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Resumen

Se andlizala utilidad de dos métodos bioquimicos (test topogréfico d tetrazolio, test deindigo car-
min) como estima de la germinacion de lotes de semillas. Ambas técnicas sirven para evaluar la viabi-
lidad de semillas forestales mediante tincion. La técnica del tetrazolio tifie las partes vivas de la semi-
Ila; el indigo carmin tifie las partes muertas del embrion. Se utilizaron semillas de Pinus pinea de dife-
rentes cosechas y procedencias. Se presentan |os resultados obtenidos que indican que ambas técnicas
necesitan mejoras como predictores, a pesar de ofrecer resultados estadisticamente significativos.
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Abstract

Pinus pinea seed viability has been evaluated by two methods: the tetrazolium and the indigo car-
mine test. A significant relationship between germination and seed viability determined by both
methods, either the tetrazolium or the indigo blue test, was found. But determination coefficient was
not high enough to conclude that both test are good predictors of seed germination. More studies are
needed to develop others viability methods as estimators of the germination of Pinus pinea seeds.
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INTRODUCCION

Actualmente, la forma mas segura de corro-
borar |a calidad de lotes de semillas proviene de
larealizacion de ensayos de germinacion, en los
gue bajo unas condicionesideales de luz, tempe-
ratura, humedad y sustrato se hacen emerger las
plantas. Pero tiene e inconveniente de que
requiere, en la mayoria de los casos, excesivo
tiempo parala observacion de los resultados. La
International Seed Testing Association (ISTA)
€S una asociacion que se dedica a estudio de
protocolos de andlisis con € fin de determinar
las condiciones y los métodos mas idéneos para
calibrar lacaidad y estado de semillas, aunque
la metodologia de especies forestales del area
mediterrdnea es escasa.

Laevauacion delaviabilidad de las semillas
permite la sustitucién de los ensayos de germina-
cion para conocer @ nivel de calidad de diferen-
tes lotes de semillas. En este trabgjo intentamos
encontrar técnicas que sean rapidas, objetivas,
sencillas, econémicas, reproducibles e interpreta-
bles. En este punto conviene definir la facultad
germinativa de la semilla, que es la proporcion o
tanto por ciento de semillas que dan lugar a un
germen normal, que se obtiene tras redlizar un
ensayo de germinacion. La potencia germinativa
o viahilidad sugtituye a ensayo de germinacién, y
consiste en determinar potencialmente laméxima
germinacién de un lote. En este Ultimo caso son
muy usados |los métodos col orimétricos, como €
test del tetrazolio o el del indigo carmin.

El test de tetrazolio se empezo a desarrollar
ampliamente a partir de 1950, ya que fue enton-
ces cuando se cred el Comité de Tetrazolio que,
tras muchos afios de investigacion, consigui6
reunir unagran cantidad de conocimientos sobre
este ensayo. Posteriormente, y gracias a borra-
dor que aprobd e comité en el Congreso ISTA
de Vienaen 1980 se recoge un listado de més de
650 especies agricolas (ISTA, 1999). Por este
motivo, se ha usado principamente para evaluar
el vigor de numerosas semillas agricolas, sin
embargo la bibliografia referente a especies
forestales, y concretamente las pertenecientes al
grupo de las consideradas mediterréneas es
todavia muy escasa.

La necesidad de desarrollar técnicas predic-
tivas lleva a investigar la tincion de embriones
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con indigo carmin. Lo complicado de esta técni-
ca es agrupar los grados de tincién tras la tin-
cién, labor més o menos bien desarrollada en la
primera mitad del siglo pasado (ScHimbT, 1937;
PrATS ZAPIRAIN, 1944). Es Util para especies de
pinéaceas, aunque no hay constancia de su utili-
zacion en otras especies.

MATERIAL Y METODOS

En este trabgjo se utilizaron 15 lotes de semi-
Ilas de Pinus pinea de diferente calidad (tabla 1),
considerada a partir del porcentaje final de ger-
minacién de cada uno de €ellos, de manera que
existiera suficiente variedad. Se dispusieron 3
ensayos, en los que se trataba de comparar la
facultad germinativa de cadalote, obtenidaen un
ensayo de germinacion, con los resultados de
potencia germinativa obtenidos mediante la rea-
lizacion de dos métodos biogquimicos: € test de
tetrazolio o €l test de indigo carmin.

El objeto del ensayo de germinacion es cal-
cular la facultad germinativa del lote estudiado,
que reflgjala capacidad de germinar bajo condi-
ciones ideales de un lote de semillas. Se separa-
ban cuatro repeticiones de 50 semillas elegidas
al azar, se colocaban en bandejas de pléstico en
un sustrato constituido por arena calibraday pH
comprendido entre 6,0 y 7,5. La cantidad de
arena utilizada fue de 5 kg, a la que se afiadian
900 ml de agua destilada 'y 18 ml de cryptonol
(fungicida) a 1% diluido en agua. El recipiente
ya preparado se introducia en una germinadora
con luz fluorescente, con una temperatura cons-
tante de 20° C, y periodos de luz/no luz de 8/16
horas. A los siete dias se reaiz6 e primer con-
teo. Las plantulas se clasificaban en normales
(todas sus partes estan bien desarrolladas), anor-
males (presentan alguna malformacion en sus
organos). Las semillas que no habian germina
do, se andlizaban e incluian en dos categorias:
muertas (el embridn dafiado irremediablemente)
0 vanas (carecen de embrion).

El test topogréfico a tetrazolio es un ensayo
bioguimico basado en la coloracion que adquie-
ren las células vivas @ producirse la reduccién
del indicador por laactividad de la deshidrogena-
sas (ISTA, 1999). El indicador es una solucién
incolora 'y acuosa de cloruro 2,3,5-trifenil tetra-
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Figura 1. Resultados en porcentaje de plantulas normales del ensayo de germinacion por lote

zolio a 0,1%. Esto permite distinguir bien las
partes vivas de la semilla (tefiidas de rojo) de las
muertas (no coloreadas). El ensayo se efectla
sobre cuatro repeticiones de 25 semillas. Tras
retirar €l pericarpio de las semillas, se realizaun
corte transversal en el extremo distal, en concre-
to por la parte de los cotiledones (la zona mas
redondeada de la semilla), que afecte aunaterce-
ra parte del pifion. Se sumergen posteriormente
en una solucion de tetrazolio durante 12 horas, a
20-25°C. Las semillas se clasifican en vivas. €
embriony el endospermo en su carainternaestan
teflidos uniformemente de color rojo, brillante y
lustroso; muertas: embriones blancos o con la
radiculay/o e endospermo completamente blan-
cos (normalmente los tejidos de esta categoria
estan flacidos y con fdta de brillo (SavoNEN,
1997); o devitalidad limitada: segin lalSTA, en
este grupo se incluirian todos aquellas semillas
cuyatincion no puede encuadrarse en ninguno de

los grupos anteriores. En este ltimo grupo se
consideraron las semillas que presentaron man-
chas blancas o claras distribuidas irregularmente
por € endospermo o en el embrion, o cuando €
color rojo era poco intenso.

En €l test de indigo carmin se produce una
coloracion diferencia de los tejidos vivos y
muertos del embridn expuesto a colorante indi-
go-carmin (PrRATS ZAPIRAIN, 1944). Asi, se tifien
deazul lostejidos muertosy lostejidos vivos per-
manecen incoloros. También se redizé con 4
repeticiones de 25 semillas. Al igual que en €
anterior ensayo, es necesario eliminar latesta. Se
introducen las semillas sin pericarpio en un reci-
piente con agua destilada durante aproximada-
mente 18 horas parareblandecer €l endospermoy
extraer € embridn en su totalidad. La solucion
indigo-carmin a 0,15 % se prepara disolviendo
15 mg de CisHsN20sS:Nae en 100 cc de agua des-
tilada. Los embriones se colocan después en la
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Figura 2. Correlacion entre el porcentaje de semillas normales en e ensayo de germinacion (FG)2 y el porcentaje de

semillas vivas en el test de tetrazolio (TT)
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solucién y se mantienen sumergidos durante 3
horas a temperatura ambiente. La evaluacion
también diferenciatres categorias: vivos: embrio-
nes blancos o aquellos que tengan manchas pun-
teadas de color azul que no estén localizadasen la
radicula, aunque si € embridn tiene los cotiledo-
nesligeramentetefiidos se consideraen lacatego-
riadevivo (s estan muy tefiidos pasan ala cate-
goria de vitdidad limitada); muertos: cuando €
embrién tiene la zona de la radicula completa-
mente tefiida, cuando las manchas en la radicula
son mayores del 50 %, o se observan manchas de
color azul intenso de una forma continua y con
igual intensidad a lo largo o arededor del
embrion; y de vitalidad limitada: se incluyen
todos agquellos embriones que no se pueden englo-
bar en alguno de los grupos anteriores. En este
ensayo, seinterpretaron como embriones de vita-
lidad limitada agquellos que tenian zonas tefiidas
de color azul, aungque no quedabaclaro si estaban
coloreadas por dafio a extraer el embrién o por-
que realmente eran zonas muertas.

Posteriormente, los resultados se sometieron
a un andlisis estadistico mediante € programa
STATISTICA 6.0.
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RESULTADOS

Los resultados del andlisis de facultad ger-
minativa estan representados en la figura 1,
mientras que los de potencial germinativo obte-
nidos en este ensayo se muestran en la tabla 1.
Para comparar |os resultados obtenidos, se reali-
z6 unaandlisis de correlacion, tras asegurarse de
que las variables cumplian las directrices de dis-
tribucion normal mediante el test de Levene
(figuras 2y 3). Ademas, serealizé un andlisisde
regresion multiple, de forma que explicara de
manera més satisfactoria la facultad germinati-
va (FG)= 131,66* (TTvivas)-73,75*(ICvivas)-
3604,75; r’gjustada=0,60, p=0,0000>0,05.

DISCUSION

Los estudios de caracterizacion de métodos
de andlisis de viabilidad siempre necesitan de
variedad en la calidad de los lotes, para poder
contrastar |os problemas en la evaluacion de las
diferentes calidades (CHAISURISRI €t al., 1993).
Parallevar a cabo €l test de determinacion de la

Semillasvivasen Semillasvivas en test
Lote Procedencia/cosecha test del tetrazolio del indigo carmin (%)
(%)
A Biar 93/94 93 ag 29 af
B Catalufia litoral 94/95 43,50 bd 63 bcefgh
C Garrovillas 96/97 49,90 bcd 56,06 cgh
D Garrovillas 96/97 34,25 d 60,50 bcegh
E LaMancha 95/96 45 hd 59,64 bceh
F Garrovillas 96/97 78,5aeg 83,50 dei
G Garrovillas 96/97 69,77 cef 71,82 bcdehjk
H Catalufia litoral 94/95 60 bef 43,50 fg
[ L a Mancha 95/96 91 af 90 di
J Tiétar y Alberche 97/98 435 bd 51,08 afh
K Tiétar y Alberche 97/98 96,97 a 99,99 i
L LaMancha 97/98 9597 a 93,78 ij
M Garrovillas 97/98 93,50 ag 92,83 ik
N La Mancha 95/96 71,50 fg 74,29 bcfehijk
(e} Cataluia litoral 94/95 80,37 afg 80,50 bcel

Tabla 1. Caracterizacion de los lotes: resultados del potencial germinativo obtenido en cada andlisis. Resultados
seguidos de la misma letra indican mismo nivel de significacion en el test de Scheffé
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Figura 3. Correlacion entre el porcentaje de semillas normales en el ensayo de germinacion (FG)2 y el porcentaje de

semillas vivas en €l test de indigo carmin (IC)

viabilidad al tetrazolio se siguieron las indica-
ciones que la I STA propone para las semillas de
pino pifionero, pero se introdujeron las modifi-
caciones que se consideraron necesarias para
conseguir unas mejores estimaciones. Las
Normas Internacionales aconsgjan la humidifi-
cacion previa de las semillas con € fin de favo-
recer latincién con sal de tetrazolio. La reduc-
cién de la duracion del periodo de humidifica-
€ion puede ocasionar variaciones en los resulta-
dos abtenidos en €l test a tetrazolio (DA CosTa
& MaRrcos-FiLHO, 1994). Por e contrario, la
humidificacion previa de las semillas ralentiza
€l metabolismo y aumenta rapidamente la respi-
racion, de forma que podria disminuir la reac-
cién de reduccion catalizada por las deshidroge-
nasas que caracteriza al test de tetrazolio
(VerTuccl & LeoroLD, 1984). La eliminacion
de las cubiertas de las semillas es una operacion
muy delicada que puede ocasionar dafios en la
semilla que mas tarde se veran reflgjados en la
interpretacion de los resultados obtenidos tras
una tincion. Sin embargo, “esta operacion per-
mite reducir considerablemente el tiempo de tin-
cion, consiguiendo con esto un test mucho méas
répido” (BITTENCOURT & VIEIRA, 1996). En
nuestro ensayo se suprimié la humidificacion
previa de las semillas, sustituyéndola por la €li-
minacion de la testa de forma manual. Esto per-
mitié una correcta humidificacion, tincién y
posterior interpretacion de los resultados. Asi,
para las semillas de pino pifionero, a pesar de
gue la ISTA aconsgja 18 horas de tincion, en

nuestro ensayo 12 horas resultaron suficientes
en el caso del tetrazolio, y tan solo 3 horas para
el indigo carmin.

Las modificaciones realizadas en el protoco-
lo del test de tetrazolio no supusieron mejorasen
la estimaciéon de la facultad germinativa. Se
obtuvieron diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,0001), pero €l coeficiente de corre-
lacion (r*=0,3883) resultd demasiado bajo como
para poder usar esta técnica para estimar la ger-
minacion de un lote. El test de indigo-carmin,
pese a no estar recogido en las Normas
Internacionales (ISTA, 1999), ofreci6 mejores
estimaciones que el TT (r’=0,5352 para € indi-
go frente ar’=0,3883 del TT).

Sin duda, los lotes de bgja germinacién o
gue presentan un gran nimero de germinacio-
nes anormales (lote A de nuestro ensayo, datos
no aportados) supusieron unadificultad afiadida
en lainterpretacion de latincion para cualquie-
ra de ambos métodos, significandose sobre todo
en €l gran nimero de semillas (TT) o embriones
(IC) que se incluyeron en el grupo de vitalidad
limitada. Tal vez una adecuacion de los proto-
colos con los que se ha trabajado podria ayudar
apredecir con unamayor fiabilidad la germina-
cién de un lote dado. La utilizacion de ambos
test mediante una ecuacion de regresion mejoré
ligeramente la prediccion (r2=0,60, p<0,0001),
pero desde nuestro punto de vista, redizar
ambos test para ofrecer una mejor estimacion
de la germinacion exige demasiado esfuerzo
para el caso de las semillas de Pinus pinea, que
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germinan ocurre y en un periodo de tiempo
razonablemente corto.

CONCLUSIONES

Con € protocolo del test de viabilidad al
indigo-carmin desarrollado se obtiene una tin-
cion més rapida y sencilla de evaluar de los
embriones de Pinus pinea. Es necesario concre-
tar mas en las diferencias entre las distintas cate-
gorias en las que se clasifican los embriones a
realizar € test a indigo-carmin buscando una
mejora en la interpretacion de los resultados.
Actualmente no se puede predecir con fiabilidad
la facultad germinativa mediante el test de via-
bilidad a indigo-carmin, ya que la correlacion
existente no es suficiente.

En €l caso del test topogréfico a tetrazolio
se obtienen conclusiones similares que en el test
al indigo-carmin: se ha conseguido concretar un
protocol o adaptado ala determinacion delavia
bilidad para |as semillas del pino pifionero pero
hay que seguir mejorando la valoracion de los
resultados. No se puede predecir lafacultad ger-
minativa mediante | as estimaciones obtenidas en
el test al tetrazolio. La evaluacion delos resulta
dosdelostest a indigo-carminy al tetrazolio se
complica cuando la facultad germinativa de los
lotes es baja. La utilizacion de ambos test para
predecir de forma conjuntalagerminacion deun
lote de semillas de pino pifionero no se conside-
ra (til, aumenta el trabajo y no mejora de mane-
ra sustancial la estimacion aportada. Sin embar-
go, dado que muchas especies forestales utiliza-
das en nuestro &mbito territoria requieren largos
pretratamientos para germinar 0 estos son des-
conocidos, podria ser interesante aplicar estas
técnicas, pese a sus limitaciones, paraconocer la
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viabilidad de los lotes. Los métodos bioquimi-
cos ensayados en este trabajo podrian a menos
ofrecer indicaciones de la calidad de los lotes.
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