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INTRODUCCION

La calidad de la semilla es un concepto formado por diferentes atributos, que son de interés para el
semillero, el productor, las autoridades de certificacion y el gobierno o agencia responsable del control. En
esta instancia, la calidad de la semilla se define en funcién de las siguientes variables: pureza fisico-
boténica, contenido de humedad, peso de 1.000 semillas, viabilidad, germinacion, vigor y estado sanitario
(Alzugaray et al., 2007).

La propagacion por semilla es el método mas frecuente para la produccién de muchas lefiosas; sin
embargo, comunmente existen problemas de latencia que dificultan la germinacion y emergencia.
La latencia seminal es uno de los principales problemas para la produccion de plantulas forestales
(Oliveira et al., 2003). En muchas especies, la baja germinacién de las semillas est4d asociada al
endurecimiento de las cubiertas seminales (Piroli et al., 2005; Zida et al., 2005) lo que las hace casi
impermeables a la entrada de oxigeno y agua, y en algunas especies pueden ser una barrera mecanica a la
germinacion o pueden contener compuestos quimicos que inhiben el proceso (Bewley y Black,
1994).

La latencia asegura la sobrevivencia de la mayor proporcion posible de las semillas caidas al
suelo en condiciones naturales (Bewley y Black, 1994), pero representa un problema para obtener
una emergencia rapida y uniforme en los viveros y por lo tanto se requiere aplicar tratamientos
pregerminativos para superarla.

La escarificacion es uno de los tratamientos que se realiza con la finalidad de modificar las
cubiertas seminales duras o impermeables, mediante cualquier proceso que permita la ruptura,
rayado o alteracion mecénica de la semilla para hacerlas permeables al agua y/o gases, liberar
compuestos gquimicos inhibitorios o constricciones al embrion y de esta forma mejorar la germinacion y
acelerar la obtencion de plantulas. La escarificacion puede ser mecéanica, quimica o fisica, entre
otras y su nivel OGptimo varia entre especies y debe ser determinado empiricamente . Para el
productor es importante determinar un método simple, eficaz, de bajo costo y seguro, y que no
ocasione dafios al personal y/o al ambiente (Zida et al., 2005).

Tratamientos mecénicos tan variados como lijado, cortes o punzados han mostrado ser efectivos
para romper las cubiertas seminales e incrementar los valores de germinacion (Piroli et al., 2005; Zida
et al., 2005); sin embargo, la escarificacion mecénica con lija o elementos cortantes pueden ser lentos
y engorrosos cuando se emplea a gran escala (Oliveira et al., 2003; Sacheti y Al-Rawahy, 1998).

Por otra parte, la validacion de las caracteristicas biométricas de frutos y semillas de una determinada
especie brinda informacion sobre la variabilidad de esas caracteristicas entre individuos de un &rea
establecida (Souto et al., 2008); también la clasificacion de las semillas por tamafio para determinar la




calidad fisioldgica, ha sido ampliamente utilizada en la reproduccion de diferentes especies de plantas
(Alves et al., 2005).

Por ello el objetivo de este trabajo es determinar un sistema de clasificacion y evaluar el efecto de
tratamientos pregerminativos de semillas de Delonix regia y Enterolobium contortisiliquum para
promover la emergencia de las plantulas.

Obijetivos particulares

- Determinacién de viabilidad/dafios por métodos destructivos y no destructivos.

- Determinacién de la variabilidad morfométrica/colorimétrica de semillas provenientes de diferentes
individuos.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal.

Se seleccionaron arboles urbanos D. regia y E. contortisiliquum (Cosecha 2014-2015), con apariencia
sana, y que se encontraban espaciados a una distancia mayor a 50 m entre si. De cada arbol se colectaron 8
frutos y se obtuvieron las semillas para realizar a los diferentes ensayos.

Pruebas de viabilidad

Ensayos de viabilidad por métodos destructivos.

Prueba Topogréfica por Tetrazolio: La evaluacion de la calidad de las semillas a través de esta
prueba se basa en la tincion de los tejidos en presencia de una solucion de la sal de cloruro de 2, 3,5-
trifenil Tetrazolio, que permite distinguir en las semillas a las areas vivas (areas de color rojo) de las
areas muertas que no poseen coloracion (Hampton y Tekrony, 1995).

Se trabajé con 4 repeticiones de 25 semillas que se acondicionaron realizando una imbibicion durante 48
h. Para realizar la tincién, se utilizaron frascos de vidrio de 100 ml con tapa hermética, donde se colocaron
las semillas totalmente sumergidas en la solucién de Tetrazolio. Estos frascos se incubaron en estufa a
28°C y en oscuridad durante 24 h. Una vez concluida la tincion, las semillas se enjuagaron con abundante
agua corriente y se realizaron las observaciones sobre cada semilla individualmente.

Los resultados se expresaron en % de semillas viables (semillas mayormente tefiidas) y semillas no viables
(embrién sin tincién).

Prueba del indigo carmin: En esta prueba se produce la coloracion del tejido muerto de la semilla. Se ha
reportado como una técnica Util para especies de pinaceas y no hay constancias de su utilizacion en
muchas otras especies (Benito-Matias et al., 2004).

Se tomaron 4 repeticiones de 25 semillas, y se las sumergieron 18 h en agua destilada para reblandecer el
tegumento. Posteriormente se incubaron en la solucion de indigo carmin durante 3 h a temperatura
ambiente. Se lavaron y se clasificaron en viables/sin dafio (blancos o con pocas manchas azules nunca
localizadas en la radicula) y no viables/con dafio (zona de la radicula totalmente tefiida y/o embrion
tefiido).

Deteccidn de dafio en semillas por método no destructivo.

Prueba de Rayos X: es una metodologia utilizadas para evaluar la calidad de las semillas, no destructiva
para el andlisis interno de las propiedades de las semillas: anatomia, defectos morfol6gicos, cambios
fisioldgicos que ocurren durante la maduraciéon y ataque de insectos entre otros. Las areas claras
representan las partes mucho mas densas del objeto, dificultando el paso de la radiacion. Las semillas se
pegaron a una placa de plastico autoadherible de polipropileno, la que se coloc6 sobre una placa de
acrilico transparente en la cdmara de irradiacion no digital (Faxitron X-Ray modelo MX-20; Specimen




Radiography System®, Illinois, USA) y se sometid a exposiciones a 18 kV por 10 s. Posteriormente, las
placas se revelaron en una impresora digital para rayos X (procesador Hope X Ray; Micro-Max modelo
319®).

Clasificacion de semillas

Biometria de semillas.

Para la biometria de semillas se sigui6 la metodologia de Bravato (1974) que establece el tamafio de las
semillas a partir de mediciones de longitud y ancho. Se incluy6 la medicién del espesor de las simientes
tomada en la parte central de las mismas. A partir de los datos obtenidos se calcul6 la relacion longitud-
ancho (L/A) y volumen (V). Para definir la forma de la semilla se sigui6 lo indicado por Murley (1951).
Las mediciones se realizaron sobre 100 semillas de cada procedencia tomadas al azar y mediante el uso de
un calibre de precision de 0,1 mm.

Se complement6 con el analisis de imagenes propuesto por Verdugo et al. (2007), donde se obtuvieron
imagenes con 4.800 pixeles de resolucion, por medio del escaner Hewlett Packard 7450 tipo “flat bed”.
Las iméagenes obtenidas se procesaron con los programas Photoshop 5.0, para obtener las caracteristicas
morfométricas de tamafio (&rea, largo, ancho y volumen).

Caracterizacion colorimétrica de las semillas.

La estimacion del color de la cubierta seminal se realiz6 sobre 100 semillas de cada especie mediante el
empleo de la carta de colores “Munsell” (1975).

Ensayos de tratamientos pregerminativos para la promocién de la emergencia

- Escarificado fisico

T1-Sumergir las semillas en agua a 100 °C y dejarlas en remojo por 24 horas permitiendo que el agua se
enfrie naturalmente,

T2- Sumergir por 15 minutos en agua a 100 °C, sacar las semillas y dejarlas enfriar a exposicién natural de
aire;

T3- Sumergir por 30 minutos en agua a 100 °C, sacar las semillas y dejarlas enfriar a exposicién natural de
aire;

T4- Sumergir las semillas en agua a temperatura ambiente y dejarlas en remojo por 24 horas.

- Escarificado mecénico

T5- ruptura fisica de las semillas mediante licuado a baja velocidad por 15 segundos.

T6- ruptura fisica de las semillas mediante licuado a baja velocidad por 30 segundos.

T7- ruptura fisica de las semillas con papel de lija N° 80 hasta dejar expuesto el endosperma (Control,
tomado del trabajo practico de “Fisiologia Vegetal™).

- Escarificado fisico-mecénico.

T8-Sumergir las semillas en agua a 100 °C y dejarlas en remojo por 24 horas permitiendo que el agua se
enfrié naturalmente, y luego realizar un corte al tegumento seminal con bisturi.

El sustrato empleado fue arena esterilizada contenida en bandejas plésticas rectangulares de 43 x 37 x 17
cm de largo, ancho y profundidad, respectivamente. En ambas especies la profundidad de siembra fue de
aproximadamente 0,5 cm. Las bandejas se mantuvieron en cdmara de incubacion a una temperatura
promedio de 27 °C.

Parametros de crecimiento:

Para cada especie se determind el porcentaje de emergencia total (% E), tiempo para iniciar la
emergencia (TI), tiempo para alcanzar el 50 % de la emergencia total (TE50) y lapso entre la
ocurrencia del 10y 90 % de la emergencia total (TE 10-90 ), todos con base en los valores
promedios.




Anélisis estadistico y disefio experimental:

El disefio experimental fue completamente al azar con cuatro repeticiones de 25 semillas cada uno. La
emergencia se consideré al aparecer la plimula sobre el sustrato con la apertura completa de los
cotiledones, ya que en ambas especies la germinacion es epigea. Los conteos se realizaron cada dos
dias luego de iniciado el proceso de emergencia y se mantendran hasta que los valores permanezcan
constantes por 10 dias.

Los datos fueron transformados (y = loge X) y analizados estadisticamente con el software Infostat version
2008. Se realizo el andlisis de la varianza comparando las medias de los tratamientos a través de la prueba
de Duncan (P < 0,05). Para las variables color, se analiz6 la distribucion de frecuencia.

RESULTADOS Y DISCUSION
Pruebas de viabilidad
Ensayos de viabilidad por métodos destructivos.
En referencia al patron elaborado para las semillas de ambas especies (Figura 1 A 'y B ver Anexo) por
Pivaral Leiva (1999), se determinaron los porcentajes de viabilidad para ambos métodos destructivos.
Con el test de tetrazolio se identificd un 73,49%=1,60 de semillas de D. regia (Figura 2-A ver Anexo) y
un 55,83%:z0,75 para E. contortisiliquum, viables (Figura 2-B ver Anexo; Tabla 1).
En ocasiones se recomienda este test como buen predictor de la germinacion, tanto para semillas
de Quercus como de otras especies forestales; aunque presenta algunos inconvenientes (Bonner, 1984;
ISTA, 1999; Moreno Alvarez et al., 2001); posiblemente la mayor dificultad es encontrar un protocolo
adaptado a cada especie, de forma que las tinciones sean lo suficientemente homogéneas para asegurar
una buena interpretacion de los resultados, que en ocasiones se ven afectados por la cantidad de lipidos,
tiempo de tincidn, condiciones de temperatura en las que se lleva a cabo la reaccion, o incluso experiencia
del analizador en dicha especie y en el método (Benito-Matias et al., 2004).
Si bien esta prueba ha sido utilizada en numerosas especies forestales como ser Bombacopsis quinata y
Tabebuia rosea (Cordero, 1994); Enterolobium cyclocarpum, Gliricida sepium y Delonix regia (Pivaral
Leiva, 1999), Pinus pinea (Benito-Matias, 2004); Schinopsis balansae (Alzugaray et al., 2005); Acacia
melanoxylon (Velasquez, 2006); Aspidosperma quebracho-blanco (Alzugaray et al.,, 2006); Rubia
fruticosa (Marrero et al., 2007); Maytenus vitis-idaea (Bueno et al., 2009) entre otras; para las especies en
estudio existen pocos reportes acerca de su uso.
En la prueba del indigo carmin, las partes tefiidas son las muertas; la mejor respuesta que obtenemos
puede deberse a la facilidad para considerar los dafios. En los ensayos realizados se observé que el
48,78%=1,73 de las semillas de D. regia (Figura 2-A ver Anexo) y el 58,82%zx1,41 de las de E.
contortisiliquum no son viables (Figura 2-B ver Anexo; Tabla 1).
Teniendo estos test una fuerte carga de subjetividad en la interpretacién de los resultados, basada
principalmente en la experiencia del analizador, podemos suponer gque es mas dificil interpretar zonas de
las semillas donde el tejido esta muerto, que pobremente tefiidas por el tetrazolio. Siempre puede deberse
a la falta de tonalidad o errores en la manipulacion, siendo dificultoso interpretar la importancia de zonas
que pueden ser basicas para el desarrollo del embrion y posterior germinacion de las semillas. Esta duda
es menos frecuente en el caso del indigo ya que la tincion de las zonas muertas define claramente como se
encuentra la semilla (Moreno Alvarez et al., 2001; Prieto Méndez et al., 2011).




Tabla 1: Porcentaje de viabilidad/dafio por métodos destructivos: Prueba del indigo carmin y Prueba
Topografica por Tetrazolio. Referencias: V: viables y NV: no viables; segun patrén de referencia tomado
de Pivaral Leiva, 1999.

Método D. regia E. contortisiliquum

\% NV \% NV
indigo carmin | 51,21%+0,83 | 48,78%+1,73 | 41,17%+1 58,82%z1,41
Tetrazolio 73,49%=1,60 | 26,50%z1,37 | 55,83%+0,75 | 44,16%=0,54

Deteccion de dafio en semillas por método no destructivo

A través de imagenes radiogréficas se han identificado propiedades estrechamente relacionadas con la
viabilidad y el vigor de las semillas. Cuando los rayos X pasan a través del objeto, se absorbe esta
radiacion primaria en distinto grado por el objeto, dependiendo de su espesor, densidad, composicién
quimica y de la longitud de onda de la radiacion. Los rayos X pasan a través del objeto creando la imagen
radiografica del espécimen sobre un film fotogréafico, platina o cdmara fluorescente. Las areas que
aparecen oscuras en la imagen obtenida son las méas facilmente penetradas por los rayos, o sea que
representan las areas del espécimen a través de las cuales ha pasado relativamente mas radiacion,
oscureciendo el film. Las areas claras representan las partes mucho mas densas del objeto, es decir con
algun dafio, dificultando el paso de la radiacion (Alzugaray et al., 2006; Corona Mora, 2015).

Los estudios para la deteccion de dafio de esta poblacion permitié constatar la existencia de un elevado
porcentaje semillas sin dafio con la técnica de rayos X para D. regia y E. contortisiliquum (86,16%+5,93 y
87%+2,30, respectivamente); en comparacion con la técnica de Indigo carmin (51,21%+0,83 y
58,82%=+1,41, respectivamente), que define claramente dafio en la semilla (Moreno Alvarez et al., 2001;
Prieto Méndez et al., 2011); aunque como las especies en estudio poseen testa muy dura, no se descarta
que en la remocion de la misma para el acondicionamiento de la prueba de indigo carmin,se hayan dafiado
las semillas, lo que se tradujo en un porcentaje menor de semillas sin dafio.

Por ello se confirma en este trabajo, la utilidad que reviste el empleo de los analisis radiograficos en el
estudio de la viabilidad/estado de las semillas lo cual ha sido puesto de manifiesto para otras especies
forestales (Nieto de Pascual, 1995; Solis, 2002). Esta prueba proporciona un analisis rapido y bastante
preciso de las estructuras internas de la semilla, identificando aquellas semillas vacias, dafiadas por
insectos o pobremente desarrolladas (Bonner, 1998; Cicero et al., 1998). Sin embargo, no brinda tan clara
resolucion de las estructuras internas como el analisis de imagenes provenientes del uso de los métodos de
resonancia magnética y tomografia computarizada (lglesias et al., 2006).

Tabla 2: Porcentaje de viabilidad/dafio por métodos destructivos/no destructivos: Prueba del indigo
carmin y Placas radiogréficas. Referencias: C/D-S/D: Con dafio y sin dafio respectivamente. Se trabajo
con los promedios de ambos arboles.

Método D. regia E. contortisiliquum

S/D C/D S/D C/D
indigo carmin | 51,21%+0,83 | 48,78%+1,73 | 58,82%+1,41 | 41,17%+1
RX 86,16%=5,93 | 13,81%*2,15 | 87%+2,30 13,13%=1,56




La precision de las estimaciones se determind mediante una matriz de confusion que es una forma de
verificar la exactitud de los métodos utilizados; la coincidencia hace referencia al porcentaje de semillas
gue fue correctamente asignada a las dsferentes categorias (semillas con dafio y sin dafio).

En la tabla 3 se presenta la evaluacion de la clasificacion final de las semillas con la matriz de confusién
mediante dos métodos que pueden detectar dafios en las semillas, como lo son prueba del indigo carmin y
de rayos X; los resultados obtenidos muestran que la coincidencia en semillas sin dafio es del 68, 26% y
47,90% (Tabla 3) para D. regia y E. contortisiliquum respectivamente; mientras que comparando las
técnicas en semillas con dafio se obtuvo un alto porcentaje de coincidencia (68,10%) en E.
contortisiliquum para semillas con dafio; lo que podria ser considerado como aceptable, sobre todo en ésta
Gltima especie y para esta categorizacion, ya que ambas técnicas poseen el mismo principio de
identificacion. Es decir que son confiables los resultados de ambas técnicas para caracterizar semillas sin
dafio en D. regia y semillas con dafio para E. contortisiliquum.

Tabla 3: Evaluacion de la clasificacion final del sistema de determinacion de viabilidad/dafio por método
destructivo/no destructivo en semillas de D. regia y E. contortisiliquum (con dafio/sin dafio), por matriz de

confusion.

Clasificacion Indigo carmin Clasificacion Rayos X Coincidencia %

D. regia

Sin dafio Con dafio
Sin dafio 51,21 86,16 34,95 68, 26%
Con dafio 48,78 13,81 34,97 71,68%

Clasificacion Indigo carmin  Clasificacion Rayos X Coincidencia %
E. contortisiliquum

Sin dafio Con daiio
Sin dafio 58,82 87 28,18 47,90%
Con dafio 41,17 13,13 45,69 68,10%

Clasificacion de semillas

Biometria de semillas.

Se realiz6 biometria de semillas para determinar si es posible utilizarlo como un sistema de clasificacion
para las especies en estudio, debido a que no se han encontrados antecedentes al respecto; pero si los hay
para otras especies forestales donde la morfometria de semillas resulta una herramienta atil para la
clasificacion de las mismas (Fontana et al., 2015).

La morfometria ha sido cercana a la estadistica o al algebra mas que a la morfologia misma, y en cierto
sentido esa percepcion es correcta ya que la morfometria es una rama del anélisis matematico de la forma
(Atchley et al, 1976; Corruccini, 1977; Albrecht, 1978). Una limitacion de la morfometria tradicional es
que las medidas no transmiten informacion sobre la estructura geométrica, sino que se trata usualmente de
segmentos lineales (Atchley y Anderson, 1978; Hills, 1978; Dodson, 1978). En respuesta a estas
limitaciones surgié lo que conocemos como Morfometria geométrica, descripta como “una fusion


https://es.wikipedia.org/wiki/Morfometr%C3%ADa_geom%C3%A9trica

empirica de la geometria con la biologia” (Bookstein, 1982); en ella no ha sido posible analizar
separadamente la “forma” del “tamafio”, debido a que son caracteristicas biologicas que estan
intimamente ligadas (Zeldicht et al., 2004), es decir, organismos de diferentes tamafios tendran diferentes
formas aunque sean de la misma especie, lo que se debe al desarrollo y crecimiento natural u ontogenético
de los organismos Vvivos.

Actualmente no se cuenta con suficientes estudios que aborden de manera integral el analisis de la calidad
en relacion con los niveles de variacion morfométrica de las semillas, particularmente de las especies en
cuestion. Las variables frecuentemente evaluadas en la descripcion morfoldgica de semillas puede lograrse
mediante andlisis de imagen, que se centran en aspectos biométricos como la longitud y el ancho
(Iipronti et al., 1997,1999; Dehghan-Shoar et al., 1998; Chtioui et al., 1998), el area (Chtioui et al.,
1998; Dehghan-Shoar et al., 1998), la forma (Sahoo et al., 2000) de acuerdo a figuras geométricas o
adecuacion a modelos matematicos (Chtioui et al., 1998; Ohsawa et al., 1998; Illipronti et al. 1999), y
peculiaridades morfoldgicas (Dehghan-Shoar et al., 1998). Hay informes de mediciones especificas en
testas, como estudio del color (Casady et al., 1992; Sahoo et al., 2000), textura (Sahoo et al., 2000) y
aspectos tridimensionales (Chtioui et al., 1998). La variable tamafio de las semillas induce a
clasificaciones de poca precision, mientras que la forma categoriza mejor, pues se asocia mas con el
genotipo (Sahoo et al., 2000), logra alta discriminacion de especies al realizar ajustes matematicos
(Neuman et al., 1987; Sapirstein et al., 1987) y se describe como un factor de interés util para el
sistematico (Bengoechea y Gomez Campo 1975). De este modo, la forma constituye un importante
descriptor en la evaluacién de recursos genéticos y para discriminar entre los distintos vegetales (lllipronti
et al., 1997; Ohsawa et al., 1998).

En la tabla 4 y 5 puede observarse el nimero de semillas por vaina en promedio, que es similar para
ambos arboles tanto en D. regia como en E. contortisiliquum; en tanto que en las semillas de D. regia para
las medidas analizadas longitud, ancho, relacién longitud/ancho se encontraron diferencias significativas
entre arboles y entre vainas; mientras que la variable area se mantiene constante sin diferencias entre las
vainas del arbol 2; lo mismo ocurre para longitud de las semillas del arbol 2 y area de las semillas del
arbol 1 de E. contortisiliquum. Para poder afirmar que algunas de las medidas tomadas en este ensayo, es
atil para determinar un sistema de clasificacion de semillas, serian necesarias mayores mediciones (mayor
cantidad de arboles y vainas por arbol), pero sin duda la caracterizacion morfométrica de las semillas
ofrece una herramienta interesante para la determinacion de calidad u homogenizacion de lotes.

Tabla 4: Caracterizacion morfométrica de las semillas de D. regia. Tamafio (longitud, ancho), relacion
longitud/ancho (L/A) y area expresados en mm y mm?. Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas (P < 0,05).

D. regia N° de semillas/vaina Longitud(L) | Ancho(A) LA area(a)
V1 14 18,86+3,61bc | 7,21+3,75bc | 13,07+0,92bc | 1,41+0,1b
V2 27 17,30+1,61ab | 4,80+1,13a [11,20+1,27abc | 1,25+0,16b
\& 30 17,60+2,08ab | 4,80+1,13ab | 11,20+1,27abc | 0,71+0,12a
\z 20 18,80+1,79bc | 6,15+0,93bc | 12,48+1,32a | 0,92+0,17a
V5 28 17,54+3,06ab [ 5,50+3,06ab | 11,25+1,43ab | 1,14+0,2b
V6 27 17,74%2,47hc | 5,41+0,69bc | 11,57+1,28abc | 1,02+0,19ab
Arbol 1| V7 21 20,85+0,72d | 6,22+0,58d | 13,74%0,53c | 1,32+0,09b
V8 31 19,84+1,07c | 5,68+0,60c | 12,68+0,70bc |1,02+0,11ab




X 25,5
2 22 19,18+1,92bc | 6,36+0,66ab | 12,59+1,22ab | 1,12+0,14a
V2 20 19,35+2,21c |6,05+0,83ab | 12,60+1,27ab | 0,99+0,21a
V3 27 17,96+1,51a | 5,89+0,80a | 12,04+0,98ab | 0,7+0,11a
va 24 19,79+1,44bc | 6,75+0,79b | 13,27+0,87ab | 1,32+0,2a
V5 23 18,35+158b |6,39+0,84ab | 12,26+1,05ab | 0,92+0,13a
V6 25 17,64+1,98a | 5,72+0,84a | 11,68+1,41a | 0,980,23a
V7 33 18,61+1,66b | 5,85+0,71a | 12,23+0,96b 1+0,2a
Arbol 2 | V8 30 19,36+14,7c |6,17+0,70ab | 12,9+0,96ab | 1,3+0,26a
X 25,5

Tabla 5: Caracterizacion morfométrica de las semillas de E. contortisiliquum. Tamafio (longitud, ancho),
relacion longitud/ancho (L/A) y éarea expresados en mm y mm? Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas (P < 0,05).

E. N° de
contortisiliquum semillas/vaina | Longitud (L) [ Ancho (A) L/A area(a)

) Vi 14 11+141c | 579+0,43a | 839+094bc | 0,43+0,06a

Arbol 1 v 17 11,35+1,0bc | 547+0,62ab | 8,41+0,80a | 0,6+0,06a
V3 12 9,83+0,58a | 5,75+0,45ab |7,92+0,29abc [ 0,58+0,05a
V4 13 11+1,00bc | 5,54+0,66ab | 8,27+0,55ab | 0,54+0,09a
V5 17 9,41+1,12ab | 5,59+087ab | 7,5+0,80a | 0,52+0,08a
V6 10 11,1+0,99bc | 6,30+0,82b | 8,7+0,70c | 0,49+0,06a
Vi 11 10,87+1,19bc | 5,87+0,52ab | 8,37+0,68bc | 0,59+0,08a
V8 14 11,43+1,22c | 5,64+0,50ab | 8,54+0,76bc | 0,67+0,12a
X 13,5
V1 13 10,85+0,90a |6,23+0,83abc | 8,54+0,78b | 0,51 +0,06a

Arbol 2 \ 14 10,71+1,86a | 5,71+0,47a | 8,07+1,00a |1,03+0,19abc
V3 16 11,56+1,03a | 6,31+0,79ab | 8,94+082b |0,72+0,11abc
V4 11 10,18+2,04a |6,55+1,44abc | 8,45+1,63ab | 0,73+0,24ab
V5 15 11,93+1,03a | 6,73+0,80c | 9,33+0,90b |0,91+0,13abc
V6 14 10,93+0,83a | 6,43+0,94abc | 8,68+0,91b | 0,81+ 0,11bc
\Z 10 10,80+1,23a | 6,70+1,06bc | 8,75+103ab | 1,03+0,1c
V8 12 10,67+0,89a |6,33+0,89abc | 8,33+0,65b | 0,9+0,13abc
X 13,12

Caracterizacion colorimétrica de las semillas



Respecto del color (Figura 4 ver anexo), en D. regia el 40,79% de las semillas del arbol 1 presentaron una
coloracion 10YR 4/6 marrén amarillento oscuro, en segundo orden el 39,30% presentd la coloracion
10YR 3/6 marrén amarillento oscuro; mientras que en el arbol 2 el 53,43% presento la coloracion 10YR
6/6 amarillo amarronado y en segundo orden el 27,94% 10YR 5/6 marrdn amarillento.

En E. contortisiliquum el 33,92% de las semillas del arbol 1 y el 35,92% del arbol 2 presentaron una
coloracion 10YR 4/6 marrén amarillento oscuro y en segundo orden el 16,96% y el 21,35%
respectivamente la coloracién 7,5YR 3/4 marron oscuro.

El color marron amarillento oscuro es el que presenta la mayor frecuencia en las semillas de ambas
especies en estudio. Si bien existe poca bibliografia acerca del uso de esta herramienta para la
clasificacion de semillas forestales, Jorrati de Jimenez et al. (2011) la menciona para las semillas de
Prosopis chilensis y P. flexuosa y en P. alba Fontana et al. (2015); mientras que Tenorio et al. (2008)
destaca la importancia de evaluar la variacion del color, ya que se ha encontrado en Cecropia obtusifolia
que influye en la germinacion.

Si bien existe el antecedente del uso de otra clasificacion colorimétrica en semillas de D. regia, como es el
de la carta de colores de la Royal Horticultural Society Color Chart RHS (2007); donde se describen de un
color café claro y en su mayoria homogeéneas (Torres Lozada, 2015); en general esta carta de colores es
mas utilizada para clasificar distintos drganos, como ser hojas en Peumus boldus (Doll et al., 2005), flores,
pedunculos florales, epidermis, pulpa de frutos de Prunus serotina (INIAP, 2013), entre otros.

En el procesamiento de semillas forestales es frecuente someter a los lotes, a un conjunto de operaciones
para obtener semillas uniformes en tamafio, forma, color y que estén libres de contaminantes extrafios
(NTON, 2007); donde la tonalidad de su cubierta, es un fuerte componente de clasificacion asi como las
implicancias que pudiera tener este comportamiento tan variable en los pulsos poblacionales o la dindmica
de las distintas especies (Segura et al., 2013).

El color de la cubierta seminal es un importante factor que regula la dormicién de la semilla (Torada y
Amano, 2002) y esta influenciado por las condiciones ambientales. La pigmentacién de la cubierta esta
correlacionada con reducidas tasas de imbibicién en varias especies de Fabaceae (De Souza y Marcos-
Filho, 2001). De todas formas en nuestro caso, para tomar este parametro como sistema de clasificacion de
semillas serian necesarios mayores andlisis (mas cantidad de individuos y frutos, varios afios de cosecha,
etc), ya que en algunas especies forestales como ser Astragalus nitidiflorus, semillas del mismo color pero
de distintos afios demostraron comportamientos germinativos muy dispares (Segura et al., 2013).

Ensayos de tratamientos pregerminativos para la promocién de la emergencia

En primera instancia, se tomé al azar un lote de semillas de ambas especies y se le practicé el T7 como
control, pero al observar una alta heterogeneidad en la germinacion, se las clasifico por tamafio (tomando
como referencia la longitud en mm):

D. regia: grandes: 20 mm; medianas: 15-20 mm; chicas: < 15 mm.

E. contortisiliquum: grandes: > 11 mm; medianas: 7-11 mm; chicas: <7 mm.

Al observar los resultados expresado en la Tabla 6, se continud los siguientes ensayos con semillas
medianas de ambas especies.

Tabla 6: Porcentaje de germinacion de semillas de D. regia y E. contortisiliquum sometidas a escarificado
mecanico (T7-Control) y clasificadas por tamafio.

| Tamafio de semillas | grandes | chicas | medianas |




D. regia
E. contortisiliqguum

16%=+1,01
13,30%=1,10

14%+0,8
15%=0,96

38%=0,74
31,66%+0,37

Las semillas de D. regia y E. contortisiliquum presentan un estado de latencia debido a la dureza de sus
tegumentos; para aumentar el porcentaje de germinacion es necesario romperla usando métodos de
escarificacion (Tapia et al., 2014 a, b; Perea et al., 2008). Este tipo de latencia es frecuente en las especies
de Fabaceae; Rolston (1978) reportd que de 260 especies evaluadas de esta familia, aproximadamente
el 85 % presentaban semillas con tegumentos, total o parcialmente impermeables, sefialando ademas que
se debe a la presencia de un estrato de células epidérmicas tegumentarias en forma de empalizada
asociadas a una capa cuticular cerosa.

En la tabla 7 se observan los resultados de los distintos tratamientos de escarificado para la promocion de
la emergencia de las semillas de ambas especies; sobre el porcentaje final (% E) y tiempos de emergencia
en D. regia con el escarificado fisico de las semillas, el T2 es el que presentd los valores mas altos de
emergencia 95+2 % ; mientras que los tratamientos con escarificado mecénico, el que mejor resulté es el
T6 donde la ruptura fisica de las semillas se realiz6 mediante licuado a baja velocidad por 30 segundos,
donde se registrd un 62+2% de emergencia. En general al combinar ambos métodos de escarificado, no se
obtuvieron mejores resultados que los antes citados.

En semillas de E. contortisiliquum para los distintos tratamientos pregerminativos; resulté con mayor
eficacia el escarificado mecénico, donde el T6 registré un 92,67+£1,52% y el T7 (lijado de las semillas) un
71,33+1,53% de emergencia; en comparacion con el método de escarificado mas adecuado en semillas de
D. regia, para las de E. contortisiliquum el escarificado fisico no demostr6 ser el méas efectivo en la
promocion de la emergencia, ya que se registraron los menores valores (entre 8+1 y 19,33+0,58%) en
dichos tratamientos.

Tabla 7: Promocion de la emergencia de semillas de D. regia (Dr) y E. contortisiliquum (Ec).

T (% E) TI (dias) TE 50% (dias) TE 10-90 (dias)
Dr Ec Dr Ec Dr Ec Dr Ec

1 25+1c 19,33+0,58¢ 11,00+1c 7,67+1,53a - - - -

2 95+2f 8,00+1b 12,67+1,53c | 10,67+1,15bc | 12,33+1,15b - 12,00+1a -

3]62,00+2,00e 17,00+2c 18,67+1,53d | 12,33+1,51bc | 19,67+0,58d - - -

4 - 4,33+1,54a - 12,00+1,00bc - - - -

5| 56,00+1d 55,33+1,53e |17,33+0,58d | 10,67+1,52bc | 18,00+1lc | 16,67+1,51c - -

6| 63,00tle 92,67+1,52f 11,00+1c 11,53+2bc - 13,00+2b - 5,33+1,54b

71 7,00£1b 71,33+1,53e 8,00x1b 10,00+2ab - 15,67+0,58¢c - -

8| 6,67+15b 10,00+1b 12,00+1c | 13,33+1,53c - - - -

Referencias: Porcentaje de emergencia total (% E), tiempo para iniciar la emergencia (TI), tiempo para alcanzar
el 50 % de la emergencia total (TE50) y lapso entre la ocurrencia del 10y 90 % de la emergencia total (TE
10-90).

El propdsito de remojar las semillas en agua caliente es modificar las cubiertas duras, remover los
inhibidores, ablandar las semillas y reducir el tiempo de germinacion. Este tratamiento a temperaturas y
tiempos de inmersion variables, han resultado ser altamente efectivos para romper la latencia en varias
especies (Atencio et al., 2003; Razz y Clavero, 1996) y aunque requieren de cuidados especiales, son




economicos, faciles y seguros de aplicar. EI choque de calor al sumergir las semillas en agua caliente
puede ser mas efectivo que la escarificacibn mecénica para algunas especies pero los éptimos de
temperatura 'y tiempo de remojo son altamente dependientes de la especie y de no determinarlos
se pueden tener resultados adversos (Piroli et al., 2005; Zida et al., 2005). Liu et al. (1981) por su parte
sefialan que la exposicion al agua caliente ocasiona una expansién térmica que separa o destruye las
células columnares de la capa de macroesclereidas lo que permite que el agua penetre facilmente y
reduzca significativamente la viabilidad de las semillas.

En semillas de Bauhinia monandra y B. ungulata, por ejemplo el remojo en agua caliente a temperatura de
80 °C inhibi6 la germinacion (Alves et al., 2000); resultados similares se han reportado también para
semillas de E. contortisiliguum (Contro y Matos, 2004).

Si bien Tapia et al. (2014a) han presentado un protocolo de escarificado para D. regia el que incluye
H2S04 98 % con el cual se logr6 un 60 % de emergencia, con el lijado de las semillas se aumenté a 75 %
la germinacion. En el presente trabajo se han mejorado dicho parametros sin necesidad de recurrir al
escarificado quimico, aunque ha sido efectivo para mejorar la germinacion de innumerables especies
(Piroli et al., 2005; Hermansen et al., 2000), el tiempo de exposicién al acido debe ser exactamente el
necesario para ablandar las cubiertas seminales sin que se afecte el embrion (Atencio et al., 2003;
Hermansen et al., 2000), por ello muchas veces no resulta practico. Tratar las semillas con &cido
sulfarico puede ser factible para viveros comerciales a gran escala que dispongan del ambiente y
herramientas de trabajo adecuadas y seguras para la manipulacién de este tipo de quimicos; sin embargo,
puede que no sean apropiados para pequefias comunidades o viveros caseros comunitarios de areas de
pocos recursos ya que puede ser dificil de obtener, su manejo implica riesgos y es costoso
(Hermansen et al., 2000).

Tapia et al. (2011, 2013, 2014b) comprob6 que en semillas de E. contortisiliquum, la escarificacion
mecénica que consistente en un lijado suave del tegumento tiene una mayor influencia en la germinacion;
coincidente con los resultados obtenidos en este ensayo.

Los tratamientos de escarificacion mecanica o con agua caliente, han demostrado su eficacia en varias
especies de Fabaceae, entre las que se encuentra E. contortisiliquum (Bertsch-Hernandez ,1985). Por su
parte Eibl et al. (1994) y Engel y Parrotta (2001) afirman que las semillas de dicha especie requieren un
proceso de escarificacién para mejorar su porcentaje de germinacion; mientras que Rossini Oliva et al.
(2006) ha logrado un 100% de semillas germinadas sin tratamiento alguno; posiblemente estas diferencias
en el germoplasma, no solo de esta especie sino de muchas otras e inclusive entre especies de un mismo
género, pueda deberse a la dormancia de las semillas, pero también deben intervenir otros factores, como
ser edaficos o climéticos (Rossini Oliva et al., 2005).

En D. regia los tratamientos de escarificacion también afectaron la velocidad del proceso de emergencia
(Tabla 7); el inicio de la emergencia () se vio favorecido por el T7 a los 8 dias y el tiempo requerido para
alcanzar el 50 % de la emergencia total (E50) en el T2 fue el mas favorecedor (12,33+1,15 dias),
coincidentemente con el mayor porcentaje de emergencia total.

El Unico de todos los tratamientos pregerminativos que agilizo el lapso entre la ocurrencia del 10 y 90 %
de la emergencia de las plantulas (E10-90) fue el T2 con 12+1 dias.

Martinez Ramirez (1998) informa que la germinacion de semillas de D. regia ocurre dentro de las dos
primeras semanas después de la siembra, concentrandose en mayor cantidad desde el 9° dia hasta el 15°
dia después de efectuada la siembra con un tratamiento de inmersién en agua en ebullicién durante un
periodo de cinco minutos, obteniendo asi un 54,33% de semillas germinadas; mientras que Ataide et al.
(2013) obtuvo con un escarificado combinado un 71% de germinaciéon acumulado, agilizando la



emergencia desde el 6° y hasta el 16° dia; en este ensayo se logrd optimizar el porcentaje de emergencia en
el mismo tiempo promedio pero con distinto tratamiento pregerminativo.

En cuanto a E. contortisiliquum, todos los tratamientos de escarificacion afectaron positivamente la
velocidad del proceso de emergencia (Tabla 7). El inicio de la emergencia (I) oscilo entre 7,67+1,53 y
13,33+1,53 dias, viéndose favorecido por el T1 con el menor tiempo; mientras que el tiempo requerido
para alcanzar el 50 % de la emergencia total (E50) se favorecio coincidentemente con el T6 (13+2 dias),
que proporciond el mayor valor de emergencia total. En esta especie también el Unico de todos los
tratamientos pregerminativos que agilizo el lapso entre la ocurrencia del 10 y 90 % de la emergencia de
las plantulas (E10-90) fue el T6 con 5,33+1,54 dias.

Segun Rossini Oliva et al. (2006) las semillas de E. contortisiliquum inician su germinacion antes de
transcurrida una semana de efectuada la siembra, precisamente en 3 dias, y el 50 % de la emergencia total
(E50) se da entre 3-6 dias; de hecho valores mucho menores a los registrados en este ensayo.

CONCLUSIONES

En este trabajo se demostré que para determinar cdmo sistema de clasificacion de semillas de Delonix
regia y Enterolobium contortisiliguum, a la morfometria y colorimetria de semillas, son necesarios
mayores analisis, aungue resulté muy productivo el adiestramiento en dichas herramientas.

A fin de evaluar la calidad fisiolégica de ambas especies, se logré la interpretacion de pruebas de
viabilidad y deteccion de dafios en semillas por métodos destructivos y no destructivos; y se demostré la
utilidad de estas técnicas que son rapidas, objetivas, sencillas, econdmicas y reproducibles.

En cuanto al efecto de tratamientos pregerminativos de semillas de para promover la emergencia de
semillas D. regia y E. contortisiliqguum, concluimos que para D. regia el mejor tratamiento para lograr el
objetivo propuesto es el escarificado fisico de las semillas, sumergiéndolas por 15 minutos en agua a 100
°C, sacar las semillas y dejarlas enfriar a exposicion natural de aire, para luego sembrarlas. Mientras que
para E. contortisiliquum resulté con mayor eficacia el escarificado mecanico, con ruptura del tegumento
mediante licuado a baja velocidad por 30 segundos, previo a la siembra.
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Figura 1: Patrén de viabilidad por Prueba del indigo carmin (A) y Prueba Topogréafica por Tetrazolio (B),
en semillas de D. regia y E. contortisiliquum.
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Figura 2: Ensayo de viabilidad por Prueba del indigo carmin y Prueba Topografica por Tetrazolio, en
semillas de D. regia (A) y E. contortisiliquum (B).
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Figura 3: Placas radiogréaficas de semillas de D. regia (izquierda) y E. contortisiliquum (derecha).
Referencias: V1,2,3....: nimero de vaina.
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Figura 4: Frecuencia acumulada de colores segun carta de Munsell (1975) para semillas de D. regiay E.
contortisiliquum.



