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RESUMEN

La investigacién tiene como objetivo estimar el porciento
de germinacion y las clases de calidad de las semillas
de Pinus caribaea Morelet var. caribaea Barret y Golfari.
Para ello se realizé un estudio de viabilidad empleando
la prueba del tetrazolio siguiendo las normas del ISTA
(1985), y para la estimacion del porciento de germinacién
y las clases de calidad de las semillas se hizo mediante
el método de la conductividad eléctrica, utilizando la meto-
dologia propuesta por Bonner (1992). Se realizé la modela-
ciéon matematica del porciento de germinacion.

Palabras claves: conductividad eléctrica, clases de cali-
dad, germinacion.

INTRODUCCION

La comunidad cientifica, en su incesante desem-
pefio, trata de buscar diferentes métodos que
permitan conocer la calidad intrinseca de las
semillas en un corto lapso de tiempo.

Los métodos para determinar la viabilidad, as-
pecto este que constituye el nticleo fundamental
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ABSTRACT

The research aims to estimate the percentage of germina-
tion and the kinds of quality seeds of Pinus caribaea More-
let var. caribaea Barrett and Golfari. It conducted a feasi-
bility study using the tetrazolium test following ISTA rules
(1985), and to estimate the percentage of germination and
the kinds of quality of seeds was performed by Electrical
Conductivity Method, using the methodology proposed by
Bonner (1992). Mathematical modeling was performed on
percent germination.

Key words: electrical conductivity, quality classes, germi-
nation.

en la calidad de las semillas, se dividen en tres
grandes grupos: los fisicos, los bioquimicos y
los fisiologicos [Fors, 1967].

Existen otros métodos utilizados para este fin: el
examen por rayos X, el de respirometria por el mé-
todo de Warburgy el de la conductividad eléctrica.
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El método de la conductividad eléctrica resulta
uno de los mas ventajosos, dado que permite
realizar una estimacion del porciento de germi-
nacion en solo 24 h. Los valores del porciento de
germinacion, conjuntamente con los obtenidos
por las mediciones de la conductividad eléctri-
ca, ayudan a clasificar las semillas por clases
de calidad, y el hecho de ser no destructivo del
material biologico, que es otra ventaja que ofrece
este método, permite corroborar la veracidad de
esta prediccion.

El término deterioro se refiere a cualquier alte-
racion degenerativa que ocurre con las cuali-
dades de la semilla en funcion del tiempo y el
manejo de ellas. El deterioro es irreversible. Este
proceso varia entre las especies y entre grupos
de semillas de un mismo lote [Popinigis, 1977,
citado por Carnerio y Aguiar, 1993].

Si se determina experimentalmente la maxima
conductibilidad admisible para semillas vivas
de una especie determinada, se puede calcular
el porcentaje de germinacion y establecer los
rangos de conductibilidad [Besnier, 1989].

El grado de deterioro también representa un ele-
mento para evaluar la calidad de la semilla, pues
muchas veces los dafios mecanicos y ataques
de insectos convierten en material inerte buena
parte de ellas, y esto reduce notablemente su
calidad [Besnier, 1989].

Para determinar el grado de deterioro de las
semillas se emplea el método de la medicion de
conductancia de electrolitos. El método se basa
en el principio de que el contenido de las células
danadas escapa a través de su fluido. Bonner
y Bozo (1986) han reportado que las medicio-
nes de la conductibilidad por lixiviacion son
validas para estimar la calidad de las semillas
en Pinus taeda, P. ellioti. Los exudados pueden
ser usados como una estimacion confiable de
la viabilidad de las semillas. Bradbeer (1988)
senala que la viabilidad esta muy correlacionada
con el deterioro de la membrana, el contenido de
azucares y otros compuestos que son exudados
durante el lavado o procesos de imbibicion de
las semillas.

Otra posible aplicacion de este método puede
ser la evaluacion de la calidad de los lotes de
semillas almacenadas. Si las mediciones basicas
son tomadas con semillas frescas, un aumento
subsecuente de los valores de conductividad
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eléctrica podria alertar a los compradores que
hubo actividades mal realizadas.

En Cuba, el analisis de la calidad de las semillas
se realiza segun la Norma Cubana 71-4:87, ba-
sada en las Normas ISTA, en la cual se disponen
las diferentes pruebas para determinar la pure-
za y el porcentaje de germinacion de las semillas
forestales, basadas en las Normas ISTA.

La principal desventaja que presenta esta norma
es que su realizacion completa demora un lapso
de mas de treinta dias, dada fundamentalmente
por la prueba de germinacion.

El objetivo de la investigacion es estimar el por-
ciento de germinacion y las clases del calidad
de las semillas de Pinus cariabaea var. cari-
baea mediante el método de la conductividad
eléctrica.

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas generales de las semillas
utilizadas

Se utilizaron semillas de dos procedencias de
la especie Pinus caribaea Morelet var. caribaea
Barret y Golfari.

Procedencia 1: Marbajita (La Palma). Lote 1,
Masa semillera. EFI La Palma.

Procedencia 2: Malas Aguas. Huerto clonal. EFI
Minas.

Fecha de recoleccién: julio de 2004.

Almacenamiento hasta el momento de los experi-
mentos: Se almacenaron a temperatura ambien-
te desde julio de 2004 hasta enero de 2005. La
temperatura de almacenamiento estuvo entre
19y 27 °C, con una humedad relativa del 70 %.

Para la determinacion de la viabilidad de las
semillas se empleo la prueba del tetrazolio si-
guiendo las normas del ISTA (1985).

Para la realizacion de esta prueba se tomaron
100 semillas de cada procedencia, se les retiro
la testa a cada una y luego se embebieron en
20 mL de tetrazolio durante 24 h a temperatura
ambiente.

Experimentos desarrollados para la aplicacion
del método de la conductividad eléctrica

Se utilizo la metodologia propuesta por Bonner
(1992).



El trabajo experimental se dividio en dos partes
para su realizacion. La primera parte relaciona-
da con las mediciones de conductividad eléctrica
del agua de lixiviado, y la segunda con la prue-
ba de germinacion. A continuacion se explican
cada uno de los protocolos seguidos.

Experimento 1. Determinacion de la conduc-
tividad eléctrica

Para determinar la conductividad eléctrica de cada
muestra se procedi6 segun los siguientes pasos:

* Se tomaron 50 muestras de 100 semillas por
cada procedencia, y se colocaron en placas
Petri de 9,6 cm de diametro.

* Se eliminaron las alitas a las semillas.

e Se procedio a enjuagar las semillas bajo una
llave con agua corriente durante 15 s en un
colador, y después con agua desionizada,
para de esta forma eliminar todo tipo de im-
purezas.

* Se embebio cada muestra de 100 semillas en
75 mL de agua desionizada (4 us ecm™) duran-
te 24 h a temperatura ambiente (19-24 °C).

* Posteriormente se midi6 la conductividad
eléctrica expresandose en valores us « cm™.
Para la realizaciéon de estas mediciones se
utiliz6 un conductimetro del tipo EC215 de
Hanna Instruments, con una precision de
0,1 us ecm™.

Experimento 2. Prueba de germinacion

Condiciones climaticas del laboratorio: El expe-
rimento se realizo en un local con condiciones
naturales de iluminacion y ventilacion, la hu-
medad relativa fue del 70 % y la temperatura
oscilé entre 19-24 °C.

Seleccion de las muestras: Se tomaron las mues-
tras del experimento anterior y se ubicaron en
placas Petri de 9,6 cm de diametro sobre el
sustrato, a razon de 50 semillas por placa.

Sustrato utilizado: Se utilizo arena silice esteri-
lizada, vertiendo 55 g para cada placa.

Riego de las semillas

Se aplicaron por placa 15 mL de agua corriente
cada dos o tres dias en dependencia de las nece-
sidades de las semillas. Todo lo anterior fue rea-
lizado para cada procedencia objeto de analisis.

Se relaciono la conductividad eléctrica y la prue-
ba de germinacion para la determinacion de las
calase de calidad de las semillas.

Meétodo de la conductividad eléctrica para...

Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis de correlacion entre las
variables conductividad eléctrica y porciento
de germinacion y la modelacién matematica,
seleccionandose tres modelos:

Expresién matemdtica

Modelo del modelo

Lineal y=a+bx

Polinomio de segundo grado | y = a +bx + cx?

Polinomio de tercer grado

donde:

a: Constante

b, ¢, d: Coeficientes de regresion

Variable dependiente: Porciento de germinacion
Variable independiente: Conductividad eléctrica

y = a +bx + cx? + dx3

Para el estudio de la bondad de ajuste de estos
modelos se utilizaron los criterios estadisti-
cos reportados por Alder (1980), Podran et al.
(1997), Kiviste et al. (2002), Guerra et al. (2003),
Torres y Ortiz (200535):

1. Coeficiente de determinacion (R°): declara
qué porcentaje de la variacion de la variable
dependiente es explicada por las variables
predictoras.

2.Sesgo o diferencia agregada (DA): evalua la
desviacion del modelo con respecto a los va-
lores observados.

3. Error medio cuadrdtico (CME): informa sobre
la precision de las estimaciones.

4.Error medio en valor absoluto (EMA): da una
idea de la magnitud media de los errores in-
dependientemente de su signo.

5. Significacion estadistica del modelo: expresa
el error a para el modelo.

6. Significaciéon estadistica de los parametros
de los modelos: expresa el error a para cada
parametro del modelo.

7.Error estandar del modelo (EEE): permite de-
terminar los intervalos de confianza para el
modelo.

8. Error estandar de los estimadores de los pa-
rametros del modelo: permite determinar los
intervalos de confianza para los parametros.

9. Estadistico Durbin-Watson (D-W): revisa los
residuos para determinar si hay correlacion
significativa.

Para el ajuste de los modelos y validacion se
utilizaron 100 muestras. Se empleé un nivel
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de significacion del 5 % para el analisis de va-
rianza de las regresiones, utilizandose los pro-
gramas estadisticos Statgraphics Plus version
5.1 (1995).

RESULTADOS Y DISCUSION
Prueba del tetrazolio

Esta prueba mostré un valor del 82 % de viabi-
lidad para la procedencia de Marbajita, lo cual
denota una buena capacidad germinativa por
parte del embrién para que ocurra el proceso
de germinacion, ocurriendo lo contrario en la
procedencia de Malas Aguas, donde su viabili-
dad fue de un 22 %. Estos resultados corroboran
que la viabilidad puede servir grosso modo como
estimador del porciento de germinacién. Para el
caso de Marbajita se obtuvo para esta ultima va-
riable un 70 %, y para Malas Aguas un 20,3 %.

Experimentos desarrollados para la aplicacion
del método de la conductividad eléctrica

En la Fig. 1 se reflejan los resultados de las
mediciones de la conductividad eléctrica en
u s-cm™ y del porciento de germinacion por
muestra y por procedencia. Los valores de
conductividad eléctrica para la procedencia de
Marbajita se ubicaron en el rango entre 55,6 y
114,3 us ecm™ y para Malas Aguas entre 181y
256 us ecm?, lo que indica que las semillas de
la segunda procedencia presentan, por lo gene-
ral, un mayor deterioro de sus membranas con
relacion a la primera (Fig. I1). Algunos autores
han utilizado la conductividad eléctrica medida
al agua de lixiviado para la determinacién del
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deterioro de las semillas, y de ahi para la esti-
macion del porciento de germinacion [Bonilla,
2001 y Villar, 2000]. Por otro lado, los valores
del porciento de germinacion se ubicaron entre
el 55y el 90 %, con un promedio del 70 % para
Marbajita, y entre el 13 y el 34 %, para un pro-
medio del 20,3 %, para Malas Aguas.

Es conocido que el deterioro aumenta con la
edad de las semillas. En este caso las semillas
de ambas procedencias fueron recolectadas
en 2004, por lo que las diferencias en las con-
ductividades eléctricas pueden ser debido a
caracteristicas especificas de las semillas, el
manejo y el contenido de humedad. Esta tilltima
es importante, ya que puede variar entre proce-
dencias de la misma especie, influyendo en sus
actividades metabodlicas como la respiracion y
su poder germinativo.

En estudios sobre el deterioro, Villar (2000)
obtuvo valores de 128-190 us ecm™! en semillas
de Pinus caribaea con menos de un ano de al-
macenamiento, y con tres meses de cosechadas
presentaron un valor de 100,7 us «cm™! [Villar,
2000]. Por otro lado, Bonilla (2001) obtuvo un
valor de 195 us e cm™ en semillas de Pinus tro-
picalis con nueve meses de almacenamiento a
temperatura ambiente.

Los valores de conductividad eléctrica varian
de una especie a otra. También influyen las
caracteristicas de la cubierta y el tiempo de
duracion del remojo. Una vez establecidos los
rangos propios de la especie, se puede determi-
nar si la semilla es factible de utilizar o no para
la siembra en vivero [Bonilla, 2001].

Marbajita

Malas Aguas

&
sg.“‘ *

200 250 300 350

Conductividad eléctrica

Figura 1. Porciento de germinacion vs. conductividad eléctrica.
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Entre la conductividad eléctrica y el porciento de
germinacion existe una fuerte relacion inversa,
determinada por un coeficiente de correlacion de
—0,93. Estos resultados se corroboran con lo plan-
teado por Landis et al. (1999), que el incremento
de la conductibilidad se produce por la pérdida de
la sustancia celular por lixiviacion, asi como por
el deterioro de las paredes celulares. Resultados
similares a este trabajo fueron cosechados por
Bonner (1991), donde obtuvo una relacion fun-
cional inversa entre la conductividad eléctrica del
agua de lixiviado y el porciento de germinacion en
algunas especies de pinos americanos.
TABLA 1

Meétodo de la conductividad eléctrica para...

En la Tabla 1 se muestran las clases de calidad
de las semillas de Pinus caribaea var. caribaea.
La germinacion de las semillas de la procedencia
Marbajita presenta una germinacion que la ubica
en las clases de calidad media y baja, en cambio
Malas Aguas se sitta en la categoria de mala.
Esto puede derivarse de la incidencia de factores
ambientales, mal manejo de las semillas en la
recoleccion, proceso de secado y almacenamiento.

Este hecho presupone ademas que las diferencias
entre los valores de porciento de germinacion entre
las procedencias se deben fundamentalmente a
diferencias en su deterioro [Bonner et al., 1992].

Clases de calidad de las semillas de Pinus caribaea var. caribaea

Localidad Clase Rango del porciento Conductividad eléctrica
de calidad Germinacién (%) (us e cm™)
Media 65-85 55-100
Marbajita
Baja 40-65 101-180
Malas Aguas Mala <40 > 180

Es importante sefialar que los analisis realizados
parten del supuesto de que la relacion funcional
entre la conductividad eléctrica y el porciento de
germinacion debe ser una caracteristica de la
especie, y los resultados para las procedencias es-
tudiadas deben encontrase sobre la misma curva.

En la Tabla 2 se observan los modelos lineal y
polinomio de segundo grado, muestran todos
sus parametros significativos y valores muy

similares respecto al error estandar de esti-
macion del modelo y error medio absoluto. A
pesar de que el modelo lineal presenta una
mayor varianza, muestra un menor desvio res-
pecto a los valores observados. Se seleccion6
el modelo lineal porciento de germinacion =
101,48 (+ 2,32) - 0,38 (£ 0,01) x conductividad
eléctrica por presentar mejor ajuste (Fig. 2) que
el modelo polinomio de segundo grado (Fig. 3).

TABLA 2
Estadisticos de ajuste y estimaciones de los parametros de los modelos para el diAmetro normal
Modelo Lineal Polinomio Polinomio
segundo grado tercer grado
R? 87,3 90,1 90,1
DA -0,09 11,53 3,63
EEE + 9,45 + 8,40 + 8,42
EMA 7,11 6,18 6,21
CME 89,252 70,63 70,90
D-W 1,83 NS 1,79 NS 1,80 NS
P_Valor *kk *kk *kk
101,48 + 2,32 *** 128,46 £ 5,63 *** 117,45 £ 15,00 ***
Parametros -0,38 £ 0,01 *** -0,82 £ 0,09 *** -0,58 £ 0,32 NS
c - 0,001 + 0,0003 *** —-0,00002 £ 0,002 NS
d - - 0,000002 + 0,000004 NS
% P < 0,001 ** P < 0,01 *P < 0,05 NS-P> 0,05

17



Yenia Molina et al.

120
100 *
80 =
60
40 L

20

Germinacion (%)

& Observados

e Predichos

* o

0 100 200

\Q@ 400

Conductividad eléctrica (US-cmm | )

Figura 2. Modelo lineal ajustado al porciento de germinacion.
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Figura 3. Modelo polinomio de segundo grado ajustado al porciento de ger-

minacion.

Este resultado se corrobora con los obtenidos
por Bonner (1991a, 1991b, 1992) en la Estacion
Experimental Forestal del sur en Nueva Orleans
para la determinacion de las clases de calidad en
especies de pinos americanos, donde obtuvo que
la conductividad eléctrica del agua de lixiviado
se correlaciona aproximadamente lineal con el
porciento de germinacion, lo que reafirma que
a través del modelo lineal se obtiene una buena
estimacion de la variable en estudio.
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CONCLUSIONES

* La viabilidad de las semillas de acuerdo con
la prueba del tetrazolio para la proceden-
cia de Marbajita fue del 82 %, y para Malas
Aguas un 22 %, mientras que el porciento
de germinacion resulté de un 70 y 20,3 %,
respectivamente.

* Las semillas de la procedencia Marbajita se
ubica en las clases de calidad media y baja,
y Malas Aguas se sittia en la clase de calidad
mala.



* El modelo de mejor ajuste en la modelacion
del porciento de germinacion resulto: por-
ciento de germinacion = 101,48 (x 2,32) -
0,38 (= 0,01) x conductividad eléctrica.

RECOMENDACIONES

1.Continuar estudios con semillas de otras pro-
cedencias y diferentes tiempos de almacena-
miento.

2.Realizar nuevas pruebas variando el volu-
men de agua para la imbibicion de las semi-
llas durante 24 h, asi como variando tam-
bién la cantidad de semillas.

3.Utilizar este método como un instrumento
importante en futuras investigaciones fores-
tales relacionadas fundamentalmente con
estudios precisos de fechas de recoleccion.
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