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Resumen

La prueba de conductividad eléctrica de semillas es una valiosa herramienta para evaluar su
poder germinativo en distintas especies vegetales. El objetivo de este estudio fue establecer
rangos de conductividad eléctrica en semillas de Ryegrass mediante el equipo SAD 9000-S, para
determinar su calidad fisiolégica a través del poder germinativo en 24 horas. Se utilizé un disefio
factorial con 4 repeticiones de 50 semillas por accesién para las variables de poder germinativo
y conductividad. Con los datos de poder germinativo de laboratorio se calibré el Equipo SAD
9000-S. Los mayores poderes germinativos promedio correspondieron a los lotes 18 y 19 (99%),
seguidos de cerca por 7 lotes adicionales. Se establecié el valor de cota superior de
conductividad en 20 pScm, indicando condiciones fisiologicas saludables. Las dos
metodologias evaluadas mostraron una alta correlacién (p=0.98), evidenciando la confiabilidad
de los rangos de conductividad eléctrica determinados con el equipo SAD 9000-S para predecir
el poder germinativo en esta especie. Los resultados indican que esta técnica representa un
método confiable y preciso para la determinacion rapida y eficiente del poder germinativo en
semillas de Ryegrass, entregando resultados consistentes con el método tradicional ISTA. Su
implementacién como prueba de control de calidad rutinaria permitiria agilizar el proceso, reducir

costos y evaluar grandes cantidades de muestra de forma automatizada.

Palabras clave: Semillas, Ryegrass (Lolium perenne), Equipo SAD 9000-S, porcentaje

de germinacion, conductividad eléctrica.
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Abstract

The electrical conductivity test of seeds is a valuable tool for assessing their germination potential
in different plant species. The objective of this study was to establish ranges of electrical
conductivity in Ryegrass seeds using the SAD 9000-S equipment to determine their physiological
quality through germination potential within 24 hours. A factorial design with 4 replications of 50
seeds per accession was employed for the variables of germination potential and conductivity.
The SAD 9000-S equipment was calibrated with laboratory germination potential data. The
highest average germination potentials were observed in lots 18 and 19 (99%), closely followed
by 7 additional lots. The upper limit value of conductivity was established at 20 uScm, indicating
healthy physiological conditions. The two evaluated methodologies showed a high correlation
(p=0.98), demonstrating the reliability of the electrical conductivity ranges determined with the
SAD 9000-S equipment to predict germination potential in this species. The results indicate that
this technique represents a reliable and accurate method for the rapid and efficient determination
of germination potential in Ryegrass seeds, providing consistent results with the traditional ISTA
method. Its implementation as a routine quality control test would streamline the process, reduce

costs, and allow for the evaluation of large sample quantities in an automated manner.

Key words: Seeds, Ryegrass (Lolium perenne), SAD 9000-S equipment, germination

percentage, electrical conductivity.
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Capitulo I: Introduccién

Formulacion del problema

La cria de animales en los campos de pastoreo desempena un papel crucial en el
progreso economico y social al satisfacer las necesidades alimentarias de la poblacion a través
de productos como carne y leche (FAO , 2021). A pesar de su significativa contribucion al
Producto Interno Bruto (PIB), este sector enfrenta dificultades para mantener un crecimiento
constante y sostenible debido a la insuficiente y deficiente alimentacidén proporcionada a los
bovinos (Ledn, Bonifaz, & Gutierrez, 2018).

Segun Investigaciones Forestales Agricolas Y Pecuarias (2023) la calidad de las
semillas utilizadas en la siembra de pastos impacta directamente en la productividad y salud de
los bovinos. Las semillas de baja calidad pueden producir pastos deficientes, y, por lo tanto,
afectan la salud de los animales que los consumen.

La Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria Continua (INEC, 2020) indica que
la superficie con labor agropecuaria fue mas de cinco millones de hectareas (5 204 662) y
dentro de esta superficie, los pastos cultivados representan el 39,73%. Durante el afio 2020 el
numero de bovinos presenté un crecimiento del 2%, con la mayor concentracion en la sierra.

En la actualidad, Ecuador enfrenta un déficit en la disponibilidad de semillas de
especies forrajeras, tanto de gramineas como de leguminosas, segun lo indicado por Ramos
(2021). Para suplir esta carencia, el pais recurre a la importacion de grandes cantidades de
semillas, lo que implica una significativa salida de divisas. Sin embargo, esta solucién presenta
un inconveniente adicional: las semillas importadas frecuentemente no cuentan con un proceso
de adaptacion apropiado a las condiciones agroecoldgicas especificas del territorio
ecuatoriano. Freires (1993) ya habia sefialado que esta situacion representa un riesgo
considerable para los productores agricolas del pais.

El Raigras es una graminea forrajera de alto valor nutritivo, que se adapta bien a las

condiciones agroecolégicas del Ecuador (Balocchi & Lopez, 2009). La evaluacion precisa de las
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semillas de Ryegrass permite determinar su capacidad para adaptarse a las condiciones
especificas del entorno local, incluyendo suelos, clima y altitud (Leon et al., 2018). Esta
adaptacion es crucial para garantizar el éptimo crecimiento de los pastizales y el suministro
continuo de forraje de calidad para el ganado. Sin embargo, no existen estudios que
determinen los rangos de conductividad eléctrica (CE) que permiten evaluar el poder
germinativo de esta especie.

Justificacién del problema

En la ganaderia es fundamental implementar mejoras en los cultivos y proporcionar a
los agricultores semillas y materiales de siembra de alta calidad, especialmente seleccionados,
con el objetivo de asegurar una produccién agricola mas eficiente y hacer frente a los
crecientes desafios medioambientales (FAO, 2020).

En numerosos paises en vias de desarrollo, los productores agricolas enfrentan
dificultades para acceder a los beneficios derivados del uso de semillas de alta calidad. Esto se
debe a diversos factores, entre los que se incluyen una produccion de semillas poco eficiente,
sistemas de distribucion y control de calidad deficientes, asi como la ausencia de politicas y
regulaciones adecuadas (TODO AGRO, 2023). Ecuador, por su parte, cuenta con condiciones
ambientales favorables para el cultivo de pastos a lo largo de todo el afio. A diferencia de otras
regiones del mundo que enfrentan inviernos rigurosos o sequias extremas, lo que obliga al
confinamiento del ganado, Ecuador posee una ventaja comparativa en la produccion de pastos,
ya que puede realizarla con costos mas bajos en comparacion con otros paises (Ledn et al.,
2018).

La alimentacién de los animales herbivoros debe basarse principalmente en pastizales y
forrajes, ya que constituyen la fuente de alimento mas esencial y econémicamente viable. La
combinacion de gramineas y leguminosas en los pastizales proporciona una dieta completa y

equilibrada para el ganado (Vélez, 2019).
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Una de las especies forrajeras mas importantes en las mezclas empleadas para la
instauracion o renovacion de pastizales dedicados a la nutriciéon de bovinos, tanto de leche
como de carne, es el Ryegrass (Lolium sp.), tal como lo sefala Vélez (2019). Esta graminea se
distingue por su elevado aporte proteico y su notable capacidad de adaptacion a diversas
condiciones ambientales. Asimismo, ciertas variedades de Ryegrass han demostrado una
tolerancia destacable a los periodos de escasez hidrica que pueden presentarse durante la
estacion estival (Calderon, 2020).

La evaluacioén precisa de las semillas de Ryegrass es un aspecto crucial para fomentar
practicas agricolas sostenibles. Permite seleccionar variedades de pasto adaptadas a las
condiciones climaticas especificas y que requieren una menor cantidad de insumos. Asimismo,
brinda informacion valiosa a los agricultores para tomar decisiones informadas sobre la
seleccion de semillas, el manejo del cultivo y la planificacion de la produccion (Calderén, 2020).
Esto tiene un impacto directo en la produccion de carne y leche, contribuyendo asi a la
seguridad alimentaria y al desarrollo econdmico del pais.

La falta de una metodologia estandarizada para evaluar el poder germinativo de las
semillas de Ryegrass en Ecuador representa una limitacion para el sector ganadero, ya que
puede ocasionar una disminucién en el rendimiento de este importante cultivo forrajero. Ello
repercute negativamente en los niveles de produccion de leche y carne. La presente
investigacion plantea desarrollar y proponer una metodologia fundamentada en la
conductividad eléctrica para determinar la viabilidad de semillas de Ryegrass. La conductividad
eléctrica es una propiedad fisica de las semillas que se correlaciona con el poder germinativo
(Harshitha, 2023). La metodologia propuesta utilizara un dispositivo electrénico para medir la
conductividad eléctrica de las semillas. Este dispositivo sera facil de usar y precisa,
reproducible y accesible para los productores, permitiendo mejorar los parametros de siembra

y, por ende, la productividad de los cultivos.
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Objetivo del proyecto
Objetivo general
Evaluar el poder germinativo de semilla de Ryegrass (Lolium perenne) por medio de

rangos de conductividad eléctrica utilizando el equipo SAD 9000-S.

Objetivos especificos
e Determinar el porcentaje de poder germinativo en semillas de Ryegrass (Lolium
perenne) mediante la metodologia de referencia ISTA (2013).
e Determinar el valor de la cota 6ptima para el equipo SAD 9000-S en semillas de
Ryegrass (Lolium perenne).
o Comparar el método tradicional (ISTA 2013) con el método del equipo SAD
9000-S para validar los rangos de conductividad eléctrica.
Hipétesis
Los porcentajes del poder germinativo obtenidos mediante la metodologia de referencia
ISTA indican que no existe diferencia significativa al comparar los porcentajes de poder

germinativos obtenidos en el equipo SAD 9000-S.
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Capitulo Il: Marco Teérico

Generalidades de las gramineas

Los pastizales pertenecen a la familia de las gramineas (Poaceae). Con cerca de
11.000 especies en mas de 650 géneros, es una de las familias mas grandes de plantas de
flores (Almusaed, 2017).

Las gramineas constituyen plantas herbaceas que pueden comportarse como anuales o
perennes. Presentan hojas alargadas que nacen de forma alterna y abrazan al tallo mediante
una estructura envolvente denominada vaina foliar. La disposicidon escalonada de las vainas
confiere los caracteristicos nudos visibles en el tallo. Poseen un sistema radical relativamente
poco profundo, formado por raices delgadas y fibrosas. El tallo es hueco, tomando el nombre
de cafa o paja, exhibiendo un contorno cilindrico y sélido. La inflorescencia tipica es una
espiga, donde se alojan las flores fértiles rodeadas por glumas (Encyclopaedia Britannica,
2023). Son importantes porque proporcionan alimentos, ya sea directamente o a través de
animales.

En el Ecuador, las semillas de algunas especies de pastos no se adaptan debido a que
la mayoria de ellas provienen de paises con cuatro estaciones (Vélez, 2019). Por tal motivo, se
usan gramineas junto con otras especies forrajeras para asegurar la alimentacion del ganado a
través de mezclas que contienen alto valor nutritivo para obtener mejor produccion de
leche/vaca (INIAP, 2011). En la tabla 1 se muestra las opciones de mezclas forrajeras
recomendadas para la sierra ecuatoriana.

Tabla 1

Principales mezclas forrajeras de la sierra

Clima Suelo Pasto Kg de semilla/ ha

Templado-frio y Fértiles Raigras perenne 20

paramo andino, con Trébol blanco 3




suficiente humedad Llantén 1
y/o riego Achicoria 1
Templado-frio y Acidos Raigras perenne 12
paramo, con Pasto azul 6
estaciéon secay Trébol blanco 2
poco riego. Trébol rojo 6
Llantén 1
Achicoria 1
Templado-frio, con Bien drenados, pH Alfalfa 12
estaciéon secay 6,5-7 Pasto azul 6
poco riego Llantén 1

Nota. Recuperado de Leodn et al. (2018).
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Como se observa en la tabla 1, Lolium sp., es la especie de mayor importancia en los sistemas

de pastoreo, con un excelente potencial que puede llegar a producir hasta 30 toneladas de

materia seca por hectarea y rindiendo hasta 10.000 litros de leche/afio (Demanet, 2013).

Ryegrass

El Ryegrass, llamada también césped inglés, es una graminea, perteneciente al género

Lolium, donde se destacan tres especies: Ryegrass perenne (Lolium perenne), Ryegrass anual

(Lolium multiflorum) y la combinacion de ambas el Ryegrass hibrido (Castillo, 2015). La

clasificacion taxondmica del Ryegrass se muestra en la tabla 2:

Tabla 2

Clasificacién taxonémica de Lolium

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales



https://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Liliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Poales
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Familia Poaceae
Subfamilia Pooideae
Tribu Poeae
Subtribu Loliinae
Género Lolium

Nota. Informacion obtenida de Duarte et al., (1985)

El Ryegrass se distinguen por su elevada produccion de semillas y su valor nutritivo
significativo para los animales, tanto en términos de pastoreo en verde como para la produccién
de ensilados o henificados (FEDNA, 2016). Este forraje se caracteriza por su alto contenido
nutricional, con niveles de proteina cruda que oscilan entre el 15 y el 18 %, una digestibilidad
que varia del 70 al 80 %, y un aporte energético de aproximadamente 2.96 megacalorias de
energia metabolizable (Castillo, 2015).

Esta especie se caracteriza por su crecimiento erecto e inflorescencia en espiga
solitaria como se observa en la Figura 1. Se utiliza como alimentacion para vacas lecheras muy
productiva. Se caracteriza por su rapida germinacion (Team F.E.N., 2011). En la tabla 3 se
muestran las caracteristicas generales del Ryegrass.

Figura 1

Caracteristicas del Ryegrass perenne

Nota. Caracteristicas de Ryegrass perenne segun Team, F. E. N. (2011)


https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Poaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Pooideae
https://es.wikipedia.org/wiki/Tribu_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Poeae
https://es.wikipedia.org/wiki/Loliinae

Tabla 3

Caracteristicas generales del Ryegrass

Habito y forma de vida

Planta herbacea anual, bianual o

perenne
Tamano Hasta 1.3 m
Tallo Erecto
Hojas Vainas con prominentes auriculas en la

parte superior, las ligulas que miden

entre 1 y 4 mm de longitud. Las ldaminas
foliares presentan una textura lisa en la
superficie inferior y un aspecto opaco y

rugoso en la cara superior

Espiguilla/flores

Se disponen de manera alterna, glumas
de 5 a 10 mm de largo. Las glumas
presentan una nervadura de 5 a 7 venas
y miden de 5 a 10 mm de largo. Es
notable la ausencia de la gluma inferior,
mientras que la segunda gluma se
encuentra en posicion opuesta al raquis
y su tamafio no supera la mitad de la

longitud total de la espiguilla

Frutos y semillas

Semilla de £ 4 mm de largo

Nota. Informacién obtenida de Yanez (2020)

Semilla
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La semilla desempena un rol fundamental como estructura reproductiva. Su importancia

radica en multiples aspectos, tales como la perpetuacion y propagacion de las comunidades
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vegetales, la regeneracion de los ecosistemas boscosos y la progresion de los procesos
ecologicos sucesionales. La semilla constituye, por lo tanto, un elemento clave en la dindmica y
supervivencia de las poblaciones de plantas a lo largo del tiempo y del espacio (Doria, 2013).
La semilla del Ryegrass es delgada y estrecha. Tiene una textura suave, a veces
parecida al papel, brillante. Mide 5 mm de longitud (Hannaway et al., 1999). Se encuentran
entre dos bracteas, lema o glumilla inferior y palea o glumilla superior como se puede aprecia
en la Figura 2. Tienen un alto contenido de humedad, por lo que es importante almacenarlas en
condiciones secas y frescas. El contenido de humedad ideal para las semillas de Ryegrass es
del 10-12% (Pazmifo, 2019).
Figura 2

Caracteristicas de la semilla de Ryegrass

Nota. Semilla de Ryegrass segun Hannaway et al. (1999)

Semilla de calidad

El concepto de semilla de calidad se refiere al cumplimiento de las especificaciones de
ciertas normas, entre los que se incluyen la pureza genética, la capacidad de germinacién, el
vigor y la ausencia de enfermedades. Los productores registrados estan obligados a seguir
normas estrictas durante el proceso de cultivo para garantizar que las semillas producidas
alcancen los estandares de calidad requeridos para su registro. Este enfoque no solo asegura
un alto potencial de rendimiento, sino también una mejor adaptabilidad a las condiciones

ambientales y la presencia de caracteristicas deseables tanto para los agricultores como para
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los consumidores (FAO & AfricaSeeds, 2019). Al analizar la calidad de las semillas, se pueden

identificar cuatro atributos esenciales:

Calidad genética

Uno de los métodos para conservar las distintas variedades de cultivos agricolas es
mediante el empleo de semillas que mantienen una composicion genética integra. Esto se
consigue al utilizar semillas cuya informacién hereditaria no se ha visto alterada, lo que permite
preservar las caracteristicas distintivas de cada variedad vegetal. Este enfoque permite
mantener la estabilidad del genotipo a lo largo de las generaciones, evitando asi la
degeneracién de las semillas y garantizando la conservacion de sus caracteristicas originales
(Farras, 2018).

Calidad fisica

Influenciada por la existencia o ausencia de cualquier elemento indeseado aparte de la
semilla deseada, esta condicion abarca diversos contaminantes, tales como materiales inertes,

malezas o semillas de otras especies (Farras, 2018).

Calidad fitosanitaria

Esta determinada por la existencia o inexistencia de microorganismos patdgenos, tales
como hongos, bacterias, nematodos y virus, que pueden ser responsables del desarrollo de
enfermedades en las plantas. (Farras, 2018).

Calidad fisiolégica

El potencial de una semilla para germinar, brotar y desarrollarse en plantas uniformes y
robustas esta estrechamente relacionado con el momento en que alcanza su madurez
fisioldgica, punto en el cual exhibe su maxima viabilidad. Sin embargo, a partir de este hito, la
semilla inicia un proceso de envejecimiento y pérdida de vigor, influenciado por las condiciones
ambientales a las que esta expuesta, las cuales no siempre son favorables. A pesar de que su

actividad metabdlica se reduce, la semilla sigue respirando y consumiendo energia para
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mantener sus funciones esenciales. Por lo tanto, es de vital importancia almacenarla en
condiciones de baja humedad y temperatura controlado (Farras, 2018).

Vigor

La Asociacion Internacional de Analisis de Semillas (ISTA por sus siglas en inglés)
define el vigor de la semilla como el conjunto de atributos que determinan el nivel de actividad
fisioldgica y el potencial de desempefio que exhibe una semilla o lote durante la germinacion y
el desarrollo de las plantulas (ISTA, 1995). La pérdida de vigor en un lote de semillas indica una
disminucion en la capacidad de realizar las funciones fisiolégicas necesarias para su desarrollo
optimo.

Poder germinativo

Se evalla a través de la proporcion de semillas que logran desarrollarse en plantulas
normales dentro de un periodo de tiempo determinado.

Para realizar este proceso se utiliza una caja Petri en la cual se pone una tarjeta
germinadora de semilla, sobre esta se ponen 50 o 100 semillas de una muestra representativa;
la semilla se tapa con un papel filtro, y finalmente cierra la caja. Diariamente se debe controlar
que el papel esté humedo, pero sin exceso, la temperatura ideal es 18° a 25 °C después de un
periodo de tiempo, se cuentan las semillas germinadas y se calcula el porcentaje (Leon et al.,

2018).

Asociacion Internacional de Analisis de semillas (ISTA)

La Asociacién Internacional de Pruebas de Semillas, conocida por sus siglas en inglés
ISTA, es la entidad reconocida a nivel mundial por establecer los estandares para las pruebas
de semillas comercializadas internacionalmente (Nelson & Wrigley, 2016). Su érgano de
votacién esta integrado por representantes de 75 paises miembros y cuenta con diversos
comités conformados por expertos técnicos. ISTA se encarga de publicar un conjunto de

normas para el muestreo y analisis de semillas, asi como de fomentar la aplicacion
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estandarizada de estos procedimientos. Ademas, promueve el desarrollo de todos los aspectos
relacionados con la ciencia y la tecnologia de las semillas (Shillito, 2022).

Germinacion

Es la etapa inicial del desarrollo de una planta, en la cual una semilla da lugar a un
organismo vegetal completo que, con el tiempo, alcanzara la madurez necesaria para
reproducirse (Rodriguez et al., 2008). Comprende tres etapas consecutivas que se detallan a
continuacion:

Imbibicién

La imbibicion de semillas es un proceso fisico, relacionado con las propiedades
coloidales de sus constituyentes y las diferencias de potencial hidrico entre la semilla y el
medio externo (Cardoso, 2008). Durante el proceso de absorcion de agua, las semillas
experimentan una expansion, y tanto las enzimas como las reservas nutritivas se hidratan. Esta
hidratacién activa las enzimas, lo que conduce a un incremento en el metabolismo de la
semilla, generando asi la energia necesaria para el proceso de crecimiento. Ademas, la
presencia de agua aumenta la turgencia celular, permitiendo la expansion de las células (Pita &
Perez, 2001).

Activacion metabdlica o geminacion sensu stricto

La fase de germinacion en sentido estricto ocurre cuando la semilla ha logrado

un nivel 6ptimo de hidratacion. Esta fase se distingue por una disminucién en la tasa de
absorcion de agua por parte de las semillas. A lo largo de este periodo, se produce una
activacion global del metabolismo de la semilla, un proceso fundamental que sienta las bases
para la etapa final de la germinacion: la fase de crecimiento (Pita & Perez, 2001).

Fase de crecimiento de la radicula

La germinacién comienza con la emergencia de la radicula que rompe las cubiertas de

la semilla. Una vez iniciado este proceso irreversible, si las condiciones ambientales no son las



28

adecuadas, la semilla no sobrevivira. Tras la protrusion de la radicula, se desarrolla la plantula,
un proceso complejo y especie-dependiente que demanda gran cantidad de energia, obtenida
mediante la movilizacién de nutrientes almacenados en la semilla. El correcto desarrollo de la
plantula a partir de una semilla viable es fundamental para el establecimiento exitoso de nuevos
individuos (Pita & Perez, 2001).

Figura 3
Etapas de la germinacion
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Nota: etapas de la germinacién segun Salisbury & Ross (1992)

Tipos de germinacion

La radicula, el punto de crecimiento de la raiz, emerge desde la base del eje del
embrion, y la plumula, el punto de crecimiento del brote, se encuentra en el extremo superior
del eje del embridn, por encima de los cotiledones. La seccion del tallo de la plantula que esta
por encima de los cotiledones se llama epicétilo y la que esta por debajo de los cotiledones se

llama hipocétilo (Kumar, 2020).
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Germinacion epigea

Germinacion en la que el hipocétilo se alarga y arrastra el cotiledon hacia afuera por
encima de la superficie del suelo, donde en algunas especies se expanden, se vuelven verdes
y cumplen la funciéon como hojas (Kumar, 2020).

Germinacién hipogea

En este tipo de germinacion, el cotiledon permanece bajo suelo, mientras que el
epicotilo se alarga y emerge de la tierra (ISTA, 2014). Se muestra una representacion de la
germinacion epigea e hipégea en la figura 4.

En el caso del Ryegrass, presenta este tipo de germinacion ya que, el cotiledén no
emerge del suelo, sino que permanece enterrado bajo tierra, donde sigue proporcionando
nutrientes a la plantula. Es asi, como la plumula emerge del suelo después de que los
cotiledones hayan absorbido la mayor parte de sus nutrientes.

Figura 4

Representacion de los tipos de germinacion
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Nota: tipos de germinacion segun ISTA (2014)
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Factores internos que afectan la germinacién

Madurez de las semillas

Una semilla alcanza su madurez cuando todas sus estructuras se han completado, y
finaliza cuando el embrién se ha desarrollado en su totalidad (Doria, 2010).

A diferencia de otros cultivos, las especies forrajeras presentan un desafio particular en
relacidon con la madurez de las semillas durante la cosecha. En estas plantas, las semillas no
alcanzan la madurez de manera uniforme, que pueden observarse incluso entre semillas
provenientes de la misma planta. La presencia de semillas inmaduras con alto contenido de
humedad en un lote de semillas propicia el desarrollo de microorganismos de almacenamiento,
cuyas actividades elevan la temperatura de las semillas almacenadas y ocasionan dafios en la
germinacion (ISTA, 2014).

Viabilidad de las semillas

Se refiere a la capacidad que tiene una semilla para germinar y producir plantulas
vigorosas. Ello involucra factores de estrés que afectan la expresion del potencial fisioldgico, ya
sea temperaturas ligeramente fuera del éptimo, disponibilidad hidrica disminuida, presencia de
sales, entre otros factores adversos moderados. Durante el crecimiento del cultivo, problemas
en el follaje como intercepcién reducida de luz, alongamiento y expansion inadecuada de las

hojas, también repercutira en la calidad final de las semillas cosechadas (Alabdulla, 2019).

Dormancia

La dormancia constituye un estado de reposo metabdlico que presentan las semillas
viables y que suspende temporalmente su capacidad germinativa. Este fenomeno fisiolégico se
presenta de forma natural en la mayoria de las especies vegetales (Baskin & Baskin, 2014). El
grado de dormancia esta determinado por la interaccién entre factores genéticos propios de
cada material y las condiciones ambientales prevalecientes durante la maduracion de los frutos

en el cultivo madre. Asi, la expresion de dormancia involucra tanto componentes hereditarios
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intrinsecos de las semillas como elementos extrinsecos del entorno en su desarrollo (Finch &
Leubner, 2006). Incluso cuando el embrién alcanza su completa formacion morfoldgica, las
semillas durmientes son incapaces de germinar hasta tanto no cumplan un tiempo minimo de
post-maduracién bajo ciertas temperaturas y humedad que permitan superar este bloqueo
fisiologico temporal de la germinacion (Rajjou et al., 2012).

Las Reglas de la ISTA permiten varios tratamientos que promueven la germinacion al
romper la dormancia. En el caso especifico del Ryegrass, antes de exponerse a la temperatura
de germinacion prescrita, se someten a un periodo de preenfriamiento (5 °C) durante un
periodo de cinco dias, sobre un sustrato humedo: nitrato de potasio (1%) que logra estimular la
via de pentosa fosfato, la cual es importante en las etapas tempranas de la germinacion.

Factores externos que afectan la germinacion

Humedad

El agua es esencial para la germinacién de las semillas. Para que la mayoria de las
semillas germinen de forma 6ptima, el suelo debe encontrarse cerca de su capacidad de
retencion de agua (Kumar et al., 2022). La germinacién puede ocurrir en suelos con baja
humedad, e incluso las etapas iniciales se pueden llevar a cabo usando el agua disponible en
ambientes con alta humedad relativa, aunque generalmente esas condiciones no son las
mejores para una germinacién completa.

En el caso del Ryegrass, es necesario que el suelo se mantenga humedo, pero no
sobresaturado, ya que puede ocasionar el ahogamiento de las semillas y retrasar la
germinacion. Segun InfoAgro (2020) los requerimientos normales estan entre 12 y 25 mm de
precipitacién o riego por semana.

Temperatura

La temperatura afecta a la velocidad de: absorcion de agua, difusion de gases
respiratorios y de las reacciones quimicas involucradas en el metabolismo de la semilla (Doria,

2010). La tasa de germinacion disminuye a bajas temperaturas y aumenta la velocidad de
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germinacion a altas temperaturas. Al alcanzar ese limite, un aumento mayor en la temperatura
disminuira o impedira la germinacion. Las altas temperaturas afectan la eficacia de las enzimas
y, eventualmente, se alcanza un punto en el que las proteinas de las semillas pierden su

estructura natural y la semilla muere (ISTA, 2014).

Gases

El aire normalmente contiene alrededor de un 20% de oxigeno, 0.03% de didxido de
carbono y un 80% de nitrégeno. La mayoria de las especies de plantas germinan bien en
condiciones que provean esta mezcla gaseosa (Hoyos, 2020). Si se modifica la composicion
gaseosa, como altas concentraciones de dioxido de carbono, va a dificultar la germinacion;
gueda evidente que para la mayoria de las especies se requiere oxigeno para germinar; y el
nitrégeno no tiene influencia (Bewley & Black, 2012). Cuando las semillas se almacenan secas,
su tasa de respiracion es tan baja que es dificil de medir. Durante la germinacion, aumenta
drasticamente debido a que la respiracion es esencialmente un proceso de oxidacion, por lo

que se debe proveer la cantidad adecuada de oxigeno (Taiz & Zeiger, 2002).

lluminacién

La presencia de luz influye en la germinacion, orientacién y la forma de la plantula
(Bewley & Black, 2012). Las semillas muy pequefas tienen cantidades minimas de alimento
almacenado para el crecimiento temprano del embridn, y es necesario que se vuelvan
autotrofas rapidamente (Milberg et al., 2000). Cuando una semilla germina bajo la superficie del
suelo, pueden agotar sus reservas almacenadas antes de alcanzar la superficie y la plumula,
puede emerger de manera doblada, resguardando su extremo delicado. Sin embargo, al ser
expuesta a la luz, la plantula se endereza, conservando la curvatura solo si el brote emerge en

condiciones de oscuridad (Heslop-Harrison, 2023).
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Aunqgue no siempre sea esencial, la luz se proporciona a menudo en el laboratorio de
semillas para evitar el alargamiento excesivo de las plantulas y favorecer la formacion de
clorofila (Saini et al., 1985).

Analisis de semillas

El analisis de semillas tiene como objetivo valorar sus atributos cualitativos con el fin de
establecer su idoneidad para la plantacién (Elias et al., 2012). Por lo general, se realizan
inmediatamente después de la extraccion y poco antes de la siembra real. También se realiza
periddicamente en lotes de semillas que se mantienen en almacenamiento prolongado
(Copeland & McDonald, 2001).

Durante cada conteo, las plantulas germinadas y las semillas no germinadas restantes
se clasifican en cualquiera de las 3 categorias: plantulas normales, plantulas anormales,
semillas muertas (Seed technology, 2014)

MiniLab SAD 9000-S

El Seed MiniLab SAD 9000-S es un equipo para analisis automatizado de calidad de
semillas. Cuenta con certificacion bajo normas ISO 9001:2008, que ermite evaluar en pocos
minutos distintos parametros en lotes de semillas, incluyendo potencial de germinacion, vigor,
dureza, conductividad eléctrica y otros, lo que posibilita la toma de decisiones en términos de
grandes volumenes de muestra a través de una informacion técnica oportuna, confiable y
objetiva (Soluciones Tecnolégicas Globales Grupo Consultar, 2008).

El equipo consta de diversos mddulos como cabezal de mediciones, gradillas de
lixiviacién, dosificador-agitador y bandeja lavadora. También incluye software especializado y
controlador de cifras para procesamiento automatizado de los analisis. Entre sus ventajas se
cuenta la rapidez y precision en la estimacion de parametros de interés, convirtiéndolo en un

complemento valioso a los métodos convencionales de evaluacién de semillas.
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Prueba de conductividad eléctrica

La prueba de conductividad eléctrica estima el grado de disfuncién de la membrana
celular cuantificando los electrolitos lixiviados en un volumen definido de agua destilada por
parte de las semillas, sembrandolas en ésta durante un tiempo base, para finalmente medir la
conductividad ionica del agua de imbibicion con un conductimetro, cuyos valores son
relacionados con el dafo de membranas (Moncaleano et al., 2013; Fessel et al., 2010). Esta
prueba es reconocida por su rapidez, bajo costo y confiabilidad para determinar deterioro

fisioldgico (Pompelli et al., 2023).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Ubicacién del sitio experimental

La investigacion tuvo lugar en las instalaciones del laboratorio de semillas perteneciente
a la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (Agrocalidad), el cual se encuentra en
Tumbaco, parroquia del cantén Quito en la provincia de Pichincha. La zona presenta una
elevacion de 2356 metros sobre el nivel del mar y una temperatura promedio de 17.5 grados
Celsius

Metodologia

Se realizo el andlisis de la prueba de germinacion estandar y el establecimiento de los
valores de corte de poder germinativo: cota 6ptima o superior y la cota inferior en microsiemens
(MS/cm).

Semillas de Ryegrass

Las semillas utilizadas en la investigacion corresponden a variedades comerciales.
Estas accesiones se encuentran con su respectiva codificacion en el Laboratorio de semillas de
Agrocalidad.

Prueba de germinacién estandar en Ryegrass

El procedimiento comenzd con el pesaje de cada lote de semillas de Ryegrass y la
separacion de una submuestra minima de 6 gramos utilizando un homogeneizador.
Posteriormente, se prepard una solucién de nitrato de potasio al 1% en un vaso de
precipitacién, en la cual se sumergieron de inmediato las tarjetas de germinacién. Las semillas
se sembraron en placas de Petri y se mantuvieron en refrigeracion a 5°C durante un periodo de
5 dias. Alo largo del proceso germinativo, las placas se conservaron en el germinador de
semillas de Agrocalidad por un lapso de 10 dias (25°C:80% HR)

Rangos de conductividad eléctrica (equipo SAD 9000-S)

Con el objetivo de determinar los rangos de conductividad eléctrica en el equipo SAD

9000-S, se emplearon 4000 semillas, las cuales fueron sumergidas en una solucién de nitrato
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de potasio al 1% y mantenidas en refrigeracion a 5°C por un periodo de 6 dias. Después de
este tiempo, se utilizo el dosificador del equipo para agregar 5 mL de agua destilada (0-3
MS/cm) en las bandejas lixiviadoras y se colocé una semilla por celda. Posteriormente, las
bandejas fueron cubiertas con plastico para prevenir la entrada de impurezas y se dejaron en
reposo durante 24 horas. Tras el tiempo de imbibicién, se analizaron los solutos lixiviados y se
establecieron los valores de corte basandose en el porcentaje de poder germinativo obtenido
en la prueba de germinacion estandar, siguiendo las indicaciones de la Guia de Procedimientos
Biologicos del Analizador Automatico de Semillas SAD 9000-S (2015).

El SAD 9000-S esta equipado con un conductivimetro multiple capaz de analizar hasta
100 semillas de forma simultanea. La medicion de la conductividad eléctrica (CE) se lleva a
cabo introduciendo un par de electrodos de acero inoxidable. El tiempo de medicion por celda
es de 2 segundos, lo que permite analizar completamente 100 semillas en aproximadamente
tres minutos. Ademas, el Analizador cuenta con un sensor de temperatura ambiente integrado
que, al colocar el cabezal multiple sobre la gradilla lixiviadora, registra la temperatura ambiente
y realiza el analisis de la CE de cada celda de manera secuencial (Manual de operacién del
Analizador Automatico de Semillas SAD 9000-S, 2015).

Diseno de la investigacion

Para alcanzar los objetivos de este estudio, se llevd a cabo una evaluacion del
porcentaje de poder germinativo empleando dos metodologias diferentes: la prueba de
germinacion estandar, siguiendo los lineamientos establecidos por ISTA, y el analisis mediante
el uso del Analizador Automatico de Semillas (SAD 9000-S). Estas evaluaciones se realizaron
en un total de 20 lotes pertenecientes a la coleccidn, los cuales se encuentran detallados en la
tabla 4.

Factores en estudio

Porcentaje de poder germinativo

m+: Prueba de germinacion estandar (metodologia ISTA 2013)
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m2: Analizador Automatico de Semillas (SAD 9000-S)
Semillas de Ryegrass
20 lotes (L)

Tabla 4

Accesiones utilizadas para analizar el poder germinativo en ambas metodologias

Lotes P.G. Metodologia ISTA P.G. Metodologia SAD
(m4) 9000-S (my)
L1 L1m1 L1m2
Lz L2m1 L2m2
Ls Lsmj Lamy
L4 L4m1 L4m2
L5 L5m1 L5m2
Ls Lsmy Lem2
L7 L7m1 L7m2
Ls Lgm1 Lsmz
Lg Lgm1 Lgmz
Lo Liomy L1omg
L1 L11m; L11mz2
L2 L12m1 L12m2
Lis L13m1 L1zm2
L14 L1am1 L1am2
Lis L1sm1 L1sm2
Lie L1em1 Liem2
L7 L17m1 Li7m2
Lis L1sm1 L1sm2
L1o L1omy4 L1omg
L2o L2om1 Loomy

Unidad experimental

Metodologia (m+): Tradicional ISTA 2013

Para determinar el poder germinativo, se utilizé una unidad experimental compuesta por
4000 semillas. Cada lote fue sometido a cuatro repeticiones, empleando 50 semillas en cada
una de ellas.

Metodologia (m2): Equipo SAD 9000-S

Para determinar el poder germinativo, se utilizé una unidad experimental compuesta por
4000 semillas. Cada lote fue sometido a cuatro repeticiones, empleando 50 semillas en cada

una de ellas.
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Tipo de diseio

Disefio experimental factorial (DEF) con cuatro repeticiones de 50 semillas por cada
accesion para las variables de poder germinativo y cuatro repeticiones de 50 semillas para
conductividad eléctrica (Tabla 5).

Modelo estadistico

Yiig =+ a;+ Bi + (aB)ij + iji;

Donde:

Y;jx =una observacion cualquiera

u =media general

a; =efecto debido al i-ésimo nivel del factor A

B; =efecto del j-ésimo nivel del factor B

(ap);; =efecto de interaccion en la combinacion ij

g;j =efecto del error experimental

Tabla 5

ANOVA para el disenio factorial a x b

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados

variacién (FV) libertad (gl) cuadrados (SC) medios (CM) Fo Valor-p

Efecto A SC, a—1 CM, CM,/CMg  P(F/F§")
Efecto B SCy b—1 CM, CMy/CMy  P(F/FE)
Efecto AB SCup (a—1D(B-1) CMyg CMyp/CMg  P(F/F{B)
Error SCg ab(n—1) CMg

Total SCr abn —1

Si el valor-p es menor que el nivel de significancia a prefijado, se rechaza la hipétesis
nula y se concluye que el correspondiente efecto esta activo o influye en la variable respuesta

(Gutierrez, 2012).
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Coeficiente de variacion

\/ CM Error experimental
= 7 * 100

Donde:
CV =coeficiente de variacion
CM Error experimental =cuadrado medio del error experimental

Y =media aritmética de la poblacion

Analisis funcional

Con el objetivo de identificar posibles diferencias significativas entre los porcentajes de
poder germinativo obtenidos a través de las dos metodologias evaluadas, se aplico la prueba
de significacion de Duncan.

Correlacion de Pearson

La correlacion de Pearson es una prueba estadistica que mide el grado de asociacién
lineal entre dos variables cuantitativas, que puede ser positiva, negativa o nula (cercana a 0).
En este caso se realiz6 con los datos obtenidos del poder germinativo de las dos metodologias:
Tradicional (ISTA, 2013) y Equipo SAD 9000-S.

Medidas de tendencia central

Se utilizé la moda para la variable el valor de cota 6ptima o superior.

Variables evaluadas

Porcentaje de poder germinativo

Para evaluar la capacidad de germinacion de las semillas de Ryegrass en laboratorio,
se realizé dos observaciones a los 5 y 10 dias, en la primera observacion se contabilizo las
plantulas normales y contaminacién por hongos, en la segunda observacién se contabilizo las
plantulas normales, anormales y semillas sin germinar de cada accesion y repeticion, y se

expresaron en porcentajes.
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Plantulas normales (PN)

Para una plantula clasificarla como normal debe cumplir con las siguientes categorias:
plantulas intactas con todas las estructuras desarrolladas y completas, plantulas con defectos
leves en sus estructuras esenciales y plantulas con infeccion secundaria (ISTA, 2016). Fue
expresada en porcentaje.

Plantulas anormales (PA)

Segun el ISTA (2016) las plantulas anormales se clasifican en las siguientes categorias:
plantulas dafiadas en cualquiera de sus estructuras esenciales, plantulas deformadas y
plantulas deterioradas. Fue expresada en porcentaje.

Semillas sin germinar

Semillas que no germinaron con las condiciones favorables, no desarrollaron la raiz por
condiciones de dormancia o contaminacion por hongos. Fue expresada en porcentaje.

Porcentaje de poder germinativo en el equipo SAD 9000-S

Valor de cota 6ptima o superior (uScm™)

La determinacion de este valor se llevo a cabo mediante la sumatoria de las
repeticiones de cada valor de corte superior, obtenidos al calibrar el equipo utilizando los
porcentajes de poder germinativo resultantes de la prueba de germinacion estandar. De esta
manera, se pudo establecer la frecuencia de prediccion.

Valor de cota inferior (uScm™)

La determinacion de este valor se llevé a cabo mediante la sumatoria de las
repeticiones de cada valor de corte inferior, obtenidos al calibrar el equipo utilizando los
porcentajes de poder germinativo resultantes de la prueba de germinacion estandar. De esta

manera, se pudo establecer la frecuencia de prediccion.



Conductividad eléctrica (uScm™)
El analisis de los solutos lixiviados de cada una de las semillas se realizo transcurrido
24 horas, que es el tiempo de imbibicion con el equipo SAD 9000-S y se expreso6 en

microsiemens (uScm™).

41
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Capitulo IV: Resultados

Metodologia tradicional (ISTA 2013)

Porcentaje de poder germinativo

En el analisis de varianza realizado para la variable poder germinativo (P.G), se
consideraron tres variables de respuesta: el porcentaje de plantulas que presentaron un
desarrollo normal, el porcentaje de plantulas con caracteristicas anormales y el porcentaje de
semillas que no lograron germinar (ver Anexo 4). Se compararon los 20 lotes como tratamiento
(Tabla 6). En la variable de plantulas normales existe diferencia significativa entre lotes
(p<0.01), y el coeficiente de variacion es bajo (2.75%). Para la variable porcentaje de semillas
sin germinar, se encontré una diferencia altamente significativa, con coeficiente de variacion
alto (69.55%). Por ultimo, en cuanto a las plantulas anormales no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05). Los promedios del porcentaje de plantulas normales, plantulas
anormales y semillas sin germinar fueron 96.37%, 1.46% y 2.16%, respectivamente.

Tabla 6

Cuadrados medios para la variable poder germinativo: plantulas normales, plantulas anormales

y semillas sin germinar de Ryegrass a 16 dias después de la siembra.

FV gl Plantulas Plantulas Semillas sin
normales anormales germinar
(%) (%) (%)
Lote 19 280.10** 414 132.70**
Error Exp. 60 48.00 45.00 48.00
Promedio 96.37 1.46 2.16
CV % 2.75 69.55 84.23

**Muy significativo *Significativo No significativo ns

De acuerdo con el analisis de varianza y la comparacion de medias para la variable
porcentaje de plantulas normales mediante la prueba Duncan, tabla 7, y el diagrama de caja y
bigotes (Anexo 8) se detectd que existe una diferencia significativa (p<0.0001) entre los 20
lotes en cuanto al porcentaje de plantulas normales. El lote dieciocho (L1s) presenta el mayor

porcentaje promedio de plantulas normales (99.25%), siendo estadisticamente igual al lote
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diecinueve (L19). Estos dos lotes forman el grupo con las medias mas altas. El lote 5 (Ls)
presenta el menor porcentaje promedio de plantulas normales (89.5%), siendo
estadisticamente diferente a todos los demas lotes. Forma el grupo con la media mas baja. La
mayoria de los lotes (13 lotes) se agrupan en un amplio grupo intermedio con medias entre
95.25% y 98.75%. No presentan diferencias estadisticas entre ellos. El coeficiente de variacién
es bajo (0.72%).

Tabla 7

Analisis de varianza y comparacion multiples de Duncan para porcentaje de plantulas normales
de Ryegrass.

Variable N R? R? Aj cv
Plantulas normales 80 0.95 0.93 0.72
FV gl SC CM F p-valor
Modelo 19 532.25 28.01 58.98 <0.0001
Lote 19 532.25 28.01 58.98 <0.0001
Error Exp. 60 28.50 0.48
Total 79 560.75
Lote Poder germinativo
Método Tradicional (%)
Lote 05 89.50 A
Lote 04 92.00 B
Lote 20 93.00 C
Lote 09 93.25 C
Lote 12 95.25 D
Lote 02 95.50 D
Lote 03 95.75 D E
Lote 16 96.00 D E
Lote 01 96.75 EF
Lote 07 97.25 FGH
Lote 14 97.50 FGH
Lote 15 97.50 FGHI
Lote 06 97.75 G HI
Lote 17 98.00 G H I
Lote 08 98.00 HI1J
Lote 10 98.50 HlJ
Lote 11 98.75 I J
Lote 13 98.75 I J
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Lote Poder germinativo

Método Tradicional (%)
Lote 19 99.25 J
Lote 18 99.25 J

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Metodologia Equipo SAD 9000-S (Analizador automatico de semillas)

Porcentaje de poder germinativo

En el analisis de varianza para la variable poder germinativo utilizando el método del
Equipo SAD 9000-S (tabla 8), se observa que existe una diferencia altamente significativa
(p<0.0001) entre los 20 lotes en su poder germinativo promedio. El coeficiente de variacion es
bajo (0.79%).

Tabla 8

Anadlisis de varianza para poder germinativo de semillas de Ryegrass utilizando el equipo SAD

9000-S
Variable N R? R2Aj Ccv
Plantulas normales 80 0.95 0.94 0.79
FV gl SC CM F p-valor
Lote 19 670.20 35.27 62.25 <0.0001
Error Exp. 60 34.00 0.57
Total 79 704.20

En la prueba de comparacidon de medias Duncan para la variable poder germinativo,
tabla 9, se detectaron diez rangos de significancia. El lote trece (L13) presenta el mayor poder
germinativo promedio (98.75%), perteneciendo al grupo con las medias estadisticamente mas
altas (grupo J) junto con otros 4 lotes (no diferencias entre ellos). Los menores poderes
germinativos se presentan en los lotes cinco (Ls) y cuatro (L4) (grupos Ay B), con 88.5% y 90%
respectivamente. Entre estos extremos, se encuentran grupos intermedios de lotes con medias
entre 93% y 98%. También se realiz6 el analisis grafico mediante diagrama de caja y bigotes

(Anexo 9).
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Tabla 9

Comparacién de medias Duncan para el poder germinativo de las semillas de Ryegrass
obtenido en el Equipo SAD 9000-S

Lote Poder germinativo

Equipo SAD 9000-S (%)
Lote 05 88.50 A
Lote 04 90.00 B
Lote 20 93.00 C
Lote 09 93.25 C
Lote 02 94.00 CD
Lote 12 94.75 D
Lote 16 95.00 D E
Lote 03 95.00 D E
Lote 01 96.00 EF
Lote 07 96.25 F
Lote 15 96.50 F
Lote 14 97.00 F G
Lote 06 97.50 FGH
Lote 17 98.00 G HI
Lote 11 98.50 HI1J
Lote 18 98.75 I J
Lote 19 98.75 J
Lote 08 98.75 J
Lote 10 98.75 J
Lote 13 98.75 J

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Los porcentajes de poder germinativo obtenidos en el equipo SAD 9000-S son muy
similares a los de la metodologia tradicional, debido a que al realizar las calibraciones
biolégicas en el equipo con los datos obtenidos del método tradicional solo se aceptan
diferencias entre 0-2 % de poder germinativo.

Valor de corte 6ptimo o superior (uScm-)

El equipo SAD 9000-S fue calibrado para la especie Lolium perenne utilizando los datos
del porcentaje de poder germinativo obtenidos a través de la prueba de germinacion estandar.
La figura 5 muestra la presencia de 7 frecuencias diferentes (16, 18, 20, 22, 24, 30 y 32 yScm-

1). Entre estas frecuencias, se identifico que el valor de 20 uScm-1 presento la mayor
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frecuencia de prediccién, con un total de 38 repeticiones (Anexo 7). Basandose en este
resultado, se seleccioné el valor de 20 uScm-1 como la cota 6ptima o superior para la
calibracion del equipo.

Figura 5

Valores de corte superior para la especie Lolium perenne

40 38
35
30
25
20
15 12
10 6 8
5 2

N
0

Numero de repeticiones

Conductividad eléctrica (uScm-1)

Valor de corte inferior (uScm-)

El valor de cote inferior se establecié en 4 uScm debido a que en este valor de corte se
encontré la mayor frecuencia de prediccién. Entre estas frecuencias, se identifico que el valor
de 6 uScmfue el que presenté la mayor frecuencia de prediccién con 38 repeticiones; por lo
tanto, se tom@ este valor como la cota inferior.

Figura 6

Valores de corte inferior para la especie Lolium perenne

Numero de repeticiones
w
o

4 Valores de cota tferior (uScm-1) 6
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Conductividad eléctrica (uScm)

Luego de analizar las semillas después de 24 horas de imbibicion en el equipo SAD
9000-S, se observo que el modelo es significativo (p=0.0091), indicando que existe diferencia
significativa en la conductividad eléctrica entre al menos algunos de los lotes. Se obtuvo un
promedio de conductividad eléctrica 8.79 uScm.

Tabla 10

Andlisis de varianza para la variable conductividad eléctrica en 20 lotes de Ryegrass durante un

periodo de imbibicion de 24 horas.

Variable N R? R?Aj cv
Conductividad eléctrica 40 0.72 0.50 9.80
FV gl SM CM F p-valor
Lote 19 42.50 2.24 3.01 0.0091
Error Exp. 20 14.84 0.74
Total 39 57.34
Promedio 8.79 uScm™’

Los valores de corte establecidos en la investigacion fueron: 4 uScm- (cota inferior) y 20
uScm-' (cota superior), en este rango de conductividad se encontraron 2700 semillas (67.5 %)
es decir 14 de 20 lotes evaluados. Dichos lotes tienen en promedio de porcentaje de poder
germinativo y una conductividad eléctrica de 97.28 % y 8.30 uScm respectivamente. Aquellos
lotes que superaron la cota optima superior tienen en promedio de porcentaje de poder

germinativo y conductividad eléctrica de 92.25 % y 9.96 yScm- respectivamente (Figura 7).



Figura 7

Comparacién de conductividad eléctrica vs poder germinativo de los lotes de semillas de
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Accesiones (Lotes) de semillas de Ryegrass

Correlacion entre Poder germinativo del método Tradicional (ISTA, 2013) y Equipo

SAD 9000-S

Se estimaron intervalos de confianza (IC) bilaterales al 95% para la media poblacional
del poder germinativo de cada método: Equipo SAD 9000-S y Tradicional (Tabla 11). Para el
Equipo SAD 9000-S, el intervalo de confianza va de 95.19% a 96.51%. Como no contiene el
valor nulo (0), se concluye que el verdadero promedio poblacional de poder germinativo es
significativamente distinto de 0 en este método. De forma similar, para el método Tradicional el
IC al 95% es (95.78% - 96.97%), excluyendo el 0. Su verdadero promedio poblacional también
difiere de 0.

Comparando los intervalos, se observa un traslape parcial. Si bien las medias
muestrales son estadisticamente diferentes (ANOVA previo), los intervalos indican que los

verdaderos promedios poblacionales podrian ser numéricamente cercanos.
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Tabla 11

Intervalos de confianza al 95% para la media poblacional del poder germinativo segun método

Método Variable Parametro Estimacién LI (95%) LS (95%)
Equipo SAD  Poder Media 95.85 95.19 96.51
9000-S germinativo
- Poder Media 96.38 95.78 96.97
Tradicional o
germinativo

Se estimaron intervalos de confianza (IC) bilaterales al 95% para la media poblacional
del poder germinativo de cada uno de los 20 lotes evaluados. Todos los IC excluyeron el valor
0, indicando medias verdaderas poblacionales significativamente distintas de 0 para todos los
tratamientos. Los mayores promedios poblacionales estimados correspondieron a los lotes 18 y
19 (IC 99%), siguiéndoles otros 7 lotes con IC superiores al 98%. Por otro lado, los menores
valores de poder germinativo a nivel poblacional se observaron en los lotes 5 (IC 88.23% -
89.77%) y 4 (IC 89.91% - 92.09%).

Tabla 12

Intervalos de confianza al 95% para la media poblacional del poder germinativo segtn el lote

Lote Variable Parametro Estimacién LI (95%) LS (95%)

Lote 01 Poder \iedia 96.38 95.49 97.26
germinativo

Lote 02 Poder \iodia 94.75 93.51 95.99
germinativo

Lote 03 Poder — — \1odia 95.38 94.75 96.00
germinativo

Lote 04 Poder —  \iodia 91.00 89.91 92.09
germinativo

Lote 05 Poder — — \1odia 89.00 88.23 89.77
germinativo

Lote 06 Poder \iedia 97.63 97.19 98.06
germinativo

Lote 07 Poder \iodia 96.75 96.01 97.49
germinativo

Lote 08 Poder — — \1odia 98.38 97.75 99.00
germinativo

Lote 09 Poder  — \1odia 93.25 92.86 93.64
germinativo

Lote 10 Poder Media 98.63 98.19 99.06

germinativo
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Lote Variable Parametro Estimacion LI (95%) LS (95%)

Lote 11 Poder \iedia 98.63 98.19 99.06
germinativo

Lote 12 Poder — — \1odia 95.00 94.55 95.45
germinativo

Lote 13 Poder \iedia 98.75 98.36 99.14
germinativo

Lote 14 Poder  —  \1odia 97.25 96.66 97.84
germinativo

Lote 15 Poder = \1odia 97.00 96.37 97.63
germinativo

Lote 16 Poder \iedia 95.50 94.73 96.27
germinativo

Lote 17 Poder — — \1odia 98.00 97.37 98.63
germinativo

Lote 18 Poder \iedia 99.00 98.55 99.45
germinativo

Lote 19 Poder — — \1odia 99.00 98.55 99.45
germinativo

Lote 20 Poder \iedia 93.00 92.55 93.45
germinativo

El analisis de varianza para el poder germinativo segun el método: Equipo SAD 9000-S
y Tradicional, y lote (Tabla 13) nos muestra que, existe diferencia altamente significativa
(p<0.0001) tanto entre métodos como entre lotes. La interacciéon método*lote no es significativa
(p=0.0843). El coeficiente de variacion es bajo (0.75) lo que indica precisién experimental.

Tabla 13

Analisis de varianza del poder germinativo de semillas segun método y lote

Variable N R? R?Aj cv
Poder germinativo 160 0.9510 0.9351 0.75
Fuente de Grados de SC CM F p-valor

variacion libertad

Modelo 39 1213.48 31.11 59.74 <0.0001
Método 1 11.03 11.03 21.17 <0.0001
Lote 19 1187.23 62.48 119.97 <0.0001
Método*Lote 19 15.23 0.80 1.54 0.0843
Error 120 62.50 0.52

Total 159 1275.98
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En el grafico de interaccion de método*lote (Figura 8) se aprecia un comportamiento
muy similar entre métodos para la mayoria de los casos. Los lotes 18, 19, 13 y 10 se destacan
como los de mayor poder germinativo en ambos métodos, todos con valores superiores al 98%.
Por otro lado, el lote 5 y 4 evidencian los menores poderes tanto en el Tradicional como en el
Equipo. Al comparar entre métodos lote por lote, se distinguen pequenas diferencias de 1-2
puntos porcentuales para los lotes 2, 3, 4, 5, 7 y 12. Sin embargo, en los 14 lotes restantes
practicamente no existen diferencias entre los métodos. El analisis indica un comportamiento y
efectividad muy similar de ambos métodos de determinacion de poder germinativo para la
mayoria de los materiales, existiendo ligeras variaciones solamente en unos pocos casos
especificos.

Figura 8

Comportamiento del poder germinativo por lote segtn el método tradicional vs Equipos SAD
9000-S
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Accesiones (Lotes) de semillas de Ryegrass

Segun la prueba Duncan, el método Tradicional presenta un poder germinativo
promedio mayor en 0.53 (diferencia significativa) que el Equipo SAD 9000-S. Los lotes
dieciocho (L1g) y diecinueve (L19) presentan los mayores poderes germinativos promedio (99%),
seguidos de cerca por otros 7 lotes. Los lotes cinco (Ls) y cuatro (L4) tienen los menores

poderes germinativos promedio.



Tabla 14

Comparacién de medias de poder germinativo para la interaccion método y lote mediante

Duncan
Método Medias n E.E
Equipo SAD 9000-S 95.85 80 0.08 A
Tradicional 96.38 80 0.08
Lote Medias
Lote 05 89.00
Lote 04 91.00
Lote 20 93.00
Lote 09 93.25
Lote 02 94.75 D
Lote 12 95.00 D
Lote 03 95.38 D
Lote 16 95.50 D
Lote 01 96.38 E
Lote 07 96.75 EF
Lote 15 97.00 EFG
Lote 14 97.25 FGH
Lote 06 97.63 GH
Lote 17 98.00 HIJ
Lote 08 98.38 Il J K
Lote 10 98.63 J K
Lote 11 98.63 J K
Lote 13 98.75 J K
Lote 19 99.00 K
Lote 18 99.00 K
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El analisis del grafico de cajas del poder germinativo segun el método utilizado (Figura

9), muestra el rango intercuartil (RIQ) que abarca el primer cuartil (Q1) hasta el tercer cuartil

(Q3). Los puntos que estan fuera de los bigotes indican los valores atipicos o extremos. En el

caso del método tradicional existen valores fuera de la barrera superior (BIS= 102.5) e inferior

(Bll=90.5), los cuales son los pertenecientes al lote cinco (Ls) (Anexo 7). En el caso del método

con el equipo SAD 9000-S no existe ningun valor atipico.
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Como no hay traslapes entre ambas metodologias, no existen diferencias significativas

segun el método en cuanto al poder germinativo.

Figura 9

Diagrama de Caja y Bigotes del poder germinativo en funcién del método empleado
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Con los datos obtenidos se comprob6 que se cumple con los supuestos de normalidad

mediante un diagrama Q-Q plot y una prueba de Shapiro-Wilks con los residuos obtenidos a
partir del poder germinativo, su homogeneidad e independencia mediante un diagrama de
dispersion en el cual no se encontré un patrén, y homocedasticidad mediante la prueba de
Levene, donde se comprueba que el modelo completo resulta significativo (p=0.0465) (Ver
anexo 10).

Finalmente, con el fin de cuantificar la asociacion entre ambos métodos se realizé un
analisis de correlacion de Pearson entre los valores de poder germinativo obtenidos mediante
el método Tradicional y el Equipo SAD 9000-S (ver Anexo 11), con el fin de cuantificar la
asociacion entre ambos, se obtuvo un coeficiente de 0.98 (p<0.05), indicando una muy alta

correlacion directa y positiva entre los dos métodos a un nivel estadisticamente significativo.
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Capitulo V: Discusién

La presente investigacion comparo la efectividad del método tradicional (ISTA) y el
equipo automatizado SAD 9000-S para evaluar el poder germinativo en semillas de Ryegrass
(Lolium perenne).

Inicialmente, en la tabla 7, se observa que el método ISTA evidencio diferencias
significativas en el poder germinativo entre los 20 lotes evaluados (p<0.0001), con un
coeficiente de variacion bajo (0.72%) que indica una buena precisidn en el experimento. Estos
hallazgos concuerdan con lo reportado por (Ellis & Roberts, 1980), quienes también
encontraron variabilidad en el poder germinativo entre diferentes lotes de semillas de Ryegrass
al evaluarlos mediante el método tradicional de conteos de plantulas normales, anormales y
semillas sin germinar.

Las diferencias en poder germinativo entre lotes pueden deberse a factores pre-
cosecha como condiciones ambientales y de cultivo, asi como a manejo pos-cosecha durante
el procesamiento y conservacion (secado y aireacion). Ademas, existen otros aspectos, tales
como la seleccion de la fecha de siembra, la temperatura, la humedad y la condicion fisica de la
camara de germinacion (Craviotto et al., 2015).

Luego, se calibré el equipo SAD 9000-S con los datos ISTA para establecer rangos
optimos de conductividad eléctrica asociados al poder germinativo, con una temperatura de
23°C (ver Anexo 6). El Manual de Procedimientos Bioldgicos indica que es esencial tener los
resultados de las pruebas estandar de germinacion para calibrar el Analizador automatico de
Semillas y determinar los rangos de conductividad eléctrica (Bewley & Black, 2012). Segun Da
Silva el al. (2013) en su investigacion de conductividad eléctrica de diferentes genotipos de
semillas de frijol comun (Phaseolus vulgaris), los rangos de C.E. deben establecerse en un
rango de temperatura entre 20 a 23 grados celsius, ya que la conductividad eléctrica varia con

la temperatura.
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Se determinaron los valores de inferior y superior (4 uScm™ - 20 yScm™') (Figura 5 y 6).
La fijacién de puntos de corte adecuados es esencial para garantizar la precisién de este
método en la estimacion del poder germinativo, tal como documentan Alvarenga et al. (2015)
en cereales y Fessel et al. (2010) en leguminosas. La calibracién con datos de pruebas de
germinacion estandar posibilita fijar umbrales éptimos segun niveles de viabilidad en cada
especie (Das & Saha, 2006).

El valor superior hallado coincide con rangos reportados por (ISTA, 2020) en pastos del
género Lolium, quienes sugieren como optimo 20 uScm-' para separar lotes de alta y baja
calidad. Asimismo, el punto de corte inferior se aproxima al propuesto para especies
relacionadas (Association of Official Seed Analysts, 2013).

Es importante destacar que, al ser este el primer estudio que utiliza el equipo SAD
9000-S para evaluar la conductividad eléctrica en semillas de Lolium perenne, no es posible
realizar una comparacion directa con investigaciones previas en la misma especie. No
obstante, se han realizado estudios similares en otras gramineas, como el arroz (Oryza sativa),
donde se han establecido rangos de conductividad eléctrica para la estimacién del poder
germinativo en 24 horas, utilizando el mismo equipo (Piccinin, 2011). En este caso, se encontré
una cota superior de 20 uScm y una cota inferior de 5 uScm™, lo que representa una
diferencia significativa con respecto a los valores encontrados en nuestro estudio para Lolium
perenne.

En trigo (Triticum spp) con un rango de conductividad eléctrica de 10 yuScm™ - 50 yScm”’
se determina el poder germinativo en 24 horas, mientras que el método tradicional el tiempo es
8 dias (Pantoja, 2018).

El analisis con el SAD 9000-S también evidencié diferencias significativas (p<0.0001)
entre lotes (Tabla 9). El lote 13 presentd el mayor promedio (98.75%) y los lotes 5y 4 los
menores (88.5% y 90% respectivamente). La calibracién realizada entre los datos del método

ISTAy los rangos obtenidos con el SAD 9000-S explicaria la alta similitud entre los resultados
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de poder germinativo de ambos métodos encontrada en este estudio, donde solo se aceptaron
diferencias de 0-2 puntos porcentuales, lo que fortalece la confiabilidad de los rangos de
conductividad eléctrica establecidos para la especie Lolium perenne. Ademas, se evidencio una
alta correlacién entre los porcentajes de poder germinativo obtenidos con ambos métodos, lo
que respalda la precision del equipo SAD 9000-S para la evaluacion del poder germinativo en
esta especie. Estudios realizados en otras especies también evidencian la buena correlacion
entre estos enfoques cuando se realiza una adecuada calibracion inicial (Das & Saha, 2006).

Los resultados obtenidos en la comparacion de conductividad eléctrica vs el poder
germinativo de los lotes (Tabla 10) indican que existe una relacién entre la conductividad
eléctrica de los solutos lixiviados de las semillas de Ryegrass y su poder germinativo. Esto
concuerda con lo evidenciado por Fessel et al. (2010) donde observé una relacion directamente
proporcional entre la disminucion del poder germinativo y el aumento de la fuga de iones Ca,
Mg y K en el cultivo de maiz. Este estudio confirma la estrecha relacién entre la integridad de la
membrana celular y la pérdida de poder germinativo, ya que lotes con membranas mas
deterioradas liberan mayor contenido citoplasmatico, lo que a su vez aumenta la conductividad
eléctrica. (Tajbakhsh, 2000).

También se establecieron rangos de normalidad entre 4 y 20 uScm™. Lotes fuera de
este intervalo mostraron poder germinativo disminuido y conductividad elevada. Esto se
corresponde con investigaciones realizadas por Valdez (2018), quien encontrd una correlaciéon
negativa entre la conductividad eléctrica y el porcentaje de germinacién en semillas de tomate
de arbol (Solanum Betaceum). Valores altos de conductividad se asociaron a menor vigor y
viabilidad de las semillas.

La medicion de la conductividad eléctrica es una técnica valiosa para evaluar
objetivamente la condicion fisioldgica y morfolodgica de las semillas individuales, basandose en
las sustancias liberadas durante la imbibicién (Smith et al., 2018). Cuando las membranas

celulares estan deterioradas, se produce una pérdida de contenido intracelular como iones y
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carbohidratos. Estos solutos actian como electrolitos, conduciendo la corriente eléctrica. Por lo
tanto, una alta conductividad eléctrica indica la presencia en el exudado de una mayor cantidad
de iones procedentes de estructuras celulares y subcelulares danadas (Wijaya et al., 2010).

Ademas, estudios realizados por The International Seed Testing Association (1995), han
comprobado que existe una relacion entre el envejecimiento de las semillas y su conductividad
eléctrica. Tanto las semillas que envejecen de forma natural con el tiempo como aquellas
artificialmente aceleradas, muestran mayores niveles de conductividad cuando son evaluadas,
en comparacion con semillas jévenes y sanas.

Al evaluar el comportamiento lote por lote (Figura 8), se observé un patrén muy similar
entre ambos métodos en 14 de los 20 lotes, sin diferencias relevantes en el poder germinativo
determinado. Las mayores variaciones (1-2 puntos porcentuales) se presentaron en soélo 6 lotes
especificos (lotes 2, 3, 4, 5, 7 y 12). Estudios previos que compararon mediciones de poder
germinativo entre métodos tradicionales y equipos como el SAD 9000-S también hallaron
diferencias estadisticas entre lotes, pero no entre métodos. Por ejemplo, (Smith & Williams,
2022) no encontraron interaccién significativa método*lote al validar el equipo en trigo,
atribuyendo las minimas variaciones a la mayor precision del analisis visual para detectar
plantulas anormales.

En el andlisis estadistico comparativo entre el método tradicional (ISTA, 2013) y el
equipo SAD 9000-S para la determinacion del poder germinativo en semillas de Ryegrass
(Tabla 14), se evidencia que el método tradicional presenté un poder germinativo promedio de
96.38%, mientras que el equipo SAD 9000-S obtuvo un 95.85%. Si bien esta diferencia de 0.53
puntos porcentuales es estadisticamente significativa, los intervalos de confianza indican que
los verdaderos promedios poblacionales podrian ser numéricamente cercanos. La fuerte
asociacion positiva encontrada entre ambas técnicas indica que el equipo SAD 9000-S es
capaz de predecir de manera precisa el poder germinativo de los lotes de semillas de

Ryegrass, entregando resultados consistentes con la metodologia estandar (tradicional).
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Finalmente, en la correlacion de Pearson, se obtuvo un coeficiente de 0.98, indicando
una muy alta correlacion directa y positiva entre los dos métodos a un nivel estadisticamente
significativo. Esto concuerda con investigaciones previas como la de Hrstkova et al. (2006)
quienes reportan coeficientes de correlacion sobre 0.9 entre métodos de conductividad eléctrica
y germinacién en diversas especies.

Este método, basado en la conductividad de los electrolitos liberados por las semillas
durante la imbibicién, ha mostrado ser rapido, no destructivo y con buena correlacién con las

pruebas de germinacién estandar.



Capitulo VI: Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Se logré obtener el porcentaje germinativo de las semillas de Ryegrass (Lolium
perenne) por el método tradicional. La media del porcentaje germinativo por el método
tradicional fue del 96.38%.

Se obtuvo los valores de conductividad eléctrica de las semillas de Ryegrass (Lolium
perenne) evaluadas por el método del Equipo SAD 9000 S donde se reflejo que la
conductividad eléctrica optima para el cultivo de Ryegrass es de 20 uScm™'. La media del
porcentaje germinativo por el método del Equipo SAD 9000 S fue del 95.85%.

El método de comparacion de medias demostrd que no existe diferencia significativa
entre los resultados obtenidos por el método tradicional con los resultados reflejados por el
método del Equipo SAD 9000 S para la medicion del porcentaje germinativo del cultivo de
Ryegrass (Lolium perenne).

La alta correlacion obtenida p= 0.98 valida el uso de rangos de conductividad eléctrica
determinados con el equipo SAD 9000-S como un método efectivo y confiable para evaluar
rapidamente la calidad y predecir el poder germinativo de lotes de semillas de Ryegrass

(Lolium perenne).

59



60

Recomendaciones

La tecnologia proporcionada por el Equipo SAD 9000-S tiene el potencial de mejorar los
procesos de germinacién de las semillas. Por lo tanto, se recomienda realizar estudios
germinativos con el equipo SAD 9000-S en otras especies de interés econdmico y forestal,
dado que existe poca informacién sobre la eficacia del método en estas.

Se sugiere explorar la capacidad del equipo SAD 9000-S para evaluar no solo la
germinacion, sino también otras caracteristicas como el vigor, la dureza y la dormancia, a fin de
obtener informacién mas completa sobre diferentes tipos de semillas en futuros estudios.

El estudio senté bases sobre los niveles de conductividad discriminantes de viabilidad
en Lolium perenne segun mediciones con el equipo SAD 9000-S. Los puntos de corte
establecidos requieren ser confirmados con mayor niumero de observaciones para reforzar su

utilidad practica.
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