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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del biopro-
ducto IHPLUS sobre la germinaciéon de semillas de pino
de diferentes anos de almacenamiento. Se sometié tres
repeticiones de 100 semillas a diferentes concentraciones
(5y 10 mL/L) y un control con agua corriente. Se empleé
un disefio completamente aleatorizado con arreglo facto-
rial (3 anos de almacenamiento x 3 soluciones). Los re-
sultados de la prueba de viabilidad por tetrazolio indica-
ron que las semillas de un ano almacenadas mostraron
mayor viabilidad que el resto, asi como el mayor nimero
de semillas sanas, lo que significa que el tiempo de al-
macenamiento influye negativamente en el porcentaje de
germinacién. Las soluciones del bioproducto fueron capa-
ces de promover la germinacion (TO) independientemente
del tiempo de almacenamiento. En el dia de vigor no hubo
efecto significativo para la solucién y arios de almacena-
miento, lo que indica que las soluciones fueron capaces de
homogenizar la germinacion.

Palabras claves: germinacién, bioproducto, tratamiento
pregerminativo, almacenamiento.

INTRODUCCION

En la region occidental, provincia de Pinar del
Rio, la de mayor extension de Pinus caribaea
Morelet var. caribaea Barret & Golfari, se en-
cuentran diferentes fuentes semilleras para
la obtencion de semillas de calidad utilizadas
en los planes de reforestacion del pais, plan-
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of
the IHPLUS Bioproduct on the germination of pine seeds
from different storage years. Three repetitions of 100
seeds were subjected to different concentrations (5 and
10 mL/L) and a control with running water. A completely
randomized design with factorial arrangement (3 years of
storage x 3 solutions) was used. The results of the tetrazo-
lium viability test indicated that the stored one-year seeds
showed greater viability than the rest, as well as the grea-
ter number of healthy seeds; which means that the stora-
ge time negatively influences the germination percentage.
The bioproduct solutions were able to promote germination
(TO) regardless of storage time. On the day of vigor there
was no significant effect for the solution and years of sto-
rage, indicating that the solutions were able to homogenize
germination.

Key words: germination, bioproduct, pregerminative treat-
ment, storage.

taciones productivas y pequenas cantidades
para la exportacion. Una de estas fuentes es el
huerto semillero clonal de tres generaciones de
Pinus caribaea Morelet var. caribaea Barret &
Golfari (pino macho) ubicada en Malas Aguas,
Vinales. Sin embargo, en los ultimos anos se
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ha estado presentando una disminucion de
la capacidad germinativa de las simientes, lo
que pudiera estar dado, entre otros factores,
por la disminucion de su peso, relacionado
con el aumento de su cantidad por kilogramo
(Alvarez, et al., 2016 (inédito)), pero también
pudieran estar determinadas tanto por factores
naturales como por antropicos y la incidencia
de las variadas condiciones climaticas (Geada,
2011). Estos ultimos elementos se relacionan
con lo informado por Wang (1988) sobre nuevos
campos de investigacion en semillas de arboles y
arbustos, donde deja claro la importancia de la
calidad de la semilla forestal para obtener buen
establecimiento en campo. Indicaba este autor
que la calidad estaba relacionada con cuatro
factores: la madurez de las semillas en la reco-
gida, el manejo del cono o fruto, el proceso de
extraccion y el almacenamiento de las mismas.

Si bien se conocen los principales factores que
promueven la disminucioén de la capacidad ger-
minativa en esta especie, también es conocido
que la solucion a esta problematica es a media-
no y largo plazo, por lo que se hace necesario
acudir a otras estrategias que contribuyan a
estimular la germinacion de las semillas. En
este sentido, se ha expresado que la aplicacion
de tratamientos pregerminativos promueve la
germinacion rapida y uniforme de las semillas
(Gutiérrez et al., 2011).

Entre los factores internos que afectan la ger-
minacion se encuentran la viabilidad de las
semillas que corresponde al periodo durante
el cual las mismas conservan su capacidad
para germinar, y el vigor que se define como
el conjunto de propiedades que determinan el
nivel de actividad y capacidad de las simientes
durante la germinacion y la emergencia de las
plantulas (ISTA, 1977). La viabilidad se puede
evaluar por medio de la prueba de viabilidad
con sal de tetrazolio (2,3,5-trifenil cloruro de
tetrazolio) (Gutiérrez et al., 2011), asi como
otros métodos que han sido estandarizados para
varias especies (Cardenas, 2011).

En los ultimos anos se ha fomentado la ten-
dencia de utilizar medios inocuos a la salud y
al medio ambiente, destinados a incrementar
los niveles de producciéon. La via para lograr
estos objetivos es la produccion y utilizacion de
bioproductos de amplio espectro desarrollados
sobre la base de los microorganismos benéficos,
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en el marco de tecnologias sostenibles, que
aportan una nueva dimension en la optimiza-
cion del uso de los suelos, el manejo de los resi-
duales, la rotacion de cultivos, la utilizacion de
aditivos organicos en la produccion animal, la
conservacion en forma de ensilajes, el reciclaje
de los residuos de cosechas y los biocontroles
para el tratamiento de plagas y enfermedades
(Higa y Wididana, 1991).

La utilizacion de microorganismos que se en-
cuentra en los estratos bajos de los bosques
menos afectados por la explotacion del hombre
es una practica bien conocida desde hace varios
anos. En la década de los ochenta del siglo XX,
el profesor japonés Dr. Teruo Higa, de la Uni-
versidad de Ryukyus, Okinawa, desarroll6 la
tecnologia de los EM (Effective Microorganisms),
que propone la sinergia entre las diferentes fa-
milias de microorganismos presentes en suelos
no perturbados (Sanchez, 2011).

En este sentido, en la Estacion Experimental
Indio Hatuey se introdujo la tecnologia EM, a
la que se le realiz6 un proceso de innovacion
para adaptarla a las condiciones cubanas, lo
que trajo como resultado mejoras tecnologicas
y el desarrollo del bioproducto [Hplus (primero
se produce un fermentado s6lido y después uno
liquido, que es el comercial) (Sanchez, 2011).

Higa (1994) senala que la aplicacién del EM
induce los siguientes efectos benéficos: pro-
mueve la mejora fisica, quimica y biologica del
ambiente del suelo y suprime los patogenos
que promueven enfermedades, aumenta la
capacidad fotosintética de los cultivos, ase-
gura y mejora la germinaciéon y desarrollo de
las plantas, incrementa la eficacia de la ma-
teria organica como fertilizante y promueve
la germinacion, la floracion, el desarrollo de
los frutos y la reproduccion de las plantas.

Por tales razones el objetivo de este trabajo fue
evaluar la influencia del bioproducto IHPLUS
sobre la germinaciéon de semillas de Pinus cari-
baea Morelet var. caribaea Barret y Golfari con
diferentes annos de almacenamiento.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del trabajo se tomaron tres
lotes de semillas de Pinus caribaea Morelet var.
caribaea Barret y Golfari (pino macho) de dife-



rentes anos de almacenamiento (uno, dos y
cinco anos) procedentes de Malas Aguas, en Vi-
nales, Pinar del Rio. A cada lote se le analiz6 la
cantidad de semillas sanas, vanas y enfermas,
con el apoyo de la metodologia establecida en
la Norma Cubana. Semillas Forestales. Método
de Ensayo (NC 71-04, 1987), y para evaluar y
cuantificar la viabilidad inicial de las semillas
se realizo el test de tetrazolio (2,3,5-trifenil
cloruro de tetrazolio al 0,1 % aplicado a 100
semillas de cada lote durante un periodo de
24 horas a temperatura ambiente, a las que
se les realizo un corte longitudinal en la testa
y exponer el embrion a la solucion de tincion
(Grabe, 1970).

Tratamientos pregerminativos
con bioproducto IHPLUS

Se utilizaron dos concentraciones del biopro-
ducto IHPLUS (5 mL/L y 10 mL/L) a la que
fueron sometidas las semillas antes de ser sem-
bradas y un testigo (inmersion en agua corrien-
te a temperatura ambiente). En todos los casos
la inmersion fue por un tiempo de 48 h y las
soluciones fueron cambiadas a las 24 h.

Variables evaluadas

Ensayo de germinacion después de aplicar
los tratamientos

Para la realizacion de este ensayo las semillas
fueron colocadas sobre algodon y papel de filtro
humedecido con agua corriente en placas Petris,
sembrandose tres repeticiones de 100 semillas
por tratamiento.

Los conteos de germinacion se realizaron dia-
rios a partir de hacerse visible la germinacion
y se detuvo luego de no observarse mas la
misma.

Con los datos obtenidos se calcularon los por-
centajes de germinacion, asi como el T, (numero
de dias transcurridos entre el momento de la
siembra y el comienzo de la germinacion) segun
Diaz-Lifante (1993) y dia de vigor (DV).

Diseno experimental y analisis estadistico

Se realizo un diseno experimental completamen-
te aleatorizado con arreglo factorial 3 x 3 (ano
de almacenamiento por solucion de inmersion).
Los datos que no presentaron una distribucion
normal se transformaron con arcsen V(x/100).
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Luego fueron sometidos a analisis de varianza y
se realizo una prueba de comparacion multiple
de medias por Tukey para p < 0,05 utilizando el
paquete estadistico SPSS-19 Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar los resultados de la prueba de tetra-
zolio (Fig. 1) se detecto que las semillas de un
afno almacenadas mostraron mayor porcentaje
de viabilidad, siendo del 72 %, mientras que
para los anos cinco y dos de almacenadas las
mismas presentaron valores muy altos de se-
millas calificadas como no viables. Estos resul-
tados pueden ser un efecto del deterioro de las
semillas, lo que se sustentan en lo expresado
por Delouche (2002), donde el deterioro de las
mismas puede ser visto como un complejo de
cambios que ocurren con el pasar del tiempo,
causando perjuicios a sistemas y funciones
vitales, resultando la disminucion en el grado
de la capacidad de desempeno de la semilla, y
este esta determinado principalmente por la in-
teraccion entre herencia genética, su contenido
de humedad y la temperatura.

Asi mismo se identificé que las semillas sanas,
vanas y enfermas estuvieron relacionadas con la
prueba de viabilidad (Fig. 2), detectandose el mayor
numero de semillas sanas en el lote de un ano,
mientras que en los lotes de dos y cinco anos las
semillas vanas y enfermas se duplicaron respecto
al lote de un ano. Esto puede estar relacionado
con la incidencia de patogenos que se desarrollan
durante el almacenamiento; por tanto, es impor-
tante tener en cuenta que la viabilidad de estas
es fuertemente influenciada por varios factores
como la humedad interna de la semilla, la tempe-
ratura y la humedad relativa del local donde son
conservadas, asi como el periodo de conservacion
y el tipo de envase (FAO, 2011).

Se ha informado que la exposicion de las se-
millas a estos factores desencadena varios
procesos metabolicos que pueden provocar
una disminucion de la viabilidad a medida que
pasa el tiempo. Todos ellos estan directamente
relacionados con el tipo de semilla en estudio,
lo que hace atin mas dificil el entendimiento
de este fenomeno, ya que cada especie vegetal
tiene sus parametros de mantenimiento de la
viabilidad durante la conservacion (Mahjabin et
al., 2015). Asi, se ha expresado que el periodo
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en que las semillas se mantienen viables en
el almacén (longevidad) esta determinado por
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Figura 1. Evaluacién de la viabilidad con Test de
tetrazolio de las semillas de Pinus caribaea M. var.
caribaea Barret & Golfari de cinco, dos y un afio
de almacenamiento.

En analisis de la interaccion de los factores
(ano de almacenamiento y soluciones de in-
mersion) para el porcentaje de germinacion
(PG), se detectd que esta variable no tuvo in-
fluencia de la soluciéon empleada ni interaccion
entre la solucion y ano de almacenamiento
(Tabla 1), estando ello en concordancia con
lo expresado por Gomez (2011), que indica

factores genéticos, fisiologicos, ambientales y
por la interaccion entre ellos (Navarro, 2009).
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Figura 2. Semillas sanas, vanas y enfermas por
edad de almacenamiento en semillas de Pinus ca-
ribaea M. var. caribaea Barret & Golfari de cinco,

dos y un ano de almacenamiento (Barras verticales
indican intervalo de confianza al p < 0,05 %).

que la respuesta a los tratamientos con de-
terminadas sustancias estara relacionada
con la concentracion empleada. Sin embar-
go, el PG si fue influenciado por el tiempo
de almacenamiento de las semillas (Tabla 1,
Fig. 3A), estando ello relacionado a la viabilidad
determinada con el test de tetrazolio (Fig. 1),
lo que ha sido informado por Delouche (2002).

Tabla 1. Analisis factorial de TO, DV, PG de semillas de Pinus caribaea
M. var. caribaea Barret & Golfari de cinco, dos y un ano de almacenamiento

Fuente TO : DV : PG '
gl Sig. Sig. Sig.

Modelo corregido 8 0,044 0,502 0,000
Interseccion 1 0,000 0,000 0,000
Solucién 2 0,001*** 0,259n 0,221ns
Anos de almacenamiento 2 0,821ns 0,217 0,000***
Solucién por aflo almacenamiento 4 0,935¢ms 0,849¢ns 0,684ns
Error 18
Total 27
Total corregida 26

s (No significativo)

*** (Significativo para p < 0,001 %)

TO (Numero de dias transcurridos entre el momento de la siembra y el comienzo de la germinacion)
DV (Dia de vigor o dia en que se observo el mayor nimero de semillas germinadas)

PG (Porcentaje de germinacion).

El deterioro de las semillas se evidencia como
pérdida de la germinacion, produccion de plan-
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tulas débiles, disminucion del vigor y ultimamen-
te muerte de la semilla (Tilebeni y Golpayegani,



2011). Dado que el deterioro de las semillas oca-
siona disminucion de la emergencia, el empleo
de semillas deterioradas para la produccion trae

45
40
35
30
25
20
15

Porcentaje de germinacion (%)

51 2 1
Tiempo de almacenamiento (anos)

Influencia del bioproducto IHPLUS en la...

aparejado grandes irregularidades, poca sobrevi-
vencia de plantas en el campo y menor poblacion
de plantas por hectareas (Biabani et al., 2011).
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Figura 3. Porcentaje de germinacion de semillas de Pinus caribaea M. var. caribaea Barret & Golfari de
cinco, dos y un ano de edad y tratamiento de soluciones del bioproducto. Letras diferentes indican dife-

rencias estadisticas segin para Tukey p < 0,05 %.

En el analisis factorial para el TO se identifico
un efecto significativo (p < 0,05) para la solu-
cion de inmersion; sin embargo, para la edad
de las semillas se detect6 que no influyo en el
TO ni hubo interaccion entre solucion y ano de
almacenamiento (Tabla 1). Este resultado es de
gran importancia si tenemos en cuenta que se
hace necesario realizar pretratamientos a las
semillas que promuevan la germinacion rapida y
uniforme de las mismas (De la Rosa et al., 2012).

En el analisis de varianza se constato que las
soluciones del bioproducto tanto a 5 mL/L como
a 10 mL/L fueron capaces de promover el inicio
de la germinacion sin diferencias estadisticas
entre estas (Fig. 44), indicando ello que las se-
millas tratadas con el bioproducto son capaces
de germinar antes que las tratadas con agua
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(tratamiento pregerminativo que se emplea en
actualidad). Sin embargo, al analizar el TO por
ano, se identificé que, independientemente de
esta, no hubo diferencias en el inicio de la ger-
minacion (al menos en semillas de cinco afnos
de almacenamiento), aunque si se observo ten-
dencia a un retardo del inicio de la germinacion
en semillas con este periodo.

Se ha informado que la aplicacion de diferentes
meétodos pregerminativos para lograr restablecer
el vigor de las semillas fortalece la respuesta
antioxidante de estas (Loake y Grant, 2007) ante
los danos resultantes de las especies activas
de oxigeno (EAO) o el estrés oxidativo, quienes
juegan un papel importante en el proceso de
envejecimiento de las semillas (Rajjou y De-
beaujon, 2008).
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Figura 4. Efecto en de la solucién en TO (Tiempo transcurrido en dias desde que se siembra la semilla
hasta que germina la primera semilla de la muestra). En semillas de Pinus caribaea M. var. caribaea
Barret & Golfari de cinco, dos y un ano de almacenamiento.
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Al desarrollar el analisis factorial para el dia de
vigor (DV) se observo que no hubo efecto signi-
ficativo para la solucion y tiempo de almacena-
miento, asi como no se detect6 interaccion entre
estos dos factores (Tabla 1, Fig. 5Ay B). Si bien
las soluciones del bioproducto no fueron capa-
ces de promover el DV, al analizar esta variable
por anos esto resulta de gran valor, ya que aun
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cuando las semillas presenten diferencias en su
viabilidad inicial y porcentaje de germinacion,
como en este caso mostraron las semillas de
cinco y dos anos de almacenamiento (Figs. 1y 3,
respectivamente), las soluciones fueron capaces
de homogenizar la germinacion, siendo este el
principal proposito de los tratamientos preger-
minativos (Ramos, 2015).
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Figura 5. Dia de vigor para soluciones (A) y para anos de almacenamiento ™ (B). En semillas de Pinus
caribaea M. var. caribaea Barret & Golfari ™ (no significativo para p < 0,05)

Algunos autores han senalado que, en con-
diciones donde los danos en las semillas no
han alcanzado niveles criticos, la eliminacion
de sustancias toxicas promovidas por propio
metabolismo de las semillas o por la incidencia
de determinados factores durante el almacena-
miento de la semilla puede ser restaurada por
un tratamiento inicial de fortalecimiento de
las semillas basado en imbibicion controlada
que mejora su vigor (Goel et al., 2003). En este
estudio se observé como que los tratamientos
con soluciones del bioproducto IHPLUS fueron
capaces de restablecer la germinacion homogeé-
nea independientemente de la viabilidad inicial
y la germinacion mostrada por las semillas de
pino Pinus caribaea M. var. caribaea Barret &
Golfari. Estos tratamientos pudieran estar rees-
tableciendo los sistemas de reparacion, ya que
se ha demostrado que los danos causados en
el ADN durante el almacenamiento de las semi-
llas son reparados durante el cebado de estas
(hidratacion controlada) (Huang et al., 2008).

CONCLUSIONES

e Se confirmé que el periodo de almacena-
miento influye negativamente en el porcen-
taje de germinacion.
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e Las soluciones de 5 mL/L y 10 mL/L del
bioproducto IHPLUS fueron capaces de pro-
mover y homogeneizar el inicio de la germi-
nacion independientemente del ano de al-
macenamiento de las semillas, siendo este el
principal proposito de los tratamientos pre-
germinativos.
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