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1. Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar la viabilidad y la existencia de una relacion
entre la imbibicion y la germinacion de semillas de frijol pertenecientes al banco de
germoplasma del CIAT, almacenadas en una camara fria (-20 °C) por un periodo de 30
afios en el CATIE. Por ello se evaluaron 300 accesiones de frijol (Phaseolus vulgaris L).
En las semillas de estas accesiones se realizaron pruebas de actividad de agua (Aw),
humedad (%), clorofila (pA) y 4rea (cm?), germinaciéon (% de plantulas normales),

anormales (% de plantulas anormales), muertas (%) e imbibicion (Ao/A1).

Mediante pruebas preliminares con genotipos de color rojo (Cabécar) y negro
(Brunca) se homogenizaron las condiciones de germinacion. Una vez establecidas éstas,
se realizaron las pruebas de germinacion con todas las accesiones del CIAT, donde se
observo una pérdida en el vigor de éstas, sin embargo, la conservacion de la semilla fue
adecuada, ya que actualmente un 73% de las accesiones presenta una germinacién mayor

al 85%.

Entre la prueba de imbibicion y la prueba de germinacion no se observo correlacion
alguna (0,01). Se observaron correlaciones importantes entre la imbibicion y el area de la
semilla (-0,36); primer conteo de germinacion y area (-0.46); y entre actividad de agua y
contenido de humedad (0,89); los colores G-R (0,96) y G-B (0,82). Entre la actividad de
agua y el contenido de humedad se encontr6 una relacion creciente. Por lo cual la prueba
del contenido de humedad se podria sustituir por el método de actividad de agua (Aw), al
presentar ventajas cuando se implementa. Se realizaron pruebas de microscopia
electronica de barrido en semillas de alta (mayor a 1,7) y baja (menor a 1,5) imbibicion.
En ambas semillas (baja y alta) se observo la presencia, asi como ausencia de microfisuras.
Las semillas de alta imbibicion presentaron microfisuras de mayor longitud que las
accesiones de baja imbibicion, 496 pm (£122,01) y 239 um (£65,92) respectivamente.
Durante estas pruebas también se observo la presencia de hifas. Los géneros de hongos
identificados fueron: Rhizopus arrhizus, Aspergillus flavus, Syncephalastrum racemosum
y Aspergillus clavatus. Al realizar el analisis individual de la semilla se encontraron
resultados similares al andlisis muestral, sin embargo, cabe recalcar que el tamafo de la

muestra utilizada fue del 5% respecto a la indicada por ISTA (2016).



2. Introduccién

Los bancos de germoplasma se encargan de almacenar recursos fitogenéticos.
Estos son utilizados para mantener la diversidad genética y un acervo de genes para
realizar el mejoramiento de los cultivos (Sanchez y Jiménez, 2010). Las semillas que
resguardan los bancos de germoplasma son una valiosa herramienta para brindar opciones
de mejora en la agricultura, mas si se considera que el planeta esta afronta diversas
vicisitudes como el cambio climatico, pandemias, guerras, hambruna y pobreza, entre
otras; por lo tanto, la conservacion de recursos genéticos es fundamental para ofrecer

oportunidades de mejora en el futuro (FAO, 2014).

Los bancos de germoplasma deben almacenar las semillas bajo las condiciones
favorables para cada especie y también son responsables de realizar la renovacion de los
materiales, ya que la viabilidad de la semilla disminuye conforme esta envejece (Rao et
al., 2007). Existen diversos métodos para evaluar la viabilidad de las semillas; por
ejemplo, la evaluacion del porcentaje de semillas germinadas mediante pruebas de
germinacion, las cuales se basan en conteos de plantulas normales después de varios dias
de imbibicion. Sin embargo, estas pueden tardar hasta dos semanas y la cantidad de
informacion que brindan es limitada (Rodriguez et al., 2008). Con esto se hace necesario

buscar nuevos métodos que sean mas eficientes en tiempo e informacion.

En la actualidad, existen métodos modernos para evaluar la viabilidad de las
semillas, por ejemplo, el uso de imégenes digitales. En un estudio en que se compararon
pruebas de germinacion e imbibicion con el uso de iméagenes digitales en semillas de maiz,
se obtuvo una correlacion significativamente positiva (r de Pearson = 0,70) entre ambas
metodologias (Miller et al., 2018), lo cual indic6 que la prueba de imbibicion puede ser
un método eficaz para los investigadores; sin embargo, debe ser estudiado en otras
especies para confirmar el resultado obtenido en maiz. La prueba de imbibicidn seria una
herramienta valiosa para evaluar la viabilidad de accesiones de semillas en bancos de
germoplasma, por la sencilles y velocidad del proceso, también, cuenta con la ventaja de
permitir el estudio individual de cada semilla (Bradford, 2018), en vez de utilizar muestras

compuestas por varias semillas.



El Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) ubicado en Cali,
Colombia, es una institucién de investigacion agricola, que cuenta con un banco de
germoplasma donde se conservan las colecciones mas grandes y diversas del mundo de
frijol (37.938), yuca (6.155) y forrajes tropicales (22.694) (Cuervo et al., 2020). Por
conflictos politicos que surgieron en Colombia para finales de los afios 80 e inicios de los
90, el CIAT envid 19 091 accesiones de su coleccion mundial de frijol a Costa Rica,
especificamente al Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE)
en Turrialba, con el fin salvaguardar esa diversidad genética. Han pasado mas de 30 afios
y dicha coleccion se logré rejuvenecer y respaldar en otros lugares, por lo que el material
original conservado en CATIE est4 disponible para realizar pruebas con el fin de evaluar

su viabilidad.

El Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad
de Costa Rica, cuenta con experiencia en pruebas de germinacion e imbibicidon con el uso
de imagenes digitales para evaluar la viabilidad de las semillas (Valerio et al., 2020). Esta
metodologia de andlisis es novedosa y permitiria evaluar en corto tiempo la viabilidad de
las semillas del banco de germoplasma de frijol del CIAT-CATIE. Por esto, esta
investigacion tuvo como objetivo principal, determinar la viabilidad y la existencia de una
relacion entre la imbibicion y la germinacion de las semillas de frijol pertenecientes al

banco de germoplasma del CIAT, almacenadas en el CATIE durante 30 afos.



3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Determinar la viabilidad y la existencia de una relacion entre la imbibicion y la
germinacion de semillas de frijol pertenecientes al banco de germoplasma del CIAT,

almacenadas en una camara fria (-20 °C) por un periodo de 30 afios.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la viabilidad de 300 accesiones de frijol pertenecientes al banco de
germoplasma del CIAT, almacenadas en una camara fria por un periodo de 30 afios
para identificar accesiones con alta capacidad de almacenamiento.

2. Relacionar la imbibicion de agua de las semillas de Phaseolus vulgaris L. y su
germinacion para valorar si es posible cuantificar la viabilidad de forma rapida y eficaz.

3. Analizar si el estudio individual de cada semilla de frijol permite disminuir el tamafio

de la muestra que es utilizada en una prueba de germinacion.



4. Revision de literatura

4.1 Viabilidad de la semilla

En las ultimas décadas las colecciones de los bancos de germoplasma han
aumentado considerablemente (Franco, 2008), asimismo incrementa la necesidad de
contar con nuevas tecnologias que ayuden al manejo y conservacion del germoplasma,
que permitan disminuir el costo econdmico de mantenimiento y el tiempo de respuesta de
las pruebas. La viabilidad de la semilla se define como la capacidad que esta posee para
germinar, se ve influenciada por factores como el tipo de semilla, su fisiologia, el tiempo
y las condiciones de almacenamiento (Doria, 2010). EI monitoreo de la viabilidad de las
semillas almacenadas en los bancos permite determinar si una semilla debe preservar o
debe ser descartada (Cardenas et al., 2004). Este proceso se realiza antes del
almacenamiento y después se contintia la evaluacion cada cierto tiempo (5-20 afos), ya
que proporciona informacion para realizar el descarte de semillas inviables y hacer un uso
mas eficiente de los recursos econémico y humano (Engels y Visser, 2007); ademas,
ayuda en la identificacion de las necesidades de propagar nuevamente un material

determinado.

La viabilidad de las semillas no se pierde de manera repentina, esta disminuye
progresivamente con el paso de los afios, pues éstas pueden presentar cambios fisiologicos
o envejecimiento asociado a su clase (Rao et al., 2007). El almacenamiento de las semillas
no siempre se realiza en un ambiente controlado, por lo tanto, en aquellos casos en que no
se tiene control de la temperatura y humedad, la viabilidad de la semilla estara influenciada
por las condiciones climatologicas de la region. En Brasil los bancos de germoplasma
manejan una temperatura que oscila alrededor de -20°C, con humedad entre 5 % y 7 %,
donde los recursos se almacenan en envases impermeables herméticamente cerrados
(Sanchez et al., 2011.) El almacenamiento de las semillas en un ambiente frio con bajo
contenido de humedad es un procedimiento muy utilizado, y puede aumentar la

longevidad de muchas especies de semillas (Hartmann y Kester, 1992).



4.2 Pruebas para comprobar la viabilidad de la semilla

Dos pruebas utilizadas para comprobar la viabilidad de las semillas son el analisis
estandar de germinacion y la prueba topografica de tetrazolio (Rodriguez et al., 2008). La
primera consiste en colocar las semillas sobre alglin sustrato en las condiciones 6ptimas
de incubacion para cada especie y posteriormente, en un tiempo estandarizado las semillas
se revisan para realizar un conteo de la germinacion. Sin embargo, el principal problema
de esta prueba es el tiempo; este tipo de ensayos suelen durar varios dias, ya que se debe

esperar a que la semilla germine.

La segunda prueba de tetrazolio, consiste en la tincién de las células vivas del
embrion y los tejidos de la semilla, las células vivas poseen enzimas llamadas
deshidrogenasas que reaccionan con la sal de tetrazolio, que al reducirla forman un nuevo
compuesto de coloracidon roja denominado trifenil formazan (Ruiz, 2009). Esta prueba
presenta la ventaja que requiere poco tiempo de ensayo, pues los resultados se pueden
obtener en menos de 24 horas, ademas, se encuentra aprobada en muchas especies; sin
embargo, el ensayo requiere que sea realizado por una persona calificada, existe
subjetividad en la interpretacion de los resultados y el procedimiento no estd recomendado

en semillas de tamafio pequefio como algunas especies horticolas (Rodriguez et al., 2008).

Otro método que se utiliza para determinar la viabilidad de la semilla (desde un
punto de integridad fisica) es la radiografia con rayos X, la cual es rapida y no destructiva,
no obstante, presenta el inconveniente de requerir un equipo costoso (Garcia y Villamil,

2001).

4.3 Imbibicidon

Para que se lleve a cabo la germinacion de la semilla, es necesario que se cumplan
varios procesos, uno de estos es la absorcion de agua por parte de la semilla o imbibicion,

el cual sucede por las diferencias del potencial hidrico entre la semilla y la solucion de
6



imbibicion (Sudrez y Melgarejo, 2010). Diversos factores pueden influenciar esta fase,
Vertucci y Leopold (1983) mencionaron algunos como las bajas temperaturas y la baja
humedad inicial, ya que ambas condiciones disminuyen la imbibicion, al retrasar la tasa

de absorcion del agua.

Cuando una semilla viable cuenta con todas las condiciones idoneas para la
germinacion, pero no lleva a cabo el proceso, se hace referencia a que se encuentra en
estado de dormancia. Existen diversos tipos de dormancia, uno de estos es la
impermeabilidad de la cubierta seminal (Varela y Arana, 2011). La testa tiene como
funcién proteger al embrion; sin embargo, puede retrasar el proceso germinativo, al
disminuir la capacidad de absorcion y retencion de agua, lo que entorpece el transporte a
otros tejidos; como lo demostraron Moreno et al., (2006), en un ensayo con semillas de

caucho (Hevea brasiliensis Muell.),

Soltani et al., (2021), mediante el uso de microscopia electronica de barrido,
determinaron que las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de rapida absorcion poseen
varias microgrietas a lo largo de la superficie del rafe, las cuales también estaban presentes

en la superficie del rafe de genotipos de frijol que no presentaron dormancia.

Pérez y Acosta (2002), obtuvieron resultados en semillas de frijol muy similares a
los de Moreno et al. (2006) en su estudio “Efecto de la testa sobre la germinacion de
semillas de caucho (H. brasiliensis)”, donde explican como la testa es una estructura que
dificulta el paso del agua y retrasa el proceso de imbibicion, y evidenciaron que la
escarificacion de la semilla acelera la absorcion del agua en las primeras etapas. También,
demostraron la importancia del micrdpilo e hilo en el proceso de absorcioén de agua, ya
que, al sellarlo se redujo drasticamente la absorcion, por lo que sefialan a esta estructura
como la principal responsable del proceso de absorcion de agua en las primeras fases de
la imbibicidén. Sin embargo, recalcan que estas dos estructuras participan de forma
diferente en la imbibicion dependiendo del genotipo de la semilla ya que, la testa presentd

distintos grados de permeabilidad en los genotipos estudiados.



4.4 Uso de imagenes

Actualmente, existen métodos modernos, basados en el analisis de imagenes, para
caracterizar a las semillas y su viabilidad. Joosen et al. (2010) y Wagner et al. (2011)
realizaron trabajos en los cuales mediante el analisis de imégenes monitorearon el proceso
de germinacion de forma automatizada de las semillas de Arabidopsis thaliana,
Brassica spp, Brassica napus, Medicago truncatula, Lycopersicum esculentum, Brassica
rapa, Medicago sativa, Helianthus annuus, Allium cepa; y Zea mays. Miller et al. (2018)
efectuaron pruebas de imbibicidon y germinacion en semillas de maiz, en donde por medio
de andlisis de iméagenes estudiaron la relacion que existe entre ambos procesos. Al concluir
la investigacion encontraron una correlacion positiva entre la germinacion y la imbibicion.
Se toma en cuenta que las pruebas tradicionales para evaluar el potencial de germinacion
de una semilla tardan varias semanas, la prueba de imbibicion seria mas rapida ya que, se
pueden obtener resultados en cuestion de horas. También indican que los fitomejoradores
podrian usar esta técnica para seleccionar las caracteristicas de germinaciéon de una

semilla, asi como evaluar la calidad de estas.

En un estudio se determind la velocidad a la cual el frijol Matambu (P. vulgaris)
se expande durante el proceso de imbibicion por medio de imagenes digitales. Para llevar
a cabo la investigacion se utilizé un sistema de procesamiento de imagenes automatizado,
con el cual se determin6 la dimension de los frijoles. Al finalizar la investigacion, se
recomend6 este tipo de analisis como una herramienta de utilidad al eliminar el sesgo
producido por el operador, ser de bajo costo y reducir el tiempo de operacion (Valerio et

al., 2020).

En el trabajo realizado por Gomez (2018), se presentd el diseiio de un prototipo
para la obtencion de imdgenes digitales, el cual de forma automatica puede registrar el
proceso de germinacion en semillas de frijol. El prototipo estaba compuesto por una
camara digital y un sistema de movimiento para la toma de las imagenes de manera

independiente, las cuales se procesaron en un software de acceso libre. Se utilizaron tres
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genotipos de frijol (Nambi, Cabécar y Brunca), sobre los que se midid la expansion del
area de las semillas durante la imbibicion y se realizaron pruebas de germinacion
convencionales. Al finalizar la investigacion se observdo coémo los genotipos que
absorbieron mayor cantidad de agua tuvieron mayores porcentajes de germinacion, lo que
sugiere que podria existir una relacion entre ambos procesos. Sin embargo, el autor
recomend6 para futuros ensayos, aumentar el nimero de genotipos para verificar el

resultado.

5. Metodologia

5.1 Localizacion y material vegetal

La investigacion se llevo a cabo en el CIGRAS de la Universidad de Costa Rica,
ubicado en la Ciudad de la Investigacion de la sede Rodrigo Facio, San Pedro de Montes
de Oca, San José, Costa Rica, durante el afio 2021. Se evaluaron 300 accesiones de ftijol
(Phaseolus vulgaris L) pertenecientes al banco de germoplasma del CIAT y almacenadas
en el CATIE (Figura 1). Todas las accesiones estan identificadas como G#, donde numeral

hace referencia al nimero de accesion (ejemplo G675).
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Figura 1. Mapa del sitio de recoleccion de las accesiones de frijol (Phaseolus vulgaris)

del CIAT.



5.2 Evaluacion de la viabilidad en un set de accesiones del banco de germoplasma del

CIAT

Se trabajo con 300 accesiones de P. vulgaris. Las accesiones se recibieron del
CATIE y se almacenaron en el CIGRAS de la Universidad de Costa Rica a una
temperatura de 8 °C hasta el inicio de las pruebas. El material evaluado estuvo almacenado

en el banco de semillas del CATIE por 30 afos.

5.3 Caracterizacion de las accesiones

Para la caracterizacion de las accesiones se realizé un registro con la siguiente
informacion: tipo de empaque, integridad del empaque, estado integro de la muestra,

nimero de semillas y pais de origen.

5.4 Prueba de imbibicidon

La prueba de imbibicidn se llevd a cabo en un papel de germinacion azul (15,4 x
23 cm) y, se colocaron 10 semillas por accesion, previamente escarificadas. El papel junto
con las semillas se coloc sobre un molde acrilico que contenia 900 ml de agua destilada,
con el fin de mantener la humedad relativa (Anexo 1). Se tomaron fotografias cada 15
minutos por 17 horas; la camara fotografica se controldo por medio del RaspberryPi
(Raspberry Pi HD 5 megapixeles). Se tuvo un control de la temperatura y la humedad
relativa con un registrador de datos (Hobo MX2301). Se evalu6 el incremento en el area
(cm?) de cada semilla con respecto al 4rea inicial, por medio de imdgenes digitales. El

experimento se realiz6 por duplicado de forma simultanea.
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5.5 Prueba de germinacién

Para la prueba de germinacion, se sembraron en turba (“peat moss™) 10 semillas
por accesion, provenientes de la prueba de imbibicion, a una profundidad de 2,5 cm en
bandejas de plastico de 50 celdas individuales (5,0 x 28,0 x 54,0 cm). Se dio trazabilidad
a cada semilla en la bandeja (cada semilla tuvo la misma posicion durante las pruebas de
imbibicioén y germinacion) para mantener el dato individual de la imbibicidén y compararlo
con el de la germinacion. Se utilizaron unicamente 10 semillas, ya que se cont6é con poca
disponibilidad de estas. Las bandejas fueron llevadas a un estante (Anexo 2) dentro de un
invernadero a una temperatura promedio de 24 - 25 °C. Este estante se construyo con las
mismas medidas de los que se utilizan en el CIAT (90 x 55 x 195 cm). La evaluacion de
la germinacién fue realizada con los lineamientos establecidos por la Asociacion
Internacional de Analisis de Semillas (ISTA, por sus singlas en inglés) (ISTA, 2021)
(Anexo 3).

A los siete dias se realizd el primer conteo de germinacion, evaluando plantulas
normales y a los 14 dias se realizo el conteo final de germinacion, en donde se evalud las
plantulas normales y anormales (Anexo 4), semillas no germinadas y muertas (Anexo 5).
Adicionalmente, para determinar la viabilidad de las semillas no germinadas, se realiz6 la
prueba de tetrazolio (TZ) al 1 % (Anexo 6), la cual requiri6 un periodo de incubacion de
dos horas a 30 °C en oscuridad (Peters, 2005). Posterior a este proceso, la semilla fue
lavada con agua destilada y se evalud individualmente cada una. La temperatura y la
humedad relativa fueron monitoreadas por medio de un registrador de datos (Hobo

MX2301). El experimento se realiz6 por duplicado de forma simultanea.

5.6 Porcentaje de humedad

El contenido de humedad se evalu6 con el método gravimétrico. Para determinar
el porcentaje de humedad se molieron 10 semillas por accesion, lo obtenido de este

proceso se distribuy6 en tres frascos metalicos (tres repeticiones). Seguidamente, en una
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balanza analitica, se realizé el peso fresco, luego las muestras fueron secadas a 130 °C por
2 horas. Al concluir, las muestras se colocaron en un desecador por 30 minutos, para

posteriormente medir su peso seco.

5.7 Determinacion de actividad de agua (AW)

Para medir la actividad de agua, 10 semillas se colocaron en el equipo Rotronic
HP23-AW-A a 25 °C. La medicion se hizo por duplicado de forma simultanea y con la

misma cantidad de semillas.

5.8 Color y dimensiones de las semillas

El color y las dimensiones de las semillas se observaron por medio de imdgenes
digitales, para lo cual se utilizaron 10 semillas por accesion. Para determinar el color se
utiliz6 el plugin “Color inspector 3D” del software imagelJ Fiji (Schindelin et al., 2012),
el color se verifico con un tablero de colores conocidos. Para determinar las dimensiones
se tomaron imagenes con una camara Nikon y se procedid a segmentar y hacer un analisis

de particulas con el software imageJ Fiji (Schindelin et al., 2012).

5.9 Anadlisis de microscopia electronica de barrido

Los analisis se realizaron en el Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LANOTEC)
en San José, Costa Rica. Se trabajo con 14 accesiones (siete de alta imbibicion y siete de
baja imbibicién) que se cubrieron con una capa de 200 nm de oro sin fijar ni procesar y
luego se colocaron en el microscopio electronico JEOL modelo JSM 6390LV (Tokio,

Japon).
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5.10 Aislamiento de hongos a partir de semilla de frijol

Se colocaron cuatro semillas de frijol en un beaker y se les realizaron tres lavados con
agua destilada autoclavada hasta cubrir la muestra. Seguidamente se colocaron las
semillas en una placa con medio agar-malta. Las placas se incubaron a 30 °C por 7 dias.
Posteriormente se colocd una pequefia seccion del micelio en medio CYA25 en el centro
de la placa. Estas placas se llevaron a una incubadora a 30°C por 7 dias. Se tomaron discos
del micelio y se colocaron en un tubo eppendorf con agua destilada. Se colocaron 10 ul
de la solucién en una camara de conteo Neubauer para contar y calcular la concentracion
de esporas, la muestra se diluy6 de manera que al final se obtuvo una concentracion de 30
esporas en 50 pl (30 esporas por placa de Petri). De la dilucion se tomaron 50 pl y se
colocaron en el centro de una placa con medio agar-malta (2 placas por muestra), se incubo
por un 1 dia a 30°C luego se tomaron las microcolonias y se colocaron en medio CYA25
en el centro de la placa por 7 dias. Posteriormente se prepararon 2 tubos eppendorf por
placa con 3 ml de glicerol al 10%, a estos tubos se agregaron 8 discos extraidos con una

pajilla de la zona media de cada colonia y se almacenaron a -80°C.

5.11 Identificacion de especies de hongos

Se congelo el micelio fresco por 1 hora a -20 °C y liofiliz6 por 3 dias. Se tomaron 20
mg de micelio seco en tubos Eppendorf de 2 mL y se molieron. Se agregd 1 mL buffer
CTAB + 2uLL Mercaptoethanol + 1uL Proteasa (Quiagen) y se incubd 10 min a 42°C y
después 10 min a 65°C. Se agrego6 0,8 mL cloroformo/isoamylalcohol (24:1) y se incubo

en frio (-20°C) por 10 minutos, luego se centrifugo 10 min a 8000 rpm.

Se transfirieron 700 mL de la fase de arriba a un nuevo tubo Eppendorf'y se coloco 1
volumen de isopropanol, el tubo Eppendorf se incubé 20 min a temperatura ambiente.
Luego se centrifugd 15 minutos y se descarto el sobrenadante; con 500 pL 70% etanol se
lavo el precipitado. Después de secar el precipitado se agregd 50-100 puL buffer TE-light

y se incubo a 42°C durante 30 min.

13



Para la amplificacion de ADN se hizo un Mastermix, para este se utilizé: 9,5 pL de
H20; 1,50 de 10x Buffer Taq DNA; 1,50 de ANTP (mM); 0,60 uL imprimador forward
(10uM); 0,60 uL imprimador reverse (10uM) y 0,35 de Taqg DNA Polymerasa (5 U/ ul).
Se agreg6 1 uL. ADN por muestra. Se trabajaron 12 muestras y un control negativo (C-).
Luego se realiz6 el PCR con un perfil de inicio de 3 minutos a 95°C. Desnaturalizacion a
95°C durante 30 segundos, alineamiento a 60°C durante 30 segundos, extension a 72°C

con 30 ciclos. Una extension final de 72°C durante 5 minuto.

Luego se cargd en el gel de agarosa (2%) 4 pLL de muestra + 2L de la mezcla GelRed
y loading dye (98,5 uL de LD y 1,5 pL de Gelred), se corrié a 100V por 1 hora. Por tltimo,
se realizd la identificacion mediante secuenciacion utilizando el método Sanger. Este

proceso se llevd a cabo en la empresa Macrogen, Inc. ubicada en Corea del Sur.

5.12 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron registrados en hojas de calculo. Se utilizé un disefo
irrestricto al azar. Los analisis de datos se realizaron por medio del lenguaje de
programacion R (interpreta el punto como coma decimal). Para las variables de actividad
de agua (Aw), humedad (%), clorofila (pA) y area (cm?), germinacion, anormales, muertas
e imbibicion, se calculd el promedio y el error estdndar. Se graficd con el paquete de R

ggplot2 (H. Wickham, 2016).

Se utilizaron datos relativos al area inicial segin lo indicado por Gémez (2018),
para obtener una razon de crecimiento de las semillas producto del proceso de imbibicion.
Se obtuvo la velocidad de la imbibicion por medio del parametro k. También se obtuvo la
imbibicion maxima y el tiempo para llegar al punto de inflexion maxima. Con los datos
obtenidos se us6 un modelo matematico sigmoide para describir la cinética de imbibicion

de las semillas mediante el paquete de R “easynls” (E. Arnhold, 2017).
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Se estimaron coeficientes de correlacion de Spearman en las variables de actividad
de agua (Aw), contenido de humedad (CH), colores R-G-B, conteo a los 7 dias después
de la siembra (primer conteo), segundo conteo, semillas muertas, plantulas anormales,
area de la semilla e imbibicion (Figura 14). Se realizé un modelo lineal entre la actividad
de agua (Aw) y el contenido de humedad (%). Para analizar el uso de semilla individual
contra los datos de una muestra poblacional, se compararon los valores de las

correlaciones (método Spearman) obtenidas.

6. Resultados

6.1 Propiedades de las distintas accesiones

Se observo una amplia variabilidad entre las accesiones analizadas para actividad
de agua (Aw), humedad (%), clorofila (pA) y area (cm?). Los valores de actividad de agua
(Aw) variaron entre 0,34 (G726) y 0,63 (G15806) (Figura 2A). Los resultados de humedad
presentaron un rango entre 6,67% (G603) y 16,68% (G14815) (Figura 2B). Con respecto
a los valores de clorofila, estos estuvieron entre 419,5 pA (G13935) y 3325 pA (G14515)
(Figura 2C). El 4rea de las accesiones vari6 entre 0,43 cm? (G4459) y 1,42 cm? (G11806)
(Figura 2D).
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Figura 2. A. Actividad de agua (Aw), B. Humedad (%), C. Clorofila (pA) y D. Area (cm?)
evaluados en 300 accesiones de frijol (Phaseolus vulgaris) provenientes del banco de
germoplasma del CIAT que estuvo almacenado por 30 afios en el CATIE. Se muestra el
promedio (ordenado de menor a mayor fenotipo) y las barras de error (color rojo)

representan el error estandar (SE).

Se observé una amplia gama de colores en las accesiones evaluadas. Las
accesiones presentaron semillas de color negro (R=0, G= 0, B= 0) hasta color blanco (R=
255, G=255, B=255) (Figura 3). Ademas, se logrd presenciar una gran mezcla de colores

en algunas semillas (Figura 4).
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Figura 3. Representacion 3D de los colores rojo (R), verde (G por el inglés “Green”), azul
(B, por el inglés “Blue”) determinados en 300 accesiones de frijol (Phaseolus vulgaris)

provenientes del banco de germoplasma del CIAT que estuvo almacenado por 30 afios en

el CATIE.
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Figura 4. Set demostrativo (40 accesiones) de la diversidad de semillas de frijol

(Phaseolus vulgaris) provenientes del banco de germoplasma del CIAT y almacenadas por
30 afios en el CATIE, junto con las variedades Cabécar (Rojo) y Brunca (Negro) de Costa
Rica. Las semillas proceden de diversos paises (CR= Costa Rica, MEX= México, GTM=
Guatemala, HND= Honduras, NIC= Nicaragua, ECU= Ecuador, PER= Peru, ARG=
Argentina, BRA= Brasil, ESP= Espafia, TUR= Turquia, SYR= Siria, IRN= Irdn, UGA=
Uganda, TZA= Tanzania, ZMB= Zambia).
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6.2 Optimizacion de las condiciones para las pruebas de germinacioén

Se realizaron ensayos de germinacion con dos genotipos diferentes Cabécar (Rojo)
y Brunca (Negro) con el fin de optimizar las condiciones para posteriormente sembrar las
300 accesiones pertenecientes al CIAT. En el primer conteo de la primera prueba sin
optimizar, el porcentaje de semillas germinadas de color negro vari6 entre 25% y 95%
segun el lugar donde estaban en el estante, el genotipo de color rojo no presenté ninguna
semilla germinada. Para el segundo conteo, el porcentaje de germinacion en semillas tanto
negras como rojas vario entre 70% y 100%. En la prueba final, luego de optimizar la
cantidad de luz en el estante, el porcentaje de semillas de color negro germinadas varid
entre 90% y 100% y el de semillas rojas entre 0% y 15%. En el segundo conteo, la

germinacion de genotipos rojo y negro vario entre 95% y 100% (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de semillas germinadas de frijol (Phaseolus vulgaris). El primer
conteo fue evaluado a los siete dias después de la siembra. El segundo conteo fue evaluado
14 dias después de la siembra. Las bandejas se colocaron en distintos estratos del estante.

Se muestra el promedio y las barras de error representan el error estandar (SE).
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6.3 Viabilidad de las accesiones del CIAT

Se observd una alta variabilidad en el vigor de las accesiones de frijol, medido a
partir de la cuantificacion de la germinacion a los siete dias después de la siembra. De las
300 accesiones evaluadas, 37 accesiones no germinaron para este primer conteo, mientras

que un 15% present6 una germinacion mayor al 85% (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de semillas germinadas (plantulas normales) en el primer conteo,
evaluado a los siete dias después de la siembra, en 300 accesiones de frijol (Phaseolus
vulgaris) provenientes del banco de germoplasma del CIAT que estuvo almacenado por
30 afios en el CATIE. Se muestra el promedio (ordenado de menor a mayor porcentaje de

germinacion) y las barras de error (color rojo) representan el error estdndar (SE).

Un 99,7% de las accesiones evaluadas germinaron a los 14 dias (Figura 7). La
germinacion se evalué como el porcentaje de plantulas normales (Figura 8). Solamente la

accesion G11819 no germind. En las semillas germinadas los porcentajes de germinacion
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variaron entre 15% y 100%. Un 73% de las accesiones presentd un porcentaje de

germinacion superior al 85%; un 32% de las accesiones germinaron un 100%.

100%

| ‘ | | L T
M |
75% ‘ ‘
L
50%
uH

Germinacion (%)

Accesion

Figura 7. Porcentaje de semillas germinadas (plantulas normales) de frijol (Phaseolus
vulgaris) en el segundo conteo, evaluado a los 14 dias después de la siembra, en 300
accesiones de frijol (Phaseolus vulgaris) provenientes del banco de germoplasma del
CIAT que estuvo almacenado por 30 afios en el CATIE. Se muestra el promedio (ordenado

de menor a mayor porcentaje de semillas germinadas) y las barras de error (color rojo)

representan el error estandar (SE).
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Figura 8. A y B. Plantulas (normal) germinadas a partir de semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris) proveniente del banco de germoplasma del CIAT que estuvo almacenado por 30

anos en el CATIE.

Un 52% de las accesiones present6 plantulas anormales al germinar (Figura 9), sin
embargo, en porcentajes bajos (0% - 40%) (Figura 10). Sélo la accesion G15293 presentd

un porcentaje elevado (80%).

Figura 9. A y B. Plantulas (anormal) germinadas a partir de semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris) provenientes del banco de germoplasma del CIAT que estuvo almacenado por

30 anos en el CATIE.
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Figura 10. Porcentaje de plantulas anormales de frijol (Phaseolus vulgaris) en 300
accesiones de frijol (Phaseolus vulgaris) provenientes del banco de germoplasma del
CIAT que estuvo almacenado por 30 anos en el CATIE, evaluado 14 dias después de la
siembra. Se muestra el promedio (ordenado de menor a mayor porcentaje de plantulas

anormales) y las barras de error (color rojo) representan el error estandar (SE).

Mas de la mitad de las accesiones (52%) no presentaron semillas muertas. Un 48%
mostro valores entre 5% y 100%. Los resultados de este porcentaje (48%) se desglosan de
la siguiente manera: 45% corresponde a valores de 5% a 50%, 2% valores de 55% a 85%

y 1% al 100% (Figura 11). La accesion que presentd todas sus semillas muertas fue la
G11819.
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Figura 11. Porcentaje de semillas muertas de frijol (Phaseolus vulgaris) en 300
accesiones de frijol (Phaseolus vulgaris) provenientes del banco de germoplasma del
CIAT que estuvo almacenado por 30 anos en el CATIE, evaluado 14 dias después de la
siembra. Se muestra el promedio (ordenado de menor a mayor porcentaje de semillas

muertas) y las barras de error (color rojo) representan el error estdndar (SE).

La imbibicién de las semillas de frijol, evaluada a las 17 horas, mostrd valores en
rangos minimos y maximos de 1,11 y 2,23 respecto a la imbibicion. Un 50% de las
accesiones estuvo en el rango de 1,4 a 1,5 (Figura 12). La accesion G12041 presento la

imbibicion mas baja mientras que la accesion G13935 la mas alta.
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Accesion

Figura 12. Imbibicion de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) en 300 accesiones de
frijol (Phaseolus vulgaris) provenientes del banco de germoplasma del CIAT que estuvo
almacenado por 30 afios en el CATIE, evaluado a las 17 horas de imbibicion. Se muestra
el promedio (ordenado de menor a mayor imbibicidn) y las barras de error (color rojo)

representan el error estandar (SE).

Se grafico la curva del promedio de las 300 accesiones a las 17 horas de imbibicion
con valor minimo de 1,11 y valor méximo de 2,23 (Figura 13A). La tasa de imbibicion
fue de 1,50 con el modelo de Gompertz (Figura 13B). La tasa de imbibicion del valor
minimo es de 1,52 con el modelo de Gompertz (Figura 13C). La tasa de imbibicion del

valor maximo es de 2,39 con el modelo de Gompertz (Figura 13D).
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Figura 13. Razoén de crecimiento del area de las semillas a través del tiempo (17 horas)
en 300 accesiones. A. curva de imbibicion promedio de 300 accesiones. B. curva de
imbibicion con el modelo de Gompertz. C. curva de imbibicion de valor minimo con el

modelo de Gompertz. D. curva de imbibicién con el valor maximo con el modelo

Gompertz.

6.4 Correlaciones entre propiedades y viabilidad de las semillas

Se realiz6 un andlisis de correlacion con las distintas variables estudiadas en las
semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) y su proceso de germinacion (Figura 14). Para todas
se utilizo el valor 0,05 de significancia. Se observé una fuerte correlacion positiva (rho =
0,89) entre la actividad de agua (Aw) y el contenido de humedad (CH). También se
observaron correlaciones positivas entre los colores G y R (0,96), G y B (0,82). El conteo
a los siete dias después de la siembra (primer conteo) presentd una correlacion negativa

con el area de la semilla (—0,46). El drea de la semilla mostr6 una correlacion negativa
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con el proceso de imbibicion (-0,36) y el segundo conteo tuvo correlaciones negativas

con las semillas muertas (—0,77) y las plantulas anormales (—0,80).

Segundo
conteo A4

Anormaleq Area
Clorefila
Color
Humedad
Imbibicion
Viabilidad

Primer
conteo

Figura 14. Red de correlaciones (método Spearman) para distintas variables evaluadas en
semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) que representan el fenotipo de 300 accesiones de
frijol provenientes del banco de germoplasma del CIAT que estuvo almacenado por 30
afos en el CATIE. Las lineas de color verde representan una correlacion positiva. Las
lineas de color rojo representan una correlacion negativa. El grosor de la linea representa
el grado de significancia. Se muestran los valores para las correlaciones significativas a

un valor de P < 0,05.

A partir de la ecuacion y = —2,55 + 27,16Aw se obtuvo una relacion lineal
entre la actividad de agua (Aw) y el contenido de humedad (CH). Es decir, conforme
aumenta la actividad de agua del mismo modo aumenta el contenido de humedad en las

semillas (Figura 15).
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y =-2.55+27.16Aw R?=0.7762

Contenido de humedad (%)

04 05 0.6

Actividad de agué (AW)

Figura 15. Relacion creciente entre la actividad de agua (Aw) y el contenido de humedad
(%), determinadas en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris). Evaluado en 300 accesiones
(Acc). La linea azul indica la regresion lineal, mientras que la franja gris es el intervalo

de confianza.

6.5 Microscopia electronica en accesiones con baja y alta imbibicion

Se observaron las estructuras lente, hilo y micropilo presentes en un frijol
(Phaseolus vulgaris) (Figura 16A-C) asi como microfisuras en la lente (Figura 16D). En
las accesiones de baja y alta imbibicion se pudo observar la presencia de microfisuras, asi
como la ausencia de estas (Figura 17). Sin embargo, la longitud de las microfisuras en la
accesion de alta imbibicion (G11787) fue aproximadamente el doble que en la accesion
de baja imbibicion (G12858A) siendo 496 (£122,01) um y 239 (£65,92) um los valores

respectivos.
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Microfisura. |
~

Figura 16. A. Imagen lateral de una semilla de frijol G11811 (Phaseolus vulgaris). B, C,
D. Imégenes de microscopia electronica de barrido de las estructuras de una semilla de
frijol (Phaseolus vulgaris) a diferentes distancias de enfoque. Se sefialan las siguientes

estructuras: L = Lente, H = Hilo, M = Micropilo.
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Figura 17. Imagenes de microscopia electronica de barrido en semillas de frijol
(Phaseolus vulgaris) que presenta imbibicién (baja y alta) sin y con presencia de

microfisuras. Las microfisuras se observan en la estructura de la lente del frijol.

6.6 Presencia de hongos observados en las accesiones

Con el uso del microscopio electronico de barrido también se pudo observar la
presencia de hifas en dos accesiones G12041 y G11819 (Figura 18). Para la identificacion
de los hongos se tomo6 el micelio (Figura 19) obtenido a partir de las semillas de frijol, y
se extrajo ADN. Se realiz6é un PCR con el ADN extraido (Figura 20) para luego realizar
la identificacion mediante secuenciacion. En la accesion G12041 se pudieron identificar
los siguientes hongos: Rhizopus arrhizus, Aspergillus flavus y Syncephalastrum

racemosum. En la accesion G11819 solo se encontro la presencia de Aspergillus clavatus.

30



G12041

Figura 18. Imagenes de microscopia electronica de barrido en dos accesiones (G12041 y
G11819) de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) que presentas hifas. En la imagen se

observa la estructura de la lente del frijol.

G12041 G11819

Figura 19. Caja Petri con micelio presente en dos accesiones (G12041 y G11819) de

semillas de frijol (Phaseolus vulgaris).

31



Figura 20. Bandas de ADN obtenido del micelio de dos accesiones (G12041 y G11819)

de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris). Se muestra un marcador del peso molecular
(PM) y un control negativo (C-). Las bandas 1, 2, 3,4, 5, 6,9, 10 y 11 corresponden a la
accesion G12041. Las bandas 7, 8 y 12 corresponden a la accesion G11819.

6.7 Comparacion del analisis de semillas de manera individual y muestral

Se realizd un analisis de correlacion (muestral e individual) con las distintas
variables estudiadas en las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) y su proceso de

germinacion (Cuadro 1). Para todas se utilizo el valor 0,05 de significancia.

En el analisis individual de las semillas, las composiciones de colores G-R y G-B
tuvieron correlaciones de 0,96 y 0,81 respectivamente. Mientras que en el muestral se
obtuvo un comportamiento similar, solo vari6 las composiciones de los colores G y B

(0,82).

Tanto de manera muestral como individual el area de la semilla se correlacion6 de
manera negativa respecto a la imbibicion y la germinacion a los siete dias (primer conteo),
solo que a diferente escala. De forma individual, el primer conteo present6 una correlacion
negativa con el area de la semilla (—0,28). El area de la semilla respecto al proceso de
imbibicion (—0,30). Luego de manera muestral el area de la semilla tuvo correlaciones

negativas con el primer conteo (—0,46) y el proceso de imbibicion (-0,36).
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A los 14 dias después de la siembra (segundo conteo) tanto en el anélisis individual
como muestral presentd correlaciones negativas respecto a las semillas muertas y las
plantulas anormales, solo que a diferente escala, de forma individual fueron (-0,69) y (-

0,66) respectivamente, y de forma muestral (-0,77) y (-0,66).
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Cuadro 1. Correlaciones (método Spearman) muestrales e individuales para distintas

variables evaluadas en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) y su proceso de germinacion.

Los datos representan el fenotipo de 300 accesiones de frijol (Phaseolus wvulgaris)

provenientes del banco de germoplasma del CIAT que estuvo almacenado por 30 afios en el

CATIE. Los datos en rojo representan las correlaciones significativas (P< 0,05).

Individual

Area Primer Germinacién Plantulas Plantulas R G B Imbibicién
(cm?) conteo | (segundoconteo) | anormales muertas
Area (cm?) -0.46 0.02 -0.09 0.06 009 | 007 | -0.04 -0.36
Primer conteo -0.28 0.34 -0.15 -0.39 019 | 017 | -0.09 0.17
Germinacién -0.01 0.34 -0.80 -0.77 015 | 010 | 0.04 -0.05
(segundo conteo)
Plantulas -0.03 -0.22 -0.66 0.34 008 | 0.08 0.00 0.10
anormales
Plantulas muertas | 0.05 -0.24 -0.68 -0.07 013 | 010 | -0.01 -0.03
R 0.08 -0.11 -0.07 0.04 0.06 0.98 0.71 -0.08
G 0.05 -0.08 -0.06 0.04 0.04 0.986 0.82 -0.08
B -0.06 -0.03 0.02 0.02 -0.04 0.71 0.81 0.00
Imbibicidn -0.30 0.13 0.02 0.02 -0.05 -0.07 | 008 | 0.01
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7. Discusién

7.1 Determinacion de la viabilidad de 300 accesiones de frijol

Las accesiones evaluadas provienen de distintas partes del mundo (Figura 1). Se
pudo observar una gran variabilidad en factores como: actividad de agua (Aw), contenido

de humedad (%), clorofila (pA) y area (cm2) (Figura 2).

La actividad de agua (Aw) y contenido de humedad (%) son pardmetros
importantes de la calidad de la semilla. E1 Aw se encuentra fuertemente relacionada con
la velocidad y la intensidad en el deterioro de las semillas de frijol (Francisco y Usberti,
2008). El valor de Aw de 0,35 es universal para el almacenamiento seguro de semillas
ortodoxas, debido a que los principales factores de degradacion son menos activos. Lo
cual permite evitar el desarrollo de agentes bidticos y mantener las reacciones quimicas
en niveles bajos (Baldet y Colas, 2013). Los valores de Aw obtenidos (Figura 2A) no son
los Optimos para el almacenaje, ya que estuvieron en un valor promedio de 0,50 sin
embargo, son valores adecuados para evitar el desarrollo de bacterias u hongos (Baldet et

al., 2007).

Las semillas presentaron un contenido de humedad de 6,67% a 16,68% (Figura
2B), no obstante, solo dos accesiones presentaron valores mayores al 14,5%. Rani et al.
(2013) reportaron porcentajes de germinacion superiores al 85% en frijoles con
contenidos de humedad de 12% y 14% almacenados a temperaturas de 10 y 20 °C; sin
embargo, observaron una disminucidon en el porcentaje de germinacion cuando las
muestras presentaban contenidos de humedad de 16, 18 y 20% a temperaturas de
almacenaje mayores a 20 °C. Francisco y Usberti (2008) también demostraron la pérdida
de viabilidad en semillas de frijol conforme aumentaba la humedad, siendo este efecto

mas notable en semillas con contenidos mayores al 16,2% .

Las accesiones evaluadas presentaron una amplia gama de colores (Figura 3),
también de manera visual se observo una gran diversidad en factores como color, tamaio,

forma (Figura 4).
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Se realizaron pruebas preliminares con genotipos rojo y negro, los cuales se
encontraban almacenados en el CIGRAS, estos poseian un porcentaje de germinacion del
95%. El objetivo de estos ensayos fue determinar si las pruebas de germinacion eran
homogéneas para la germinacion de las semillas, ya que este proceso, asi como la
velocidad con la que ocurre, se ve influenciado por humedad del sustrato, temperatura y
luz, entre otras (Caroca et al., 2016). En las pruebas preliminares, se observd mucha
variabilidad en los porcentajes de germinacion entre el primer conteo y el segundo conteo
de la primera prueba (Figura 5). Al regular la cantidad de luz se logré6 minimizar las
diferencias observadas en los distintos estratos. Este factor se pudo regular con el uso de
malla de sardn, la cual permite regular varias intensidades luminicas dependiendo del
grado de la malla (Rubio y Navarro, 2018). Para el segundo conteo de la prueba
optimizada los porcentajes de germinacion fueron més estables, con lo cual se pudo
observar que el ambiente y el uso de diferentes estratos del estante no tuvieron influencia
en la germinacion, debido a que las diferencias entre el primer y segundo conteo se pueden
atribuir al vigor que posee cada genotipo y no a las condiciones brindadas (luz, agua,

sustrato).

En las pruebas de germinacion de las accesiones del CIAT se observo una gran
variabilidad en los porcentajes de germinacion del primer y segundo conteo. Para el primer
conteo solo el 15% de las accesiones presentd porcentajes de germinacion mayores al 85%
(Figura 6), para el segundo conteo este dato incrementd a un 73% (Figura 7), lo cual
evidencia una pérdida en vigor de la semilla. El primer conteo de germinacion se puede
considerar una prueba de vigor, ya que, al iniciarse el proceso de deterioro primero se
afecta la velocidad de germinacion de la semilla y no los resultados finales de la
germinacion (Da silva et al., 2014). Por ello, las accesiones que presentan valores mas
altos de germinacion durante la evaluacion del primer conteo se pueden tomar como
accesiones mas vigorosas con respecto a las accesiones que presentan una germinacion

mas retrasada. (Silva y Vieira, 2006).

Si bien, el vigor de las accesiones se vio afectado, la conservacion de la semilla ha

sido adecuada, ya que las accesiones poseen mas de 30 afos de almacenamiento y
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actualmente un 73% de las accesiones presentan una germinacion mayor al 85%. Esto al
tomar en cuenta que en un banco de germoplasma la viabilidad no debe ser menor al 85%
(FAOQ, 2014). Bajo este concepto 78% de las accesiones todavia son viables. Las semillas
deben ser almacenadas en las condiciones idoneas segin cada especie, por lo tanto, los
bancos de germoplasma poseen ambientes controlados con el fin de poder mantener la
viabilidad de las semillas por largos periodos de tiempo. Para poder preservar el material
toman en cuenta aspectos como calidad inicial de la semilla, contenido de humedad y
temperatura de almacenamiento (Rao et al., 2007). En el caso del frijol al ser una semilla
ortodoxa puede ser almacenada a bajas temperaturas y baja humedad por largos periodos
de tiempo (Solis y Velazquez, 2019). El contenido de humedad de esta semilla puede
reducirse en un rango de 4% a 6% y se puede almacenar en cuartos con una temperatura

entre -15 y -20°C y a una humedad relativa de 10-15% (Reveles y Velasquez, 2017).

Las accesiones evaluadas presentaron 52% de plantas anormales (Figura 9) y 48%
de semillas muertas (Figura 11), sin embargo, estos porcentajes estuvieron en rangos bajos
por accesion. Esto indica una buena manipulacion de la semilla. Un mal almacenamiento
de la semilla no solo se ve reflejado en la pérdida de viabilidad y capacidad de
germinacion, también afecta el Optimo desarrollo de la plantula provocando que sea

considera anormal (Vindas, 2018).

7.2 Relacion entre semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L) y su proceso de imbibicion

La prueba de imbibicion y la prueba de germinacion no presentan correlacion
alguna (Figura 14). Este resultado no concuerda con el reportado por Miller et al. (2018)
donde mencionan una fuerte correlacion positiva (r de Pearson = 0,70, p = 1,66 x 107)
entre la imbibicion y la germinacion de semillas de maiz. Sin embargo, Monroy et al.
(2017) recalcan que para llevarse a cabo el proceso de germinacion es necesaria la fase de
imbibicion, no obstante, el proceso de imbibicién no asegura la germinacion de una
semilla, ya que este puede suceder en semillas no viables, es decir las semillas muertas

también absorben agua. Sin embargo, la velocidad de absorcion de estas semillas difiere
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a la presente en semillas viables (Yim y Bradford, 1998). Otro factor que pudo influir en
la absorcidn de agua por parte de la semilla fue el proceso de escarificacion, ya que alterd
la cubierta seminal y permiti6 la entrada de agua (Varela y Arana, 2011). La permeabilidad
de la testa posee una gran influencia sobre la imbibicion de la semilla. Es asi como semillas
de testa permeable pueden absorber agua independientemente si son viables o no

(Maldonado et al., 2018).

7.3 Correlaciones entre propiedades evaluadas

Se observaron correlaciones importantes entre la imbibicion y el area de la semilla;
primer conteo y area; y entre actividad de agua y contenido de humedad; la clorofila y los
colores RGB (Figura 14). El area de las semillas de frijol se correlaciona de manera
negativa con la imbibicion y la germinacion. En la mayoria de los casos el tamafio de la
semilla se relaciona directamente con el grosor de la cubierta seminal y de manera opuesta
con la absorcion de agua. Un incremento en el tamafio de la semilla involucra una pérdida
en la relacion superficie: volumen, dando como resultado una semilla con menor
capacidad en la absorcion de agua y el proceso de germinacion. Entonces semillas mas
pequetias poseen capas mas delgadas lo que implica una superficie relativa més alta, este
atributo otorga una mayor permeabilidad a la semilla y una disminucién en el tiempo

necesario para el proceso de germinacion (Souza y Fagundes, 2014).

Se encontr6 una fuerte correlacion entre la actividad de agua y el contenido de
humedad (0,89). En las semillas el contenido de humedad tiene gran impacto sobre la
conservacion y la longevidad. El valor del contenido de humedad posee dos fundamentos
principales: el primero seria mantener el valor minimo adecuado con el fin de preservar
la vida de la semilla, y el segundo es evitar que sobrepase un valor méximo, para poder
conservar su longevidad (Craviotto et al., 2011). La actividad de agua (Aw) y la
determinacion del contenido de humedad son dos parametros utilizados para evaluar la
calidad de las semillas (Baldet y Colas, 2013). Estos poseen una relacion creciente, al

aumentar la actividad de agua aumenta el porcentaje de humedad en las semillas (Figura
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15). Sin embargo, la prueba del contenido de humedad se podria sustituir por el método
de Actividad de agua (Aw), ya que, esta ultima presenta ventajas, como la facilidad y
rapidez al implementarla; es no destructiva, lo cual es una gran ventaja para situaciones

donde se cuente con poca semilla o semillas de gran valor (Baldet et al., 2009).

El contenido de clorofila en la semilla puede ser utilizada como un indicador en
calidad. En la mayoria de las especies el contenido de clorofila en la semilla se reduce
durante la maduracion (Groot et al, 2006). El estado de madurez es una propiedad
importante en la semilla, ya que, las semillas inmaduras o que se encuentran incompletas
en su maduracion son comunmente de menor calidad que semillas maduras (Jalink et al,
1998). También cabe la posibilidad que a medida que envejece la semilla se dé una pérdida
en la florescencia de la clorofila (de Oliveira et al, 2022). Esto puede sugerir la existencia
de un punto 6ptimo de clorofila en la semilla. La clorofila puede ser utilizada como un
atributo de calidad, sin embargo, en este estudio no fue conclusivo, ya que no se observo

correlacion alguna.

7.4 Microfisuras en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L)

Se realizaron pruebas de microscopia electronica de barrido en semillas de frijol
(Phaseolus vulgaris) de alta (mayor a 1,7) y baja (menor a 1,5) imbibicion, con el fin de
comprender de una mejor manera el proceso de imbibicion en la semilla. Las microfisuras
se observaron en la lente del frijol (Figura 16). Independientemente, si la accesion era de
baja o alta imbibicion se observé la presencia de microfisuras, asi como la ausencia de
estas (Figura 17). No obstante, las accesiones de alta imbibicion presentaron microfisuras
de mayor longitud (496 pm) que las accesiones de baja imbibicion (239 pm),
aproximadamente el doble. Estos resultados concuerdan con los reportados por Soltani et
al. (2021) donde realizaron pruebas en genotipos de rapida y lenta absorcidén; en ambos
genotipos encontraron microfisuras sobre la lente del frijol, donde el area de las

microfisuras (um?2) en genotipos de rapida absorcion era mayor que en genotipos de lenta
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absorcion. Estas microfisuras también se han estudiado en semillas de soya, donde han
sido relacionadas con la permeabilidad del agua (Ma et al., 2004). Las microfisuras han
sido observadas en regiones que se caracterizan por ser los principales sitios de entrada de
agua (Lechowska et al., 2019). Es escasa la informacion publicada sobre la funcion que
ejercen estas microfisuras en la semilla, sin embargo, con los resultados observados se

puede establecer que poseen una relacion con la absorcion de agua en la semilla.

7.5 Hongos observados en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L)

Al realizar las pruebas de microscopia electronica de barrido se encontro la
presencia de hifas en dos accesiones G12041 y G11819 (Figura 18). Los géneros de
hongos identificados fueron: Rhizopus arrhizus, Aspergillus flavus, Syncephalastrum
racemosum y Aspergillus clavatus. Algo importante a destacar, es que estas accesiones
(G12041 y G11819) poseen porcentajes bajos de germinacion del 55% y 0%
respectivamente. Estos valores se pueden atribuir a la presencia de los hongos, ya que, el
desarrollo de hongos en semillas almacenas puede dar como consecuencia una fuerte
reduccion en poder germinativo y un dafio en el embrion (Erazo, 2004). También géneros
de hongos como Aspergillus, Penicillium y Fusarium, son capaces de producir
micotoxinas que afectan directamente la capacidad de la semilla para germinar debido a

un efecto fitotoxico (Ismaiel y Papenbrock, 2015).

7.6 Analisis individual y analisis muestral de la semilla

Si el comportamiento de las semillas se mantiene, se puede reducir la muestra,
dado que los resultados del analisis con el espacio muestral de 10 semillas son similares a
los resultados obtenidos de forma individual (cuadro 1), pero cabe rescatar que depende
de las mediciones que se desean realizar no es viable hacer esta reduccion porque existe
un minimo de semillas para poder llevar a cabo la medicion, por ejemplo, la prueba de
contenido de humedad y andlisis de clorofila. Otro punto importante para considerar es

que el tamafio de muestra que se utilizo no es el oficial en ensayos de germinacién, ya
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que, ISTA (2016) establece que para la prueba de germinacion se necesita una muestra de
400 semillas, sin embargo, como se contd con 50 semillas en total se redujo la muestra a

10 semillas.
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8. Conclusiones

El vigor de las accesiones disminuy0, sin embargo, la conservacion de la semilla fue

adecuada, esto reflejado por el alto porcentaje de accesiones viables.

No se encontro6 correlacion entre la prueba de germinacion y la prueba de imbibicion, lo

que indica que no son dependientes entre si.

El método de Actividad de agua (Aw) mostrd ventajas sobre la prueba del contenido de
humedad. Debido a esto, la prueba del contenido de humedad puede ser sustituida por el

método de Actividad de agua.

El andlisis individual present6 resultados similares al analisis muestral. Esto sugiere, que
la cantidad de semilla utilizada en un estudio se podria reducir en caso de ser necesario,

sin embargo, se debe realizar mas investigacion al respecto.
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10 . Anexos

Anexo 1. Molde acrilico con semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) colocadas en papel de

germinacion azul.
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Anexo 2. Estante de madera cubierto con saran verde (60% de luz), utilizado en pruebas

de germinacion.
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Anexo 3. Resumen de las evaluaciones que se realizan en el ensayo de germinacion de

frijol:

Dias después de iniciado

Conteo Variables evaluadas
el ensayo

-Plantulas normales

1 5-7
-Semilla muerta
-Plantulas normales
-Plantulas anormales

2 9-14

-Semillas muertas

-Semillas no germinadas

Elaborado por el Laboratorio de Analisis de Calidad de Semillas del CIGRAS.

Anexo 4. Cuadro comparativo de plantulas anormales y normales.

Plantulas normales

Plantulas anormales

1) Sistema de raices bien desarrollado con
una raiz primaria larga cubierta de
numerosos pelos radicales y con
presencia de raices secundarias.

2) Hipocotilo y epicdtilo elongados.

3) Dos cotiledones.

4) Hojas primarias (2) bien
desarrolladas.

5) Presencia de una yema apical.

6) Plantulas con defectos ligeros, siempre

que manifiesten un desarrollo vigoroso

1) Plantulas dafiadas. Plantulas con

cualquiera de sus estructuras esenciales

faltantes o severamente dafiadas (mas

del 50%).
a. Raiz primaria ausente,

severamente dafiada y solo una

raiz secundaria poco
desarrollada.

b. Plantulas con constricciones,

con hendiduras, grietas o

lesiones de las estructuras
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y equilibrado de las otras estructuras

esenciales:

a.

Plantulas con la raiz primaria
dafiada, pero con suficientes
raices secundarias bien
desarrolladas.

Plantulas con un retraso ligero en
el crecimiento de la raiz primaria.
Hipocétilo o epicétilo con dafios
leves (que no afecte tejidos
conductores).

Cotiledones con dafio leve, si mas
de la mitad del tejido se encuentra
en estado funcional y no hay
evidencia de dafio ni pudricioén en
el meristemo apical.

Solo un cotiledon normal, si no
existe evidencia de dafio ni
pudricion del meristemo apical.
Cotiledones fusionados, siempre
que mas de la mitad del tejido se
encuentre en estado funcional.
S6lo una hoja primaria, si no
existe evidencia de dafio en
meristemo apical.

Hojas primarias con dafios leves,
si mas de la mitad del tejido se
encuentra en estado funcional.
Hojas primarias bien

desarrolladas pero con un tamafo

esenciales las cuales no son ni
superficiales ni limitadas en
extension.

2) Plantulas deformadas. Plantulas con un
desarrollo débil, cuyas estructuras
esenciales son deformes o fuera de
proporcion.

a. Hojas primarias atrofiadas,
plantulas acuosas y vitreas (i.e.,
translucidas), o en las que el
desarrollo es muy limitado o muy
desequilibrado.

3) Plantulas podridas. Plantulas con
cualquiera de sus estructuras esenciales
severamente enfermas o podridas (mas
del 50%) como resultado de una
infeccion primaria (el foco de infeccion

es la semilla de la cual procede).
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reducido (siempre que el tamafio
sea mayor a un cuarto del tamafio
de una hoja primaria de tamafo
normal).

Tres o mas hojas primarias bien
desarrolladas pero reducidas en
tamafio (siempre que mas de la
mitad del tejido se encuentre en
estado funcional).

Plantulas superficialmente
dafiadas o con areas podridas a
nivel de 6rganos esenciales, pero
en extension limitada y sin que
afecte los tejidos conductores.
Plantulas severamente afectadas
por hongos o bacterias, solamente
si es evidente que la semilla no es
el foco de infeccion y se puede
determinar que todas las
estructuras  esenciales  estan

presentes.

Elaborado por el Laboratorio de Analisis de Calidad de Semillas del CIGRAS.
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Anexo 5. Cuadro comparativo entre semillas muertas y no germinada.

Semilla muerta Semilla no germinada

Semilla que no presenta emergencia ni de Semilla que no presenta emergencia ni de
radicula ni de hipocotilo y que, al ejercer radicula ni de hipocétilo y que, al ejercer
presion con la pinza es posible aplastarla.  presion con la pinza NO es posible

aplastarla.

Elaborado por el Laboratorio de Analisis de Calidad de Semillas del CIGRAS.

Acc 12139 Acc 11022

Anexo 6. Prueba de tetrazolio en semillas muertas de frijol (Phaseolus vulgaris)

pertenecientes a las accesiones provenientes del CIAT.

53



	Sin título

