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Resumen: Los estudios acerca de la promocién y comportamiento de la germinacién
contribuyen al avance de métodos adecuados para el manejo de especies forestales. El
objetivo de este estudio fue investigar la promocién de la emergencia en Enterolobium
contortisiliguum, tomando en cuenta la viabilidad y tratamientos pregerminativos de
escarificacion fisica, mecdnica y fisica-mecanica y su influencia sobre la emergencia de
pléntulas. Las semillas se separaron en tres categorias de peso (ligeras, intermedias y
pesadas) para determinar el porcentaje de germinacién por clase. A fin de evaluar la
calidad fisioldgica de las semillas, se logré la interpretacién de pruebas de viabilidad y
deteccion de danos en semillas por métodos destructivos y no destructivos; y se demostrd
la utilidad de estas técnicas. En cuanto al efecto de tratamientos pregerminativos de
semillas para promover la emergencia de pléntulas E. contortisiliguum, concluimos que
result6 con mayor eficacia el escarificado mecénico, con ruptura del tegumento mediante
exposicion a las aspas de licuadora a baja velocidad por 30 segundos, previo a la siembra.
Palabras clave: Oreja de Negro, latencia, tegumento, escarificacion.

Abstract:  Studies on the promotion and behavior of germination contribute to
Contribute to the development of suitable methods for the management of forest
species. The object of this study was to investigate the promotion of emergence on
Enterolobium contortisiliquum, taking into account the viability and pregerminative
treatments of physical, mechanical and physical-mechanical scarification and their
influence on the emergence of seedlings. The seeds were separated into three categories
according to their weight (light, intermediate and heavy) to determine the percentage of
germination per class. To evaluate the physiological quality of the seeds, it was possible
to perform and interpret the results of viability tests and to detect of seed damage by
destructive and non-destructive methods; and the usefulness of these techniques was
demonstrated. Regarding the effect of pregerminative treatments of seeds to promote
the emergence of E. contortisiliquum seedlings, we concluded that the mechanical
scarification was more effective, with tegument rupture by exposure to blender blades at
low speed for 30 seconds, prior to planting,

Keywords: Ear of Black, latency, tegument, scarification.

Introduccion

Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong se encuentra distribuida
en el Bosque Atldntico semi-caducifolio que se extiende por el sur
de Brasil, noreste de Argentina (en la provincia de Misiones) y este
de Paraguay; formando parte del dosel superior (Campanello ez 4
[, 2011). Se trata de una especie helitfila, poco exigente en cuanto
a las caracteristicas del suelo; de crecimiento répido (Lozano et al,
2016), siendo importante su aplicacidon en forestacion, reforestacion,
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recuperacion de 4reas degradadas, apicultura, produccién de madera,
medicina y jardinerfa (Lorenzi, 2002). Su madera es ligera y puede
ser utilizada en la fabricacién de juguetes, artesanias, canoas, tejados,
contenedores y cajas (Lima e a/., 2009).

La propagacién por semilla es el método més frecuente para la
producciéon de muchas lefiosas, sin embargo, comtinmente existen
problemas de latencia que dificultan la germinacién y emergencia. La
latencia seminal es uno de los principales problemas para la produccién
de plantulas forestales (Oliveira ez /., 2003). En muchas especies, la baja
germinacién de las semillas estd asociada al endurecimiento de la cubierta
seminal (Zida ez al., 2005) lo que la hace casi impermeable a la entrada de
oxigeno y agua, y en algunas especies pueden ser una barrera mecanica a
la germinacién o pueden contener compuestos quimicos que inhiben el
proceso (Bewley y Black, 1994).

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

Estudios de germinacién de las semillas de especies forestales son
fundamentales para mejorar las técnicas que permiten el manejo
adecuado, ya sea en un ambiente natural o modificado (Trindade-Lessa
et al.,2015).

Por ello el objetivo de este trabajo fue determinar la viabilidad y evaluar
el efecto de tratamientos pregerminativos de semillas de Enterolobium
contortisiliquum para promover la emergencia de las pldntulas.

Material y métodos

Los frutos maduros de 10 arboles urbanos de E. contortisiliguum fueron
recolectados al azar en julio de 2016 en la ciudad de Corrientes, Argentina
(27°29" 00" y58°49’ 00" ), fueron seleccionados individuos con
apariencia sana, y espaciados a una distancia mayor a 50 m entre si.

Las evaluaciones se realizaron sobre las semillas de dos frutos por drbol
tomadas al azar. Las semillas fueron extraidas de los frutos manualmente.

Pruebas de viabilidad . Se utilizé la prueba topografica por tetrazolio,
para la evaluacién de la calidad de las semillas mediante la tincién de los
tejidos en presencia de una solucién de la sal de cloruro de 2, 3, 5-trifenil
tetrazolio, que permite distinguir las 4reas vivas en las semillas (dreas de
color rojo) de las dreas muertas que no poseen coloracién (Hampton y
Tekrony, 1995).

Se trabaj6 con 4 repeticiones de 25 semillas cada una, tomadas al azar
que se acondicionaron realizando una imbibicién durante 48 h. Para 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 tincién, las semillas se enjuagaron
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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).

Se complementé con la prueba del indigo carmin en la cual se produce
la coloracién del tejido muerto de la semilla. Se tomaron 4 repeticiones
de 25 semillas cada una, tomadas al azar y se las sumergieron 18h en agua
destilada para reblandecer el tegumento. Posteriormente se incubaron
en la solucién de indigo carmin durante 3h a temperatura ambiente.
Se lavaron y se clasificaron en viables (blancos o con pocas manchas
azules nunca localizadas en la radicula) y no viables (zona de la radicula
totalmente tefiida y/o embridn tefido).

Como método no destructivo para la determinacién de viabilidad
se realizé la prueba de rayos X donde las 4reas claras representan
las partes mucho més densas del objeto, dificultando el paso de
la radiacién. Las semillas se pegaron a una placa de plastico auto
adherible de polipropileno, la que se colocé sobre una placa de acrilico
transparente en la cdmara de irradiacién no digital (Faxitron X-Ray
modelo MX-20; Specimen Radiography System®, Illinois, USA) y se
sometié 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°).

La evaluacién de la clasificaciéon final del sistema de determinacién
de viabilidad/dano por método destructivo/no destructivo en semillas
E. contortisiliguum (Viables (V)/No viables (N/V)), se realizé mediante
matriz de confusién con los dos métodos que pueden detectar dafios en las
semillas o identificar tejido muerto, como lo son prueba del indigo carmin
y de rayos X.

Evaluacion de tratamientos pregerminativos y su influencia sobre la
emergencia de plantulas. Se ensayaron cuatro tratamientos de 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
temperatura ambiente; T3—sumergir por 30 minutos en agua a 100 °C,
sacar las semillas y dejarlas enfriar a temperatura ambiente; T4-sumergir
las semillas en agua a temperatura ambiente y dejarlas en remojo por 24
horas. Tres tratamientos de escarificado mecdnico: T5- ruptura fisica de
las semillas mediante exposicion a las aspas de licuadora a baja velocidad
por 15 segundos; T6-ruptura fisica de las semillas mediante exposicién a
las aspas de licuadora a baja velocidad por 30 segundos; T7-ruptura fisica
de las semillas con papel de lija n® 80 hasta dejar expuestos los cotiledones
(Romero ef al., 2013); y un tratamiento de escarificado fisico-mecénico:
T8-sumergir las semillas en agua a 100 °C y dejarlas en remojo por 24
horas permitiendo que el agua se enfrie naturalmente, y luego realizar un
corte al tegumento seminal con bisturi.

El sustrato empleado fue arena estéril contenida en bandejas plasticas
rectangulares de 43 x 37 x 17 c¢m de largo, ancho y profundidad,

respectivamente. En ambas especies la profundidad de siembra fue de
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aproximadamente 0.5 cm. Las bandejas se mantuvieron en cimara de
incubacién en condiciones de luz (116 umol-m-* s-1 PAR; fotoperiodo,
14 horas) y temperatura (27+2 °C) controlada.

Para la evaluacién de distintos tratamientos pregerminativos y su
influencia sobre la emergencia de plantulas, en primera instancia, se tomé
al azar un lote de 100 semillas y se le practicé el T7 como control (Romero
et al., 2013); al observar la alta heterogeneidad en la germinacidn, se las
clasificé por tamafio (tomando como referencia la longitud en mm) en:
pesadas: > 11 mm; intermedias: 7-11 mm; ligeras: < 7 mm. Al observar
los resultados expresados en la tabla 1, se continu6 los siguientes ensayos
con semillas medianas de ambas especies.

Se determiné el porcentaje de emergencia total (% E), tiempo para
iniciar la emergencia (TT), tiempo para alcanzar el 50% de la emergencia
total (TE 50) y lapso entre la ocurrencia del 10 y 90% de la emergencia
total (TE 10-90), todos con base en los valores promedios.

Tabla 1.
Porcentaje de germinaciéon PG (media + error estdndar)
en semillas de E. contortisiliquum clasificadas por tamano.

Tamano
semillas

|PG|[%]I 13.30£1.10 | 15620.96 | 31.66+0.37

pesadas | ligeras | intermedias

El diseno experimental fue completamente al azar con cuatro
repeticiones de 25 semillas cada uno. La emergencia se considerd al
aparecer la plumula sobre el sustrato con la apertura completa de los
cotiledones, ya que la germinacién de la especie es epigea. Los conteos se
realizaron cada dos dias luego de iniciado el proceso de emergencia y se
mantuvieron hasta que los valores permanecieron constantes por 10 dias.
Se trabajé con los promedios de los drboles.

Los datos fueron transformados (y = loge x) y analizados
estadisticamente con el software Infostat (Di Rienzo et al., 2011). Se
realizé el analisis de la varianza comparando las medias de los tratamientos
a través de la prueba de Duncan (P < 0.05).

Resultados

En referencia al patrén elaborado por Pivaral (1999) para las semillas
de una especie del mismo género, se determinaron los porcentajes de
viabilidad para ambos métodos de tincién (figura 1).
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Viables Emibwridn y/o cotileddn lefido . ' )
7))
Mo viables Emibwricn yo cotileddn sin tedir |
Figura 1.

Patr6n de viabilidad por prueba topografica de tetrazolio y del indigo
carmin en semillas de E. contortisiliguum, tomado de Pivaral (1999).

Como podemos observar con el test de tetrazolio se identificé un
55.83% de semillas viables, mientras que en la prueba del indigo carmin
se observé un menor porcentaje (tabla 2).

Los estudios para la deteccién de dafo de esta poblacién permitieron
constatar la existencia de un elevado porcentaje semillas sin dafo con la
técnica de rayos X en comparacién con la técnica de Indigo carmin que
define claramente dafio en la semilla (Prieto ez 4/., 2011) (figura 2).

Tabla 2.
Porcentaje de viabilidad (media + error estdndar) por métodos destructivos (prueba
del indigo carmin y topografica por tetrazolio); y no destructivo (placas radiograficas).

Metodo Viables No viables

indigo carmin | 41.17 £ 1% 5882+ 141%

Tetrazolio 5583 +0.75% | 44.16 + 0.54%
"RX 87 +2.30% 13.13 + 1.56%

50000
Do000 )00

10000,

Figura 2.
Ensayo de viabilidad por prueba topogréfica de tetrazolio (A), del indigo
carmin (B) y placas radiogréficas (C) en semillas de E. contortisiliguum.

Los resultados de la matriz de confusién mostraron que la coincidencia
en semillas sin dafo fue del 47.90%; mientras que comparando las técnicas
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en semillas con dafo se obtuvo un mayor porcentaje de coincidencia;
lo que podria ser considerado como aceptable sobre todo para esta
categorizacién, ya que ambas técnicas poseen el mismo principio de
identificacidn, es decir que son confiables los resultados de ambas técnicas
para caracterizar semillas con dafio (tabla 3).

Tabla 3.
Evaluacién de la clasificacion final del sistema de determinacién de viabilidad/dafo por método
destructivo/no destructivo en semillas E. contortisiliquum (Viables (V)/No viables (N/V)).

. Clasificacion o )
Clasificacion Coincidencia
Indigo carmin Rayos X %

v NIV
V 58.82 ar 28.18 47.90
NIV 4117 13.13 45.69 88.10

En cuanto a los tratamientos de escarificado (tabla 4) se observa que
resultd con mayor eficacia el escarificado mecénico, donde el T6 registrd
el mayor porcentaje y el T7 (lijado de las semillas) le siguié con mds del
50% de germinacién; mientras que el escarificado fisico no demostré ser el
mis efectivo (tratamientos dos y cuatro), ya que se registraron los menores
valores.

En cuanto al inicio de la emergencia (TI) oscilé 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 (TE 50) se favorecié coincidentemente con el T6, que proporciond
el mayor valor de emergencia total. El tratamiento pregerminativo que
permitié registrar el lapso entre la ocurrencia del 10 y 90% de la

emergencia de las plantulas (E10-90) fue el T6 (tabla 4).
Tabla 4.

Promocién de la emergencia en semillas de E. contortisiliquum (media + error estdndar).

. Variables evaluadas
Tratamientos
(% E) Tl (dias) TE 50% (dias) | TE 10-90 (dias)
T 1933 +058¢c 767153 a - -
T2 800+£1.00b 10.67 £ 1.15 be - -
T3 1700+200¢c 12.33 % 1.51 be - -
T4 433+1.54a 12.00 % 1.00 be - -
T5 5533 +1.63e 10,67 £ 1.52 be 1667151 ¢c -
TG 9267 £1.62f 11.53 % 2.00 be 13.00+ 200 b 533x1.54 b
T7 7133 +1.563e 10.00 % 2.00 ab 1567+ 058 ¢ -
T8 1000+1.00b 13.33+ 153 ¢ - -

Dénde: Porcentaje de emergencia total (% E), tiempo para iniciar la emergencia (TT), tiempo para alcanzar el 50% de la emergencia
total (TE 50) y lapso entre la ocurrencia del 10 y 90% de la emergencia total (TE 10-90). Los valores expresan el promedio +
SD (n= 100). Valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias estadisticas significativas entre s (Duncan P < 0.05).
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Discusion

En ocasiones se recomienda el test de tetrazolio como buen predictor
de la germinacién, para una gran variedad de especies forestales; aunque
presenta algunos inconvenientes (ISTA, 1999). 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 tincién, condiciones de temperatura
en las que se lleva a cabo la reaccién, o incluso experiencia del analizador
en dicha especie y en el método (Benito-Matias ez al., 2004).

Si bien esta prueba ha sido utilizada en numerosas especies forestales
como ser Enterolobium cyclocarpum, Gliricida sepium y Delonix regia
(Pivaral, 1999), Pinus pinea (Benito-Matias ez al., 2004); Schinopsis
balansae (Alzugaray et al., 2005); Aspidosperma quebracho-blanco
(Alzugaray ez al., 2006); Rubia fruticosa (Marrero et al., 2007); Maytenus
vitis-idaea (Bueno et al., 2009) entre otras; para la especie en estudio
existen pocos reportes acerca de su uso y/o adaptacion.

A través de imdigenes radiograficas se han identificado propiedades
estrechamente relacionadas con la viabilidad y el vigor de las semillas
(anatomfa, defectos morfoldgicos, cambios fisiolégicos que ocurren
durante la maduracidn y ataque de insectos entre otros). Cuando los rayos
X pasan a través del objeto, se absorbe esta radiacién primaria en distinto
grado por el objeto, dependiendo de su espesor, densidad, composicién
quimica y de la longitud de onda de la radiacién. Los rayos X pasan a
través del objeto creando la imagen radiogréfica del espécimen sobre un

film fotogrifico, platina o cdmara fluorescente. Las areas que aparecen
oscuras en la imagen obtenida son las més fécilmente penetradas por los
rayos, o sea que representan las dreas del espécimen a través de las cuales ha
pasado relativamente mds radiacion, oscureciendo el fi/m. Las dreas claras
representan las partes mucho mas densas del objeto, es decir con algin
dafio, dificultando el paso de la radiacién (Alzugaray ez al., 2006).

En este trabajo, ha demostrado una gran utilidad 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 (Salinas
et al., 2008); ya que proporciona un andlisis rdpido y bastante preciso de
las estructuras internas de la semilla, identificando aquellas semillas vacias,
dafiadas por insectos o pobremente desarrolladas (Bonner, 1998). Sin
embargo, no brinda tan clara resolucién de las estructuras internas como
el analisis de imagenes provenientes del uso de los métodos de resonancia
magnética y tomograffa computarizada (Iglesias ez 4/., 2006); que con
la disponibilidad de dicha tecnologia se dispondria de datos de mayor
calidad.

La precision de las estimaciones se determiné mediante una matriz de
confusién; ya que es una herramienta utilizada frecuentemente para la
presentacion y el andlisis de resultados de una clasificacién debido a su
capacidad de plasmar los conflictos entre clases. Asi no solo se conoce el
porcentaje correcto de clasificacién sino también la fiabilidad para cada

29



Foresta Veracruzana, 2018, vol. 20, num. 1, March-February 2019, ISSN: 1405-7247

una de las clases (Valdovinos, 2006); en este caso porcentaje de semillas
que fue correctamente asignada a las diferentes categorias (semillas viables
y no viables).

Las semillas de E. contortisiliqguum presentan un estado de latencia
debido a la dureza de sus tegumentos; para aumentar el porcentaje de
germinacién es necesario romperla usando métodos de escarificacién
(Romero ¢t al., 2013; Tapia ez al., 2014). 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, que le confieren
latencia o dormancia, senalando ademds que se debe a la presencia de
un estrato de células epidérmicas tegumentarias en forma de empalizada
asociadas a una capa cuticular cerosa.

El propésito de remojar las semillas en agua caliente es modificar las
cubiertas duras, remover los inhibidores, ablandar las semillas y reducir
el tiempo de germinacidn. Este tratamiento a temperaturas y tiempos de
inmersion variables ha resultado ser altamente efectivo para romper la
latencia en varias especies (Atencio ef 4/., 2003) y aunque requiere de
cuidados especiales, es econdmico, facil y seguro de aplicar. El choque
de calor al sumergir las semillas en agua caliente puede ser mas efectivo
que la escarificacién mecdnica para algunas especies, pero los éptimos
de temperatura y tiempo de remojo son altamente dependientes de la
especie y al no determinarlos pueden tener resultados adversos (Zida ez
al., 2005). Liu ez a [. (1981) por su parte sefialan que la exposicién al
agua caliente ocasiona una expansion térmica que separa o destruye las
células columnares de la capa de macroesclereidas lo que permite que el
agua penetre ficilmente 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 germinacién
(Alves et al., 2000); resultados similares se han reportado también para
semillas de E. contortisiliquum (Contro y Matos, 2004).

Tapia ez al. (2014) y Lozano ez al. (2016) comprobaron que en semillas
de E. contortisiliguum, la escarificacién mecanica con lijado suave del
tegumento tiene una mayor influenciaenla germinacién; coincidente con
los resultados obtenidos en este ensayo; aunque los mejores resultados
se obtuvieron con una escarificacién mecdnica mds agresiva con las aspas
de licuadora, compatible con lo reportado por Martinez-Rodriguez ez al.
(2000) para Prosopis velutina.

Los tratamientos de escarificacién mecénica o quimica han demostrado
su eficacia en E. contortisiliquum (Lozano et al., 2016), aunque esta
ultima requiere el ajuste del tiempo en que las semillas son sometidas a
dichos tratamientos para evitar el dafio o la muerte del embrién (Baskin
y Baskin, 2014; Galindez ¢z al., 2015). Por su parte Eibl ez al. (1994) y
Engel y Parrotta (2001) afirman que las semillas de esta especie requieren
un proceso de escarificacidon para mejorar su porcentaje de germinacién;
mientras que Rossini ez 4/ (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
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entre especies de un mismo género, pueda deberse a la dormancia de las
semillas, pero también deben intervenir otros factores, como ser edaficos
o climdticos.

Segtin Rossini e# al. (2006) las semillas de E. contortisiliguum inician
su germinacién antes de transcurrida una semana de efectuada la siembra,
precisamente en 3 difas, y el 50% de la emergencia total (ES0) se da entre
3-6 dias; de hecho, valores mucho menores alos registrados en este ensayo.

Conclusiones

A fin de evaluar la calidad fisioldgica de las semillas de E. contortisiliquum
se logré la interpretacién de pruebas de viabilidad y deteccién de danos
en semillas por métodos destructivos y no destructivos; y se demostrd la
utilidad de estas técnicas.

En cuanto al efecto de tratamientos pregerminativos de semillas para
promover la emergencia de plantulas E. contortisiliquum, concluimos
que resultd con mayor eficacia el escarificado mecdnico, con ruptura del
tegumento mediante exposicion a las aspas de licuadora a baja velocidad
por a baja velocidad por 30 segundos, previo a la siembra.
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