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Sumario.  La técnica  basada en el fenómeno conocido como speckle dinámico o biospeckle es aplicada para determinar 
la viabilidad de semillas de Lupinus albus producidas en la Región de la Araucanía, Chile y analizar el efecto de la tem-
peratura de almacenamiento en la viabilidad de las mismas. El sistema experimental utilizado para la obtención de los 
THSP (Time History of the Speckle Pattern) de cada muestra consta fundamentalmente de: una cabina aislante térmica 
provista de un circuito de establecimiento y control de la temperatura; un láser de He-Ne random, de 7 mW y una cáma-
ra CCD AVT PIKE F-032B con digitalizador de imágenes. Se presentan los resultados obtenidos con diferentes conjun-
tos de 100 semillas de lupino albus (en grupos de 20) comparando los cálculos de los momentos de inercia  (MI) de la 
matriz de co-ocurrencia de los THSP con la prueba standard usando una solución acuosa de Tetrazolium (TZ) al 0,5% en 
el rango de temperaturas entre 5 y 25 ºC,  apreciándose una buena correlación entre ambos métodos.  
 
Abstract.  The dynamic speckle or biospeckle technique is applied to determine the viability of Lupinus albus seeds 
produced in The Araucanía Region, Chile and to analyze the effect of the storage temperature in the viability of the same 
ones. The experimental setup used for the obtaining of the THSP (Time History of the Speckle Pattern) of every sample 
consists fundamentally of: an insulating thermal cabin provided with a circuit of establishment and control of the tem-
perature; a 7 mW laser of He-Ne random, and a CCD AVT PIKE F-032B camera with frame grabber. The results ob-
tained with different sets of 100 Lupinus albus seeds  (in lots of 20) are presented, comparing the inertia moment (MI) 
of the THSP co-occurrence matrix values with the standard test using Tetrazolium (TZ) 0,5% solution, in the tempera-
ture range between 5 and 25 ºC. A good correlation between both methods is appreciated. 
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1 Introducción  
 
Una semilla viable es aquella que es capaz de germinar y 
producir una planta nueva.  El problema de qué tiempo 
pueden permanecer latentes las semillas y aún ser viables 
ha interesado a los botánicos, naturalistas, reforestadotes 
y jardineros por muchos años y aún es materia de inves-
tigación.  En la práctica muchas semillas son notoria-
mente de vida corta.  Las de corteza dura son viables a 
más largo plazo que las de corteza suave1.   

Debido a las necesidades de comercialización y de 

desarrollo de las semillas es necesario seleccionarlas de 
acuerdo a su actividad y mantenerlas en condiciones 
apropiadas de almacenamiento que garanticen la viabili-
dad por un largo período de tiempo.  Sin embargo, la 
viabilidad de las semillas puede verse afectada por facto-
res tan diversos como los insecticidas y fertilizantes usa-
dos en el proceso de obtención de la misma, así como de 
la temperatura, humedad, presión, etc. en la etapa de al-
macenamiento2. 

La importancia de la viabilidad radica en el asegura-
miento de los resultados de producción y comercializa-
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ción. Esto ha hecho que las organizaciones internaciona-
les y locales se dediquen a la selección y almacenamien-
to de semillas, tanto para la producción de alimentos 
como para la preservación de las diversas especies.  Es-
tas organizaciones se dedican también al estudio de for-
mas de garantizar la viabilidad de las semillas. Las prác-
ticas más usadas para la determinación de viabilidad de 
las semillas son: la prueba del porcentaje de germina-
ción3 y la prueba topográfica del Tetrazolium (o TZ 
test)4.  Esta última consiste en la reacción bioquímica de 
las semillas al ser embebidas en una solución acuosa de 
cloruro o bromuro de trifenil tetrazolio al 0,5 ó 1%; las 
semillas viables se tiñen de un color rojo intenso y las 
inviables permanecen incoloras o rosa pálido.  

Las pruebas utilizadas para determinar el vigor y la 
viabilidad de una semilla no siempre dan resultados con-
sistentes entre sí y la confiabilidad y equivalencia de las 
distintas pruebas han sido objeto de estudios en los últi-
mos años.  En publicaciones recientes se han considera-
do nuevas técnicas basadas en interferometría láser como 
herramienta para el análisis de semillas5.  Una de ellas se 
basa en las propiedades del speckle dinámico.  El origen 
del fenómeno speckle se presenta cuando luz coherente 
con λ ≈ 10-7 m incide sobre un objeto que presenta una 
superficie rugosa para la longitud de onda del láser y se 
produce una interferencia aleatoria  que se traduce en re-
giones brillantes y oscuras.  El speckle dinámico o bio-
speckle se manifiesta por el movimiento aleatorio o el 
cambio de propiedades de: fuente, dispersores, índice de 
refracción, detector, etc.  Por ser un fenómeno que ocu-
rre cuando la luz coherente es dispersada por objetos que 
presentan algún grado de actividad6 constituye una téc-
nica apropiada y no destructiva para la prueba y el moni-
toreo sin contacto de algunos fenómenos industriales y 
biológicos de interés práctico7, 8.  Entre los trabajos en-
contrados se destacan aquellos que han sido aplicados a 
la investigación de fenómenos temporales con el fin de 
caracterizar cuantitativamente la actividad biológica de 
especímenes botánicos9,  el secado de pintura10, etc.  Al 
aplicarla al estudio de la viabilidad de semillas se pre-
tende generar un mapa de cada semilla, identificando 
áreas con diferente actividad, de modo similar a la prue-
ba del Tetrazolium.  La información usualmente se ob-
tiene usando estadística de primero y segundo orden en 
el speckle de Fresnel obtenido; por propagación libre se 
registra un número grande de muestras de intensidad si-
multáneas, que representan virtualmente el mismo esta-
do11.  

Oulamara12 propuso el uso de una cámara CCD para 
registrar y almacenar una columna individual de la ima-
gen en pasos consecutivos de tiempo en un display y 
construir la historia temporal de un patrón de speckle 
(THSP, Time History of Speckle Pattern).  Así la infor-
mación espacial y temporal se almacena simultáneamen-
te.  Durante la última década se han desarrollado dos mé-
todos: uno para medir la actividad dinámica usando la 
matriz de co-ocurrencia de la historia temporal del pa-
trón de speckle13 y otro para visualizar la actividad di-

námica local de la muestra14.  En este trabajo se estudia 
la evolución temporal del patrón de speckle de cada se-
milla (del conjunto de control seleccionado) a temperatu-
ra ambiente y a diferentes temperaturas en el rango com-
prendido entre 5 y 25 ºC, considerando el método pro-
puesto por Oulamara et al. 

 
2 Materiales y método 
 

  El método utilizado consiste en registrar una alta 
cantidad (entre 256 y 512) de imágenes  sucesivas digita-
lizadas del patrón de speckle dinámico para cada estado 
del fenómeno a evaluar.  De cada una de las imágenes se 
selecciona una columna y se construye una nueva ima-
gen juntando lado a lado las columnas extraídas de los 
patrones sucesivos.  La imagen resultante constituye la 
historia temporal del patrón de speckle o THSP;  sus fi-
las representan diferentes puntos en el patrón de speckle 
y las columnas, sus intensidades en una secuencia de pa-
sos temporales regularmente espaciados.  La actividad de 
la muestra aparece como cambios de intensidad en la di-
rección horizontal a lo largo de las filas. 

Cuando la semilla presenta baja actividad, las varia-
ciones del patrón de speckle son lentas y el THSP mues-
tra una forma horizontalmente alargada.  En el límite, 
cuando la semilla está muerta, el THSP no muestra va-
riaciones en su patrón de actividad.  Por el contrario, 
cuando la semilla tiene alta actividad, el THSP muestra 
variaciones rápidas de intensidad, tal como el propio pa-
trón espacial de speckle (ver Figura 1).  De este modo se 
asume que el THSP es representativo del estado de la 
muestra que está siendo evaluada cuando fue registrado.  

 

 
 

Figura 1.  Comparación entre los THSP y la matriz de co-
ocurrencia de muestras con diferente actividad. 
 

Momento de Inercia y Matriz de Co-ocurrencia. 
La matriz de co-ocurrencia Mco es una matriz cuadrada 
definida como Mco = [Nij], donde sus elementos son los 
números Nij de la ocurrencia de cierto valor de intensi-
dad i, que es seguido inmediatamente de una intensidad 
de valor j;  esto es un caso especial de la llamada matriz 
de dependencia del nivel espacial de grises que se usa 
para caracterizar texturas en imágenes.  En el caso espa-
cial, su diagonal principal está relacionada con regiones 
homogéneas y los elementos distintos de cero que están 
alejados de la diagonal principal representan ocurrencias 
de alto contraste.  En este caso, la variable de interés es 
el tiempo y los valores involucrados son la ocurrencia de 
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un cierto valor de gris y en el próximo paso temporal por 
un valor j en el THSP.  Cuando la intensidad no cambia, 
los únicos valores distintos de cero de la matriz pertene-
cen a la diagonal principal.  La presencia de ruido en la 
fuente de iluminación y en la detección excluye esta si-
tuación. 

En la medida que la muestra presente actividad los va-
lores de intensidad cambiarán en el tiempo, el número de 
valores fuera de la diagonal se incrementa y la matriz 
pierde densidad en la zona de la diagonal principal, aun-
que la matriz está mayoritariamente compuesta de valo-
res nulos.  Para obtener una medida cuantitativa a partir 
de esta matriz es necesario normalizarla; para esto se di-
vide cada fila de la matriz por el número de veces que el 
primer nivel de gris aparece, así la suma de los compo-
nentes en cada fila de la matriz resultante M con valores 
Mij es igual a 1.  

                     

∑
=

j
ij

ij
ij N

N
M                                    (1) 

Esta matriz modificada es llamada la matriz de co-
ocurrencia modificada y ésta corresponde a cierta gene-
ralización del histograma.  Es una aproximación experi-
mental de la matriz de probabilidad de transición entre 
valores de intensidad en el THSP. 

Una medición de la propagación de los valores de M 
alrededor de la diagonal principal puede ser construida 
como la suma de los productos entre los valores de la 
matriz y la distancia entre la posición del elemento en 
una fila de la matriz hasta la diagonal principal al cua-
drado.  Éste es un momento particular de segundo orden 
llamado momento de inercia MI de la matriz con respec-
to a la diagonal en la dirección de las filas.  El nombre es 
sugerido por la analogía mecánica de esa operación. 

                     2

ij
ijI jiMM −=∑                          (2) 

Las ocurrencias en la diagonal no contribuyen a in-
crementar el valor de MI, mientras las entradas más leja-
nas de la diagonal de M agregan sus valores Mij más al-
tos.  Por tanto, el valor de MI es una medida de la varia-
ción de intensidad o del contraste a lo largo de las filas 
del patrón THSP y por tanto de la bioactividad de la 
muestra. 

Aunque el biospeckle ya ha sido utilizado por otros 
autores para la determinación de la viabilidad de algunas 
semillas, sin embargo a partir de la revisión bibliográfica 
realizada, cada experimento ha sido hecho con muestras 
específicas y por tanto nuestro primer objetivo fue vali-
dar esta técnica para las semillas producidas en nuestra 
Región;  además, los estudios solamente han considerado 
la variable humedad durante el almacenamiento, la que 
sin duda es importante pero ésta a su vez está íntima-
mente ligada a la temperatura de almacenamiento, varia-
ble relevante en la viabilidad de las semillas, por lo cual 
nuestro estudio se encaminó a desarrollar un sistema de 
medición de los THSP con control de temperatura, con el 
fin de establecer una correlación entre este parámetro y 

el nivel de actividad de las semillas estudiadas.  
 

Figura 2.  Es-
quema simplifi-
cado del sistema 
experimental. 

 
  

 
Figura 3.  Esquema del circuito de establecimiento y control 
de la temperatura de las semillas. 

 
 

Figura 4.  Comparación entre los valores calculados del mo-
mento de inercia  (MI) de la matriz de co-ocurrencia de los 
THSP (◆) con la prueba standard del Tetrazolium (TZ) (■) ob-
tenidos para 100 semillas de Lupino albus, separadas en grupos 
de 20. 
 

  Entre las semillas de interés para este estudio selec-
cionamos el lupino blanco (Lupinus albus) que es culti-
vado en el sur de Chile, en particular por pequeños agri-
cultores en la Región de La Araucanía (37° 30’ – 39° 
30’) y que es exportado para consumo humano a países 
europeos y árabes15.  Entre los factores que pueden afec-
tar el rendimiento de los cultivos de estas semillas es un 
hongo que origina la antracnosis, así como la gran varia-
ción de temperatura y humedad que caracteriza a esta re-
gión durante las diferentes épocas de cada año. 

Preparación de las muestras.   Un lote de 100 se-
millas de Lupinus albus se embebieron en agua  durante 
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24 horas; posteriormente fueron cortadas con bisturí, 
conservando la mitad del embrión en cada cotiledón.  
Después 100 mitades se sumergieron en una solución de 
Tetrazolium al 0.5 % dentro de un calorímetro, mante-
niendo la temperatura constante de 35 °C durante 3 horas 
y después de colocadas en papel absorbente se clasifica-
ron  en distintos niveles de viabilidad según la tinción, 
utilizando los criterios de la bibliografía consultada .  
Las otras 100 mitades  fueron analizadas mediante la 
técnica de biospeckle.  

Experimento. El sistema experimental utilizado para 
la obtención de los THSP de cada semilla consta funda-
mentalmente de: un láser de He-Ne random, de 7 mW, λ 
= 633 nm y una cámara CCD AVT PIKE F-032B con di-
gitalizador de imágenes.  Un esquema simplificado se 
muestra en la Figura 2. 

El soporte de la semilla y parte de la óptica utilizada 
(espejo y cámara) se encuentran en el interior de una ca-
bina aislante térmica provista de un circuito de estable-
cimiento y control de la temperatura; éste consta de un 
microcontrolador PIC18f2520 y un sensor de temperatu-
ra LM35.  El establecimiento de cada valor de tempera-
tura se realiza mediante una celda Peltier PE-071-08-15, 
regulando el voltaje DC aplicado a sus terminales me-
diante una fuente estabilizada y un PWM (Pulse-Width 
Modulation) y utilizando un MOSFET de potencia, ma-
nejado por su respectivo driver. Inicialmente se coloca 
una temperatura como set-point y ésta puede modificarse 
on-line mediante una interfaz provista de un panel LCD 
y un teclado numérico.  El esquema del controlador de 
temperatura diseñado específicamente para este trabajo 
se presenta en la Figura 3. 

 
3 Resultados 
 

Del cuidadoso análisis topográfico realizado con las 
100 mitades de las semillas sometidas a la solución de 
Tetrazolium, éstas se clasificaron en diferentes niveles de 
viabilidad en un orden creciente entre los valores 0 y 9;  
la mayor cantidad de semillas del lote estudiado queda-
ron clasificadas entre los niveles 4 y 8 (13 semillas en el 
nivel 4, 18 en 5, 12 en 6, 13 en 7, 16 en 8). 

Las otras 100 mitades fueron analizadas por la técnica 
de biospeckle y, mediante el código Matlab elaborado 
para el procesamiento de los patrones temporales, se 
efectuó el cálculo de los momentos de inercia de la ma-
triz de co-ocurrencia correspondiente a cada semilla. 
Posteriormente se efectuó la clasificación de la respecti-
va viabilidad (entre 0 y 9) en orden creciente del valor 
del momento de inercia normalizado.  Para cada grupo 
de 20 semillas se realizó la comparación entre la clasifi-
cación hecha por ambos métodos utilizados, apreciándo-
se una buena correspondencia.  Un ejemplo de ello se 
aprecia en la Figura 4. 

A partir de los resultados obtenidos con todas las se-
millas de lupino estudiadas, se efectuó una correlación 
entre los valores calculados del momento de inercia de la 
matriz de co-ocurrencia de cada semilla con la clasifica-

ción efectuada de cada una por el test del Tetrazolium, lo 
que permitió validar la técnica del biospeckle como mé-
todo alternativo y no destructivo para el estudio de la 
viabilidad de estas semillas.  Esta correspondencia se 
presenta en la Figura 5. 

 
 
Figura 5. Correlación entre los valores calculados del momen-
to de inercia (MI) de la matriz de co-ocurrencia de los THSP 
con la prueba del Tetrazolium (TZ) para la determinación de la 
viabilidad de las semillas de Lupinus albus estudiadas. 

 

 
 

Figura 6.  Dependencia del valor del momento de inercia (MI) 
de la matriz de co-ocurrencia de los THSP con la temperatura 
T para una semilla de Lupinus albus representativa del lote 
analizado.  
 

 
 

Figura 7.  Momento de inercia promedio <MI> de la matriz de 
co-ocurrencia de los THSP en función de la temperatura para 
un conjunto de semillas de Lupinus albus del lote analizado.  

 
Una vez validada la técnica se procedió a obtener los 

THSP de las semillas para diferentes temperaturas con-
troladas en el rango entre 5 °C y 25 °C, siempre por en-
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cima de la temperatura mínima y por debajo de la tempe-
ratura máxima permisibles para no afectar la viabilidad 
de la semilla.  Primeramente se procedió a humedecer las 
semillas, del mismo modo que se hizo en la etapa ante-
rior pero en este caso se mantuvieron enteras, sin cortar. 

Se registraron entre 5 y 10 THSP de cada muestra a 
cada temperatura y se calcularon los momentos de iner-
cia de la matriz de co-ocurrencia correspondiente, para  
luego hallar el valor medio  y establecer su dependencia 
con la temperatura.   

En la mayoría de las semillas se apreció poca varia-
ción en los 5 últimos ciclos de las 10 repeticiones, por lo 
que, salvo casos muy aislados, se decidió detener la toma 
de los patrones al concluir en 5to ciclo; también en todas 
las semillas estudiadas se obtuvo una disminución de los 
MI promedios al disminuir la temperatura. 

En la Figura 6 se presentan las variaciones del mo-
mento de inercia MI con la temperatura en los primeros 
5 ciclos para una muestra representativa del lote de 100 
semillas de Lupinus albus estudiadas.  También, se deci-
dió considerar válidas las mediciones a temperaturas 
igual o mayor que 10 °C debido a dos factores: la con-
densación de agua en la semilla y la dificultad de mante-
ner estable la temperatura durante todo el período de 
tiempo que se hacían los registros. 

La dependencia con la temperatura del valor medio 
del momento de inercia <MI> de la matriz de co-
ocurrencia de los THSP  para un subconjunto de semillas 
del lote analizado se representa en la Figura 7 para algu-
nos valores de temperatura dentro del rango de variación 
en el que se llevaron a cabo las mediciones; se puede 
apreciar la disminución de <MI> con la temperatura y a 
su vez, la significativa disminución de la actividad de las 
muestras. 
 

4 Conclusiones 
 

   Se desarrolló un software amigable para la obtención 
de los THSP en base a un código MatLab que permite 
modificar parámetros: resolución, velocidad de mues-
treo, tiempo de adquisición, etc. según la actividad de la 
muestra. 
   Se obtuvo una buena correlación entre el índice de via-
bilidad de las semillas utilizando la tinción con Tetrazo-
lium y los respectivos valores del momento de inercia de 
la matriz de co-ocurrencia de los THSP, permitiendo va-
lidar esta técnica para caracterizar la actividad de las se-
millas de Lupinus albus estudiadas.   
   Se implementó un sistema para el establecimiento y 
control de la temperatura de las muestras en el rango 
comprendido entre 5 y 25 ºC, aunque se comprobó expe-
rimentalmente que los valores registrados por debajo de 
10 °C no son confiables por no permitir garantizar la 
humedad constante de la muestra y por no apreciarse re-
petibilidad en los valores de MI en los diferentes ciclos 
de registros de los THSP.   
    La actividad de las semillas disminuye con la dismi-
nución de la temperatura pero aún es necesario evaluar el 

error introducido por el efecto de la humedad en la con-
densación de agua al disminuir la temperatura entre 5 °C 
y 10 °C así como mejorar la disipación del soporte don-
de se coloca la semilla y se anida la celda Peltier para lo-
grar la estabilidad de la temperatura en ese bajo rango. 
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