectivamente (tabla 5.2). Ningun tratamiento mejord
al control en el porcentaje de germinacion tras 8 dias.

Tabla 5.1: porcentaje de germinacion de las semillas de trigo a los 8 dias en funcion de los diferentes
tratamientos, el nimero incluido en el nombre del tratamiento representa el tiempo de exposicion en

minutos de cada uno. Se incluye también un resumen (grados de libertad: gl; estadistico y2 y el p-valor)
del test de la Chi cuadrado realizado.

Tratamiento % Germinacion

Testigo 97,5
Ozono 1 95
Ozono 2,5 90
Ozono 5 100
Ozono_7,5 100
Ozono_10 100
Ozono 12,5 100
Ozono 15 100
Ozono 17,5 95
Ozono_20 100
UV_1 90
UV 2 100
UV 3 100
UV 4 95
UV 5 100
UV_6 95
uv_7 95
UV 8 100
UV 9 90
UVv_10 100
gl 19
Estadistico x2 22,329
P-valor 0,282
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

Tabla 5.2: porcentaje de germinacion de las semillas de cebada a los 8 dias en funcion de los diferentes
tratamientos, el nimero incluido en el nombre del tratamiento representa el tiempo de exposicion en
minutos de cada uno. Se incluye también un resumen (grados de libertad: gl; estadistico y2 y el p-valor)
del test de la Chi cuadrado realizado. Letras distintas representan diferencias significativas segun prueba
de comparaciones multiples.

Tratamiento % Germinacion
Testigo 95 a
Ozono 1 100 a
Ozono 2.5 90 a
Ozono 5 95 a
Ozono 7,5 100 a
Ozono 10 95 a
Ozono 12,5 100 a
Ozono 15 70 b
Ozono 17,5 95 a
Ozono 20 85 ab
UV_1 55 b
Uuv 2 95 a
UV 3 95 a
UV 4 90 a
UV 5 95 a
UV_6 95 a
Uv_ 7 100 a
UV 8 100 a
Uv 9 90 a
UVv_10 95 a
gl 19
Estadistico x2 60,207
P-valor 0,000003
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

5.1.2 ANALISIS DEL CRECIMIENTO EN PLACA PETRI

En este estudio se examinaron qué dosis de tratamientos con ozono y UV arrojaron
mejores resultados en cuanto al crecimiento radicular y de plimula, tanto en trigo como
en cebada. Con el fin de utilizar estas dosis en el ensayo realizado en las bandejas de

alveolos.

La prueba ANOVA indic6 que la variable tratamiento afectdé de manera significativa a la
longitud de la plimula y la radicula, tanto en el caso del trigo como en el de la cebada

(tabla 5.3).

Tabla 5.3: informacion estadistica del ANOVA de una via (grados de libertad, estadistico F'y P-valor),
correspondiente a la influencia del tratamiento en la longitud de radicula y plimula de las plantulas de trigo
y cebada a los 8 dias.

Parametro analizado Grados de libertad  Estadistico (F) P-valor

Longitud raiz trigo 19 77,67 <0,001
Longitud plumula trigo 19 2,12 0,008
Longitud raiz cebada 19 11,59 <0.001
Longitud plumula cebada 19 2,22 0,006

La medicion de la longitud de la raiz de las plantulas de trigo reveld, segun los resultados
del test de Tukey (figura 5.1), que los tratamientos con o0zono mejoraron
significativamente la longitud en comparacién con el control y los tratamientos UV,
excepto el tratamiento de un minuto con ozono, que no mostrd diferencias significativas
con el control. Por lo tanto, los tratamientos UV no demostraron mejoras con respecto al

control.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS
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Figura 5.1: longitud de radicula (las barras representan la media y las lineas de error, el error estandar) de
las plantulas de trigo a los 8 dias, con las diferentes dosis de aplicacion y para los diferentes tratamientos.
La letra de los tratamientos representa el tipo de tratamiento (O: ozono y UV: ultravioleta) y el nimero el
tiempo de exposicion en minutos. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segiin
test de Tukey a un nivel de significacion a=0,05.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

En la longitud de la plimula, se observd que el tratamiento con 5 minutos de ozono
incremento la longitud en comparacion con el control (figura 5.2). En el caso de los demas
tratamientos, no se demostr6 ninguna mejora en la longitud de la plimula en comparacién

con el control.
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Figura 5.2: longitud de plimula (las barras representan la media y las lineas de error, el error estandar) de
las plantulas de trigo a los 8 dias, con las diferentes dosis de aplicacion y para los diferentes tratamientos.
La letra de los tratamientos representa el tipo de tratamiento (O: ozono y UV: ultravioleta) y el nimero el
tiempo de exposicion en minutos. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segin
test de Tukey a un nivel de significacion a=0,05.

En el caso de la cebada (figura 5.3), se comprobd que todos los tratamientos con 0zono y
con UV aumentaron significativamente la longitud de raiz, en comparacion con el testigo,
a excepcion de la dosis de un minuto UV y 20 minutos de 0zono que no mostraron

diferencias significativas.

Alumno/a: Alvaro Iglesias Ganado ’
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Grado en Ingenieria Agricola y del Medio Rural

37



MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS
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Figura 5.3: longitud de radicula (las barras representan la media y las lineas de error, el error estandar) de
las plantulas de cebada a los 8 dias con las diferentes dosis de aplicacion y para los diferentes tratamientos.
La letra de los tratamientos representa el tipo de tratamiento (O: ozono y UV: ultravioleta) y el nimero el
tiempo de exposicion en minutos. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segin
test de Tukey a un nivel de significacion a=0,05.
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En cuanto a la longitud de plimula de la cebada, pese a existir influencia significativa del
priming, no se puso de manifiesto ninguna mejora significativa, respecto al control, por
parte de los tratamientos (figura 5.4). La tUnica diferencia significativa la tuvo el
tratamiento UV de 3 minutos que increment6 la longitud, respecto al tratamiento de 20

minutos con 0zono.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).
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Figura 5.4: longitud de plimula (las barras representan la media y las lineas de error, el error estandar) de
las plantulas de cebada a los 8 dias, con las diferentes dosis de aplicacion y para los diferentes tratamientos.
La letra de los tratamientos representa el tipo de tratamiento (O: ozono y UV: ultravioleta) y el nimero el
tiempo de exposicion en minutos. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segiin
test de Tukey a un nivel de significacion a=0,05.

5.1.3 ANALISIS DEL CRECIMIENTO EN BANDEJA DE ALVEOLOS

El ensayo en bandejas de alveolos se llevo a cabo utilizando como tratamientos de UV y
ozono los que mejor se habian comportado en el ensayo descrito en el punto anterior
realizado en placas Petri, es decir utilizando un tiempo de exposicion al UV de 3 minutos
y de 5 minutos al ozono. También se evaluo el tratamiento conjunto de ambos: UV (3

min) + Ozono (5 min).

El andlisis de varianza mostré que el tratamiento tuvo un impacto significativo en la
longitud de la plumula a los 15 dias, tanto en el trigo como en la cebada. Sin embargo, no
se observo una influencia significativa de los tratamientos ni en la longitud de la plumula

a los 7 dias ni en las mediciones de la raiz para ambas especies (tabla 5.4).
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

Tabla 5.4: informacion estadistica del ANOVA de una via (grados de libertad, estadistico F'y P-valor),
correspondiente a la influencia del tratamiento en la longitud de radicula, longitud de plumula y peso
radicula de las plantulas de trigo y cebada.

Pardmetro analizado Grados de  Estadistico (F) P-valor
libertad

Longitud plumula trigo 7 dias 3 2,00 0,128
Longitud plumula trigo 15 dias 3 2,83 0,049
Peso raiz trigo 3 2,09 0,115
Longitud plimula cebada 7 dias 3 1,81 0,159
Longitud plumula cebada 15 dias 3 4,03 0,013
Peso raiz cebada 3 0,09 0,963

Al analizar las diferencias entre los diferentes tratamientos aplicados en la semilla de
trigo, a pesar de que ninguno mostr6d diferencias significativas en comparacion con el
control (figura 5.5), se observo una cierta tendencia al aumento en la longitud de la
plimula en los tratamientos con UV y el tratamiento combinado, tanto a los 7 como a los
15 dias. La tnica diferencia significativa, segun el test de Tukey, se produjo a los 15 dias,
donde el tratamiento combinado UV + ozono produjo una longitud de plumula

significativamente mayor, en comparacion con el tratamiento con ozono (figura 5.5).

La longitud de plimula de las plantulas de cebada a los 7 y 15 dias tratadas con UV (tabla
5.6) mostr6 una cierta tendencia a aumentar. No obstante, el test de Tukey no reveld
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, ni en comparacion con el

control.

Alumno/a: Alvaro Iglesias Ganado i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Grado en Ingenieria Agricola y del Medio Rural

40



MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).
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Figura 5.5: longitud de plumula a los 7 dias (superior Izquierda) y 15 dias (superior derecha) y longitud
de raiz a los 15 dias (Inferior) de las plantulas de trigo con los diferentes tratamientos (las barras
representan la media y las lineas de error, el error estandar). Letras de significacion diferentes indican
diferencias significativas segln test de Tukey a un nivel de significacion a=0,05.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).
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Figura 5.6: longitud de plimula a los 7 dias (superior Izquierda) y 15 dias (superior derecha) y longitud de
raiz a los 15 dias (Inferior) de las plantulas de cebada con los diferentes tratamientos (las barras representan
la media y las lineas de error, el error estandar). Letras de significacion diferentes indican diferencias
significativas segun test de Tukey a un nivel de significacion 0=0,05.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

5.2 NUTRIPRIMING

En este apartado se presentaran los resultados obtenidos a través de la implementacion
del método descrito en la seccion de metodologia. El objetivo de este estudio fue evaluar
el impacto de diferentes tratamientos priming (Fe, Zn y B) en la germinacion y
crecimiento de plantulas de trigo y cebada, en condiciones de laboratorio, tanto en placa

Petri como en bandeja de alveolos.

5.2.1 ANALISIS DE GERMINACION EN PLACA PETRI

En el ensayo de germinacion tanto para el trigo como para la cebada, el test chi cuadrado
no mostré diferencias significativas, por tanto los tratamientos no influyeron en el % de
germinacion (tablas 5.5). En todos los casos, estos porcentajes se mantuvieron por encima

del 85%

Tabla 5.5: porcentaje de germinacion de las semillas de trigo y cebada a los 7 dias en funcién de los
diferentes tratamientos. El numero incluido en el nombre del tratamiento representa la concentracion de
cada mineral en la solucion. Se incluye también un resumen (grados de libertad: gl; estadistico y2 y el p-
valor) del test Chi cuadrado realizado.

Tratamiento % Germinacion trigo % Germinacion cebada
Hidropriming* 100 96,67
Fe 5000 mg/L 90 100
Fe 500 mg/L 96,67 90
Fe 50 mg/L 96,67 96,67
Zn 5000 mg/L 90 86,67
Zn 500 mg/L 100 96,67
Zn 50 mg/L 86,67 100
B 1000 mg/L 93,33 100
B 100 mg/L 100 93,33
B 10 mg/L 100 96,67
gl 9 9
Estadistico x2 15,285 12,946
P-valor 0,083 0,165

* El designado como hidropriming puede ser considerado el tratamiento control, ya que

se realiz6 todo el proceso igual pero solo con agua destilada sin contener ninglin nutriente.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

5.2.1 ANALISIS DE CRECIMIENTO EN PLACA PETRI

Enlo respectivo a las mediciones biométricas realizadas a los 7 dias, el test ANOVA (tabla
5.5), mostr6 que la variable tratamiento ha afectado significativamente (P < 0,05) a todos
los pardmetros estudiados.

Tabla 5.5: informacién estadistica del ANOVA de una via (grados de libertad, estadistico F'y P-valor),

correspondiente a la influencia de la variable tratamiento en la longitud de radicula, longitud de plimula y
peso radicula de las plantulas de trigo y cebada a los 7 dias.

Parametro analizado Grados de  Estadistico (F) P-valor
libertad

Peso radicula trigo 9 6,30 <0,001
Peso plumula trigo 9 3,49 0,010
Longitud plumula trigo 9 11,76 <0.001
Peso radicula cebada 9 4,63 0,022
Peso plumula cebada 9 6,78 <0,001
Longitud plumula cebada 9 9,96 <0,001

En trigo , se observd una tendencia de mejora en todos los pardmetros medidos (peso
plimula, peso radicula y longitud de plumula) a los 7 dias, por parte de los tratamientos
intermedios para los tres nutrientes (figura 5.7). No obstante, el andlisis realizado
mediante el test de Tukey no reveld diferencias significativas entre los tratamientos y el
grupo de control. La variable concentracion si que mostrd diferencias significativas
dentro de cada nutriente, las concentraciones intermedias de Fe y Zn resultaron
significativamente superiores en peso radicular y longitud de plimula en comparacion

con el resto de nutrientes.

En el caso de la cebada, no se observd una tendencia tan clara de mejora de los
tratamientos intermedios en la longitud y peso de plumula, asi como el peso de radicula,
como se muestra en la figura 5.8. El mejor resultado se obtuvo con el tratamiento
intermedio con Fe, que aument6 significativamente los resultados, tanto con el control
tratado con hidropriming, como con muchos de los otros tratamientos, especialmente en

los pardmetros de longitud y peso de plimula.

Alumno/a: Alvaro Iglesias Ganado i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Grado en Ingenieria Agricola y del Medio Rural

44



MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).
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Figura 5.7: Peso radicular (superior), peso plimula (central) y longitud plimula (inferior) a los 15 dias
de las plantulas de trigo con los diferentes tratamientos (las barras representan la media y las lineas de
error, el error estandar). El nimero indicado en los diferentes tratamientos representa la concentracion del
nutriente en mg/L. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segln test de
Tukey a un nivel de significacion a=0,05
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).
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Figura 5.8: Peso radicular (superior), peso plimula (central) y longitud plimula (inferior) a los 15 dias
de las plantulas de cebada con los diferentes tratamientos (las barras representan la media y las lineas de
error, el error estandar). El nimero indicado en los diferentes tratamientos representa la concentracion del
nutriente en mg/L. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segun test de
Tukey a un nivel de significacion a=0,05
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

5.2.2 ANALISIS DE CRECIMIENTO EN BANDEJA DE ALVEOLOS

Los mejores resultados obtenidos en placa del ensayo anterior fueron elegidos para el
ensayo en bandeja de alveolos. Por ellos, en este ensayo, se utilizaron los tratamientos
intermedios de cada nutriente tanto para trigo como para cebada. Ademas, se llevo a cabo
el ensayo en dos condiciones hidricas, con riego a capacidad de campo y con riego
deficitario. El control corresponde con el tratamiento realizado con la técnica

Hidropriming.

5.2.2.1 Bandejas a capacidad de campo

En el ensayo en bandejas, en condiciones de capacidad de campo, el analisis ANOVA
(tabla 5.6) mostr6 que la variable tratamiento influy6 significativamente en algunas
caracteristicas biométricas de las plantulas. El peso de radicula a los 13 dias se vio
influenciado significativamente por el tratamiento, tanto en trigo como en cebada, al igual

que la longitud de la plumula en cebada, tanto a los 6 como a los 13 dias (tabla 5.6).

Tabla 5.6: informacion estadistica del ANOVA de una via (grados de libertad, estadistico /'y P-valor),
correspondiente a la influencia de la variable tratamiento en la longitud de radicula, longitud de plumula y
peso radicula de las plantulas de trigo y cebada, en condiciones de riego a capacidad de campo.

Parametro analizado Grados de libertad  Estadistico (F) P-valor

Peso radicula trigo a los 13 dias 3 4,96 0,004
Peso plumula trigo a los 13 dias 3 0,17 0,916
Longitud plumula trigo a los 6 dias 3 1,61 0,205
Longitud plimula trigo a los 13 dias 3 0,62 0,606
Peso radicula cebada a los 13 dias 3 11,61 <0,001
Peso plumula cebada a los 13 dias 3 1,59 0,2
Longitud plumula cebada a los 6 dias 3 4,08 0,015
Longitud plumula cebada a los 13 dias 3 7,11 <0,001
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

El tratamiento con Zn resulto ser el més eficaz a la hora de aumentar el peso radicular en
las plantulas de trigo. Sin embargo, de acuerdo con el test de Tukey, la diferencia en

comparacion con el grupo de control no fue significativa (figura 5.9).

En cuanto a la cebada, en las mediciones de peso de radicula (figura 5.10), un aumento
significativo en la longitud con los tratamientos que incluian B y Fe, en comparacion con
el grupo de control y el tratamiento con Zn solo el tratamiento con B mostré un
incremento significativo en comparacion con el control. Los tratamientos con Zn y Fe
mostraron una cierta tendencia de mejora en comparacion con el control pero no llegé a
ser significativo. En la medicién a los 13 dias, los tres nutrientes aumentaron de forma

significativa la longitud de plimula en comparacion con el control.
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SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).
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Figura 5.9: peso radicular (superior izquierda) y peso pliimula a los 13 dias (superior izquierda) y longitud
de plumula a los 6 (inferior izquierda) y 13 dias (inferior derecha) de las plantulas de trigo para los diferentes
tratamientos en condiciones de capacidad de campo. Las barras representan la media y las lineas de error,
el error estandar. El numero indicado en la leyenda de cada tratamiento representa la concentracion del
nutriente en mg/L. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segun test de Tukey
a un nivel de significacion 0=0,05.
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).
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Figura 5.10: peso radicular (superior izquierda) y peso plimula a los 13 dias (superior izquierda) y longitud
de plumula a los 6 (inferior izquierda) y 13 dias (inferior derecha) de las plantulas de cebada para los
diferentes tratamientos en condiciones de capacidad de campo. Las barras representan la media y las lineas
de error, el error estandar. El nimero indicado en la leyenda de cada tratamiento representa la concentracion
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MEJORA DEL CRECIMIENTO EN TRIGO BLANDO Y CEBADA MEDIANTE TECNICAS DE ESTIMULACION DE
SEMILLA (SEED PRIMING): RADIACION UV, EXPOSICION A OZONO Y PRETRATAMIENTO CON
MICRONUTRIENTES (NUTRIPRIMING).

RESULTADOS

del nutriente en mg/L. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segun test de
Tukey a un nivel de significacion 0=0,05.

5.2.2.2 Bandejas en riego deficitario

El ANOVA efectuado en el ensayo con riego deficitario (tabla 5.7) indicé influencia
significativa entre los diferentes tratamientos inicamente en la longitud de la plimula a
los 13 dias en el trigo. No se observo influencia significativa en el resto de los parametros
estudiados.

Tabla 5.7: informacion estadistica del ANOVA de una via (grados de libertad, estadistico /'y P-valor),

correspondiente a la influencia de la variable tratamiento en la longitud de radicula, longitud de plumula y
peso radicula de las plantulas de trigo y cebada, a los 6 y 13 dias, en condiciones de riego deficitario.

Parametro analizado Grados de libertad  Estadistico (F) P-valor

Peso radicula trigo a los 13 dias 3 0,191 0,902
Peso plumula trigo a los 13 dias 3 0,393 0,758
Longitud plumula trigo a los 6 dias 3 2,26 0,099
Longitud plumula trigo a los 13 dias 3 3,25 0,035
Peso radicula cebada a los 13 dias 3 0,81 0,498
Peso plumula cebada a los 13 dias 3 1,03 0,394
Longitud plumula cebada a los 6 dias 3 0,38 0,765
Longitud pliumula cebada a los 13 dias 3 0,32 0,809

En trigo, (figura 5.11), el test de Tukey no reveld diferencias significativas entre
tratamientos en ninguno de los parametros analizados, a pesar de que el ANOVA si mostro
diferencias significativas en la longitud de la plimula a los 13 dias. No obstante, los tres
nutrientes exhibieron una tendencia hacia el aumento de la longitud de la plumula a los 6
dias en comparacion con el grupo de control. A los 13 dias, esta tendencia se repitio,
especialmente con el tratamiento de Zn, cuya media mostré una marcada diferencia con

respecto al grupo de control, aunque no alcanzé significacion estadistica (figura 5.11).

En relacion con la cebada (figura 5.12), aunque no se observaron diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos, en ninguno de los pardmetros evaluados,
en el peso de la plumula si se notd una tendencia de mejora por parte del tratamiento
con Zn.
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Figura 5.11: peso radicular (superior izquierda) y peso plimula a los 13 dias (superior izquierda) y longitud
de plumula a los 6 (inferior izquierda) y 13 dias (inferior derecha) de las plantulas de trigo para los diferentes
tratamientos en condiciones de riego deficitario. Las barras representan la media y las lineas de error, el
error estandar. El numero indicado en la leyenda de cada tratamiento representa la concentracion del
nutriente en mg/L. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segun test de Tukey

a un nivel de significacion a=0,05
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Figura 5.12: peso radicular (superior izquierda) y peso plimula a los 13 dias (superior izquierda) y longitud
de plumula a los 6 (inferior izquierda) y 13 dias (inferior derecha) de las plantulas de cebada para los
diferentes tratamientos en condiciones de riego deficitario. Las barras representan la media y las lineas de
error, el error estandar. El nimero indicado en la leyenda de cada tratamiento representa la concentracion
del nutriente en mg/L. Letras de significacion diferentes indican diferencias significativas segun test de

Tukey a un nivel de significacion a=0,05
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RESULTADOS

5.2.3 ANALISIS DE MICRONUTRIENTES EN SEMILLA

El andlisis de micronutrientes mostro, tanto en trigo (tabla 5.8), como en cebada (tabla
5.9), que a medida que aumentamos la concentracion de un nutriente en los tratamientos
nutripriming la concentracion de este nutriente en el grano aument6 considerablemente.

Tabla 5.8: concentraciones en la semilla de trigo de los nutrientes utilizados tras su aplicacion, con las
diferentes dosis de aplicacion, determinado con un ICP-MS.

Tratamiento B (ug/g) Fe (ug/g) Zn (pg/g)
Control 1,73 32,9 19,3
Fe 5000 mg/L 0,9 437 19,2
Fe 500 mg/L 0,76 89,3 19.4
Fe 50 mg/L 0,94 37,6 21,5
Zn 5000 mg/L 1,39 32,7 >500
Zn 500 mg/L 1,09 29,2 94,7
Zn 50 mg/L 1,19 30,4 25,6
B 1000 mg/L 35,6 31,5 20,6
B 100 mg/L 6,7 37 22,1
B 10 mg/L 2,16 33,5 19,7

Tabla 5.9: concentraciones en la semilla de cebada de los nutrientes utilizados tras su aplicacion, con las
diferentes dosis de aplicacion, determinado con un ICP-MS.

Tratamiento B (ne/g) Fe (ug/g) Zn (pg/g)

Control 0,68 30,7 18,2

Fe 5000 mg/L 0,65 452 17,6
Fe 500 mg/L 0,67 105 18,6
Fe 50 mg/L 0,59 36 20,2
Zn 5000 mg/L 0,67 32,4 >500
Zn 500 mg/L 0,75 27,8 95,8
Zn 50 mg/L 0,83 29,3 28,1
B 1000 mg/L 40,4 31,7 18,7
B 100 mg/L 4,86 26,6 16,9
B 10 mg/L 1,5 28,6 17,8
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6. DISCUSION
6.1 UVY/O OZONO

Se exploraron los efectos estimulantes de la radiacion UV y la exposicion al ozono en la
germinacion, asi como en la longitud de plimula y radicula de las semillas de trigo y
cebada, primero en placa Petri y luego en bandejas de alveolos. Dado que estas dos
técnicas son relativamente novedosas, la disponibilidad de investigaciones similares es
limitada, lo que complicé la bisqueda de similitudes y diferencias con estudios previos

en el analisis comparativo de resultados.

Los resultados obtenidos en placa Petri mostraron que los tratamientos con radiacion UV
y 0zono no resultaron en un mayor porcentaje de germinaciéon en comparacion con el
control, tanto en trigo como en cebada. Las unicas diferencias significativas se
encontraron en los tratamientos de 1 minuto de exposicion a rayos UV y 15 minutos de
ozono, los cuales mostraron tasas de germinacion inferiores al control. Sin embargo,
como no se empled la dosis mas alta en estos tratamientos, carece de sentido que hayan
influido en el porcentaje de germinacion. Es posible que factores externos o
circunstancias casuales hayan interferido en la tasa de germinacidon ya que si estos
tratamientos fueran perjudiciales, se esperaria que las tasas mas bajas se observaran en

las dosis maximas.

Por tanto, podemos inferir que el tratamiento UV no ha tenido efectos significativos sobre
la germinacion, lo cual concuerda con la investigacion de Foroughbakhch et al. (2019),
donde tampoco se encontraron diferencias entre el grupo control y los tratamientos con
UV. Sin embargo, esto se contradice con el estudio de Sudhakar et al. (2011), que reporto

una mejora en el porcentaje de germinacion con tratamientos con 0zono.

En cuanto a las mediciones biométricas de plumula y radicula en placa Petri, en el caso
del trigo, el tratamiento con ozono mostré resultados muy prometedores, ya que
practicamente duplico el crecimiento radicular. En el caso de la cebada casi todos los
tratamientos UV y ozono, mejoraron significativamente la longitud de radicula, en
comparacion con el testigo. No obstante, es necesario contrastar estos datos con los

obtenidos en bandejas de alveolos.
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La utilizacion de un amplio rango de dosis proporciona la ventaja de identificar tanto la
dosis minima a partir de la cual se observan mejoras como la dosis a partir de la cual los
resultados comienzan a volverse menos favorables. En este sentido, se esperaba que las
graficas mostraran una forma convexa, pero los resultados reflejaron valores muy
dispersos, en lugar de esta curva. Esta discrepancia dificulta la determinacion precisa de
cuando los resultados empeoran o mejoran en relacion con la dosis utilizada, quiza se

deberian haber elegido rangos de dosis mas amplios para poder establecer la dosis letal.

Es relevante mencionar que, tanto en trigo como en cebada, se observaron errores estandar
significativamente elevados, lo que indica que las mediciones presentaron variabilidades
importantes entre las plantulas. Esto pudo hacer que muchas de las diferencias
observadas, no lo hayan sido a nivel estadistico. En futuros ensayos, convendria por tanto

ampliar el nimero de réplicas a analizar para conseguir bajar dichos errores estandar.

En el conjunto de las variables analizadas en el ensayo de bandejas, ninguno de los
tratamientos demostrd ser completamente efectivo en comparacion con el control, ya que
ninguno mejord ninguna caracteristica significativamente respecto al control. En el caso
de los tratamientos UV, los datos concuerdan con investigaciones previas realizadas por
Foroughbakhch et al. (2019) y Kondrateva et al. (2020), donde no se observaron mejoras
en el tamafio de las plantulas de trigo con tratamientos de UV-C. Sin embargo, estos
resultados no concuerdan con la publicacion de Sadeghianfar et al. (2019), en la que se
encontraron mejoras significativas en el tamafio de las radiculas de maiz con tratamientos
de UV-C. También contradicen los hallazgos de Neelamegam et al. (2015) y Siddiqui et
al. (2011), que revelaron un aumento en el tamafio de las plantulas de cacahuete con
exposicion a radicacion UV-C. No obstante al tratarse de otras especies, es dificil realizar
comparaciones. Por ultimo, es importante destacar las investigaciones en trigo que
contradicen los datos de este estudio, como los trabajos de Semenov et al. (2020) y
Tertyshanya et al. (2018), que encontraron mejoras en tamafio y peso de las plantulas de
trigo. Esta contradiccion puede haber sido provocada debido a cambios en el
procedimiento experimental. En el caso de Semenov et al. (2020) se emple6 una dosis de
radiacion UV-C casi el doble de la utilizada en este estudio y Tertyshanya et al. (2018)

utiliz6 una longitud de onda diferente, concretamente UV-A. Estas diferencias en el
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método provocan la necesidad de tomar precauciones a la hora de comparar los
resultados, ya que los cambios en los procedimientos experimentales pueden influir

significativamente en los resultados observados.

En lo que respecta al ozono, los resultados obtenidos contradicen los de Violleau et al.
(2007), en los cuales se observaron mejoras significativas en el tamafio de las raices de
las plantulas de maiz. En cambio, los resultados de este estudio concuerdan con autores
como Luzukin et al. (2018), quienes no encontraron mejoras significativas con
tratamientos de ozono en el trigo. Por tanto, la mejora significativa del tamafio de radicula
observada en el ensayo en placa Petri, no se replicé en el ensayo de bandejas. Sin
embargo, teniendo en cuenta que varios autores mencionados anteriormente obtuvieron
resultados positivos, se sugiere la necesidad de profundizar en esta investigacion a través
de nuevos ensayos. Estos futuros experimentos podrian involucrar la utilizacién de
nuevos cultivos o incluso cultivares diferentes, ya que la investigacion realizada por
Semenov et al. (2020) insinta que los cultivares desempefian un papel crucial en la
respuesta de las semillas a los tratamientos. En consecuencia, es plausible que
investigaciones posteriores que utilicen cultivares distintos puedan lograr mejoras en los

parametros analizados.

La eleccion de aplicar tratamientos de radiacion UV y ozono se basé en la teoria de que
la interaccion de las ROS generadas por estos tratamientos podria inducir una sefial
hormonal positiva en las semillas, como se ha sugerido en investigaciones anteriores (El-
Maarouf-Bouteau y Bailly, 2008). Sin embargo, esta investigacion no respalda esta
hipdtesis, estando en consonancia con el estudio de Luzukin et al. (2018), que indica que
los ROS no desempefian un papel relevante en el control hormonal y, por lo tanto, no

mejoran ningin pardmetro germinativo.
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6.2 NUTRIPRIMING
Se realizaron diversas mediciones biométricas con el propodsito de investigar el efecto de
los tratamientos de nutripriming con Fe, Zn y B, inicialmente en placas Petri y

posteriormente en bandejas, tanto en trigo como en cebada.

Es crucial destacar que, debido a la relativa novedad de los tratamientos de nutripriming,
la cantidad de investigaciones similares es limitada, especialmente en cebada, lo que ha

complicado el andlisis comparativo en profundidad.

En el ensayo en placa Petri, el objetivo principal era identificar qué concentracion de las
tres utilizadas para cada nutriente mostraba mejor respuesta, con el fin de utilizar esa
concentracion en las posteriores pruebas en bandeja de alvéolos. En cuanto a la
germinacion no se encontraron diferencias significativas en el % de germinacion por lo
que las concentraciones utilizadas en los tratamientos no han influido en este parametro.
Esto concuerdo con varios estudios como Choudhary et al. (2021) en trigo o Sadeghisadeh
y Zarea (2022) en cebada que utilizando un procedimiento y dosis similar al de este
estudio no encontraron diferencias en el % de germinacion. Por otra parte otros autores
como Abdulrahmani et al. (2007), observo con dosis mas elevadas que las de este estudio,
reduccion en el % de germinacion en cebada. Por tanto se puede intuir que con el
procedimiento y los nutrientes utilizados, no se mejora el % de germinacion, o por lo
menos no de forma muy apreciable, pero hay que tener cuidado con utilizar dosis muy

altas ya que estas si que provocan toxicidad reduciendo el % de germinacion.

En cuento a los pardmetros biométricos medidos en placa, se pudo observar una cierta
mejora por parte de las concentraciones intermedias, sobre todo en trigo, lo que condujo

a utilizar estas concentraciones en el ensayo de bandejas

En el ensayo de trigo en bandejas, a pesar de no encontrarse diferencias significativas
entre los tratamientos y el control en ambas condiciones de riego, se observaron algunas
tendencias de mejora. Concretamente, el tratamiento con zinc en el ensayo a capacidad
de campo mostrd una tendencia positiva en la medida del peso radicular, con una media
notablemente superior al control. En condiciones de riego deficitario, el tratamiento con

zinc también mostrd una tendencia positiva, esta vez en la longitud de la plumula. Sin
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embargo, estas diferencias no alcanzaron significancia estadistica debido a la variabilidad

en los resultados obtenidos en las mediciones.

Por lo tanto, este estudio no arrojé resultados similares a investigaciones previas en el
cultivo de trigo. Por ejemplo, Choudhary et al. (2021) y Rehman et al. (2015) en trigo,
asi como Nciiah et al. (2020) en maiz, lograron mejoras significativas en el tamaiio de la
plimula y la raiz mediante tratamientos con Zn. Chakraborty y Bose (2018) y Nciiah et
al. (2020) identificaron mejoras significativas en el tamafo de la plantula, la longitud de
la radicula, el peso de la plumula y el peso de la raiz mediante tratamientos con B en el
trigo. Kharb et al. (2023) consiguié mejorar la longitud de la radicula y la plumula
mediante tratamientos con Fe en el arroz en comparacion con el hidropriming. La posible
razon por la cual no se obtuvieron los mismos resultados podria deberse a diferencias en
el procedimiento y en el material utilizado. En algunos de los articulos mencionados, no
se empled la misma concentracion para cada nutriente, € incluso se recurrié a otra forma
quimica. Ademas, las semillas se mantuvieron sumergidas durante periodos de tiempo

diferentes.

Aunque no se observaron diferencias significativas, seria pertinente llevar a cabo nuevos
ensayos, posiblemente utilizando distintas variedades de trigo, para corroborar los
resultados obtenidos en este estudio, ya que algunos autores, como Choudhary et al.
(2021), al probar técnicas nutripriming en dos variedades de trigo, encontraron mejoras

en algunas caracteristicas en una variedad y no en otra.

Respecto a la cebada, se han obtenido mejoras significativas en condiciones de riego a
capacidad de campo. Los tratamientos con B y Fe han aumentado el peso radicular, el B
mejora la longitud de la plimula a los 6 dias, y los tres tratamientos mejoran la longitud
de la plumula a los 13 dias. Estos resultados contrastan con los obtenidos por Atar et al.
(2020) y Abdulrahmani et al. (2007) quienes no encontraron mejoras significativas al
tratar las semillas de cebada con Zn. Sin embargo, en otros cultivos existen
investigaciones que si respaldan los resultados obtenidos en este estudio, como las
anteriormente explicadas para el trigo o las investigaciones de Igbal et al. (2017). En este
ultimo estudio, se logré mejorar significativamente el peso de la plantula seca, mediante

tratamientos con B, en comparacion con el grupo control tratado con hidropriming.
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En la cebada, bajo condiciones de riego deficitario, no se observaron diferencias
estadisticas significativas. La razon detras de la efectividad de las técnicas nutripriming
en condiciones de riego normal, en contraste con su falta de efectividad en condiciones
de riego deficitario, fue dificil de determinar. Es posible que la limitacion principal haya
sido la disponibilidad de agua, lo que podria haber restringido el crecimiento de las
plantulas. Esto sugiere que las técnicas nutripriming estudiadas podrian no haber
mejorado la resistencia de las plantulas al estrés hidrico, ya que quizas la posible mejora
ante situaciones de estrés hidrico se dé en el caso del crecimiento de la longitud radicular.
Esto tiene relacion con Is investigaciones de autores como Ullah et al. (2019), quienes
afirman que los tratamientos con Zn podrian intervenir en el control hormonal,
aumentando la longitud de la radicula en las primeras etapas de crecimiento, lo cual no
se observo en este ensayo. Sin embargo, para respaldar estas afirmaciones, es esencial

continuar investigando en este campo y validar los resultados.

Es importante sefialar que ninguno de los tratamientos utilizados en este estudio resulto
en disminuciones de los parametros medidos. Por lo tanto, se descarta la posibilidad de
que las concentraciones utilizadas hayan causado algun tipo de toxicidad que reduzca los
parametros germinativos. Esto contrasta con hallazgos en otros estudios, como los de
Abdulrahmani et al. (2007) o Igbal et al. (2017), donde encontraron toxicidad en las
plantulas a partir de ciertas dosis. Sin embargo, es relevante destacar que en los estudios
donde se observaron esas toxicidades se emplearon concentraciones considerablemente

superiores a las utilizadas en esta investigacion.

En cuanto al analisis de micronutrientes en la semilla tratada, se obtuvieron los resultados
esperados. Se observd claramente como la concentracion aumenté a medida que se
incremento la dosis, en linea con los hallazgos de Kharb et al. (2023) en su investigacién
sobre semillas tratadas con Fe, y los resultados de Atar et al. (2020) en trigo y cebada, o
Shadeghisadeh y Zarea (2022) en arroz, quienes también lograron aumentar la
concentracion de Zn con tratamientos nutripriming. Esto es importante, ya que, si no se
consigue aumentar la concentracion de nutrientes, no se lograria el efecto priming
deseado (Atar et al., 2020). En futuras investigaciones, seria interesante analizar el grano

cosechado procedente de semillas tratadas para ver si mejora la concentracion de los
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nutrientes aplicados, como lo hizo Choukri et al. (2022), que consiguié mejorar la

concentracion de Zn en el grano de maiz cosechado mediante tratamientos con Zn.

Por lo tanto, es necesario continuar la investigacion con un posible ensayo en condiciones
de campo para verificar si los resultados obtenidos in vitro se replican in vivo. Al final,
lo més crucial es la produccion final del cultivo y su capacidad de adaptacion a las

posibles condiciones adversas que puedan presentarse en el campo.
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CONCLUSION

7. CONCLUSIONES

1-
2-

Los tratamientos con UV y ozono no evidenciaron efectos sobre la germinacion.
En el ensayo realizado en placa Petri, se observaron mejoras significativas en la
longitud de la plumula y la radicula con el priming UV y ozono. Sin embargo,
estos beneficios no se replicaron de manera significativa en el ensayo de bandejas
Los tratamientos nutripriming empleados lograron incrementar la concentracion
de los tres micronutrientes (Zn, B y Fe) en las semillas.

A pesar del aumento en la concentracion de nutrientes, no se observo impacto
alguno en el porcentaje de germinacion.

En el trigo, los tratamientos con Zn resultaron en un aumento significativo en el
peso radicular. En el caso de la cebada, el B y el Fe mejoraron de manera
significativa el peso radicular, y los tres nutrientes tuvieron un impacto positivo
significativo en la longitud de la plimula. La valoracion de cuél de los nutrientes
es mas eficaz se complico debido a los diferentes resultados observados en las dos
especies.

En el ensayo bajo condiciones de estrés por sequia, no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos y el control, posiblemente debido a que la

limitacion de agua pudo haber frenado el crecimiento de las plantulas.
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