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Resumen

Las semillas de hortalizas de hoja son mas sensibles al ataque de patdgenos, por lo que es
necesario estudiar el potencial fisiolégico de las mismas. Para ello, se evalué la calidad
fisiolégica de semilla de acelga (Fordhook Giant), ajo porro (Large American Flag y American
Flag) y espinaca (New Zealand y Viroflay). Para ello se determind el porcentaje de
germinacién, porcentaje de emergencia, velocidad de emergencia, indice de velocidad de
emergencia, microbiota y metabolitos secundarios por cromatografia de capa fina. Para las
evaluaciones de germinacién, emergencia e identificacion de patdgenos se realizaron 4
repeticiones usando 100 semillas por repeticion. Los resultados muestran un bajo desempeno
fisiol6gico en semillas de espinaca New Zealand y Ajo porro (Large American Flag y American
Flag), lo que se vio reflejado en las variables debido a la presencia de hongos de los géneros
Rhizopus, Fusarium, Penicillium, y las bacterias, que redujeron el vigor de las plantulas, asi
como un numero importante de plantulas anormales, mientras que las semillas de espinaca
Viroflay y Acelga Fordhook Giant presentaron una mejor germinacion al primer conteo, sin
embargo, los problemas relacionados con el vigor se reflejaron en las variables porcentaje de
emergencia, velocidad de emergencia, indice de velocidad de emergencia, y con alto desarrollo
de plantulas anormales, adicionalmente se detectd la presencia de los flavonoides el cual se
asoci6 a una menor incidencia de Penicillium sp., en la semilla de espinaca viroflay
aumentando la germinacién en el primer conteo y la germinacién total.

Palabras clave
Germinacién, Metabolitos secundarios, plantulas, sanidad vegetal.

Abstract

Leaf vegetables are more sensitive to pathogen attack, so it is necessary to study the
physiological potential of it. For this purpose, the physiological seed quality of chard
(Fordhook Giant), garlic (Large American Flag and American Flag) and spinach (New
Zealand and Viroflay) was evaluated. The germination rate, emergence rate, emergence
velocity, emergence velocity index, microbiota and secondary metabolites were determined by
thin layer chromatography. For the evaluations of germination, emergence and pathogen
1dentification, 4 replicates were performed using 100 seeds per replicate. The results show a
low physiological performance in seeds of New Zealand spinach and garlic pot (Large
American Flag and American Flag), which was reflected in the variables due to the presence
of fungi of the genera Rhizopus, Fusarium, Penicillium, and bacteria, which reduced the vigor
of the seedlings, as well as a significant number of abnormal seedlings, while Viroflay and
Fordhook Giant Chard spinach seeds presented a better germination at the first count,
however, the problems related to vigor were reflected in the variables emergence rate,
emergence velocity, emergence velocity index, and with high development of abnormal
seedlings, additionally the presence of flavonoids was detected which was associated with a
lower incidence of Penicillium sp., in Viroflay spinach seed increasing the germination at the
first count and total germination.

Keywords
Germination, secondary metabolites, seedling, vegetal health.
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1. INTRODUCCION

Las hortalizas de hojas como la acelga, la espinaca y el ajoporro tienen un alto valor
nutricional debido a la alta concentracién de vitaminas y minerales [1]. Por otro lado, al tener
un alto contenido de antioxidantes [2], las hacen de una elevada demanda, ya que muchas de
ellas, desde el punto de vista nutricional, se han asociadas a beneficios para la salud, al
mejoramiento del sistema inmune [3], a la prevencién de enfermedades cardiovasculares [4]
y a la disminucién del riesgo de cancer [5].

La produccion de estas hortalizas demanda elevados requerimientos de agua y nutrientes
[6], asi como condiciones edafoclimaticas particulares, como suelos con alta fertilidad y
temperaturas que no superen los 20 °C [7]. Debido a que su desarrollo se da en condiciones de
bajas temperaturas y humedad relativamente alta, las mismas van estar sometidas a una
serie de patdgenos que pueden afectar su productividad, particularmente si atacan el area
foliar [8].

La incidencia de patégenos no solo esta asociada a las condiciones climaticas y al manejo
fitosanitario preventivo que se pueda aplicar para reducir la infestacién por debajo del umbral
econémico [9], sino a que también se deben reducir los posibles medios de trasmision, como
son los abonos organicos, el agua y las semillas [10].

En el caso de las semillas, los productores deben contar con materiales de alta calidad que
garanticen una adecuada germinacién y emergencia, y que los mismos estén libres de
patoégenos que puedan afectar el desarrollo de las plantulas y posteriormente el crecimiento
vegetativo y reproductivo de las hortalizas, afectando, obviamente, su rendimiento y los
beneficios econémicos de los productores [10], [11].

Dentro de los costos de produccién, las semillas representan uno de los conceptos mas
importantes, y en muchos paises con bajo nivel tecnoldgico para la produccién agricola, este
componente depende de la importaciéon de material vegetal [12] [13]. Dada la inversién y los
riesgos asociados en la adquisiciéon de semillas, es necesario que esos insumos sean de alta
calidad, de tal manera que se garantice que estén por encima de los estandares
internacionales, requiriendo, en el caso de las hortalizas de hoja, que el porcentaje de
germinacién esté arriba del 80 % [14], [15].

Para garantizar una adecuada germinacién y emergencia de las semillas es indispensable
que las condiciones de almacenamiento [16] garanticen adecuadas condiciones de
temperatura y humedad [17] para reducir la aparicién frecuente de patdogenos. Ademas de las
condiciones de almacenamiento, se ha reportado que las semillas poseen componentes como
los metabolitos secundarios que le ofrecen resistencia a las semillas frente a la presencia de
plagas y enfermedades, por lo que se deben seleccionar materiales con alto contenido de
flavonoides y fenoles en las semillas o hacer pretratamientos con sustancias que las provean
de estos componentes [18].

El objetivo de esa investigacién fue evaluar el desempenio fisiologico de acelga (Fordhook
Giant), ajoporros (Large American Flag y American Flag) y espinacas (New Zealand y
Viroflay) mediante pruebas de germinacion y el estado fitosanitario a través de la
identificacion de la microbiota con potencial patégeno. Adicionalmente, se determinaron los
metabolitos secundarios, estableciendo su asociacién con la sanidad de las semillas.

Pagina 3 | 15



S. Alvarez-Orozco et al. TecnoLégicas, Vol. 24, nro. 50, 1730, 2021

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Ubicacion geografica

Los diferentes ensayos se realizaron en diciembre del 2019 en los Laboratorios de
Micologia y Microtecnia, ubicados en las instalaciones de Posgrado de Agronomia de la
Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA), Cabudare, Municipio Palavecino del
estado Lara, Venezuela, a 10°01’30”LN, 69°16’30” LO y altitud de 495 msnm.

2.2 Material experimental

Se utilizaron hibridos de acelga (Fordhook Giant), ajoporros (Large American Flag y
American Flag) y espinacas (New Zealand y Viroflay), los cuales fueron empacados en octubre
de 2016, febrero de 2017, noviembre de 2016 y octubre de 2016, respectivamente.

2.3. Prueba de germinacion preliminar

La seleccién del material experimental usado en el ensayo se realizé en el centro occidente
venezolano después un estudio preliminar de 36 rubros de hortalizas de hojas utilizadas en
semillas con tiempo de almacenamiento variable. El porcentaje de germinacion en algunos
casos fue alto y, en otros, bajo, lo que obligd a evaluaciones posteriores en aquellas semillas
de bajo poder germinativo (Tabla 1).

Tabla 1. Germinacion de rubros de hortalizas comercializados en la region Centroccidental de Venezuela.
Fuente: elaboracién propia.

Grupo Hibridos -% de germinacién
Bréceoli (Cacique, Chief y Corato). 100 %; Lechuga Tasela 100 %; Lechuga
1 Porcentaje de germinaciéon Romana Nader 100 %; Cebolla - Yellow Granex Prr Hy 100 %; Cebolla En
>90 % Rama (Frangant e Ikako) 96 %; Lechuga - Black Seeded Simpson 96 %;
Tomate — Aegean 96 %
Colinabo — Oasis 88 %; Pepino - Poinsett 76 88 %; Remolacha - Early
2 Porcentaje de germinaciéon  Wonder Tall Top 88 %; Coliflor Synergy 84%; Rabano Rubi 84 %; Repollo
entre 70-90 % - Green Ball 84 %; Lechuga - Michihili 84 %: Cebolla - Yellow Granex Prr
Hy 82 %; Zanahoria — Condor 72 %
Lechuga - Great Lakes 659 68 %; Pepino — Marketmore 64 %; Repollo —
Merlot 64%; Tomate - Rio Grande 64 %; Cebolla - Texas 438 60%; Cebolla
- Texas Early Grano 502 Prrl 56 %
Repollo — Scarlet 48 %; Acelga - Fordhook Giant 24 %; Ajoporro - Large
American Flag 20 %; Cebolla - Sangre De Toro 16 %; Ajoporro - American
4 Porcentaje de germinacion Flag 12 %; Espinaca — Viroflay 12 %; Pimentén — California 4 %;
<50 % Pimentodn - Yolo Wonder Mejorado 4 %; Celery - Tall Utah 52-70 0 %;
Pimentén — Robur 0 %; Espinaca - New Zealand 0 %; Cilantro - Dark
Green Italian 0 %

3 Porcentaje de germinacién
entre 50y 70 %

2.4 Condiciones de almacenamiento
La calidad de la semilla pudo ser afectada por las condiciones de almacenamiento, en

particular por la fecha de empacado y de almacenamiento de los materiales utilizados en el
ensayo, las cuales se pueden apreciar en la Tabla 2.
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Tabla 2. Fecha de empacado, tiempo de almacenamiento y condiciones de humedad semillas de acelga, ajo porro
y espinaca comercializados en region Centroccidental de Venezuela. Fuente: elaboracién propia.

Hibrido Fecha de empacado Tiempo de almacenamiento
Espinaca viroflay Octubre 2016 37 meses
Espinaca New Zealand Octubre-2016 37 meses
Ajoporro American Flag Noviembre-2016 38 meses
Febrero-2016 29 meses
Acelga Fordhook Giant Octubre-2016 37 meses

2.5 Prueba de germinacion estandar

La capacidad de germinaciéon se evalué mediante la prueba de (GE) que se realizé de
acuerdo con los procedimientos establecidos por la International Seed Testing Association -
ISTA (2016). Para ello se dispuso de 400 semillas de cada lote en bandejas de plastico
transparentes, y en su interior se puso papel absorbente previamente humedecido y
esterilizado. En cada lote se distribuyeron cuatro bandejas dentro de una camara de
germinacion a una temperatura aproximada de 26 £+ 2 °C, con ciclos alternados de luz (12 h)
y oscuridad (12 h), los conteos se realizaron a los 6 y 12 dias, respectivamente, considerando
como germinadas sélo las plantulas normales, o aquellas que no superaran el 50 % de
manchas necréticas. Las plantulas que no germinaron se consideraron como semillas sin
germinar y las que superaban el 50 % de manchas necréticas o no terminaban el proceso
germinativo, se consideraban plantulas anormales.

2.6 Ensayo topografico al tetrazolio

Para evaluar la viabilidad de las semillas, se realizé el ensayo topografico al tetrazolio, el
cual se llevd a cabo de acuerdo con lo establecido por el ISTA (2016), usando una solucién
acuosa de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio al 1,0 %; 100 por tratamiento se sumergieron en
la solucién. Las semillas que presentaron tincién menor a las 3/4 de las estructuras esenciales
para el desarrollo germinativo, se consideraron semillas no viables, y aquellas que
presentaron tinciones mayores, se consideraron semillas viables.

2.7 Primer conteo de germinacion

En el primer conteo se procedi6 a evaluar las semillas que ya habian germinado. Para ello
se registraron y se sacaron de la bandeja de germinacién las semillas que ya habian cumplido
su fase germinativa, mientras que el resto de las semillas se mantuvieron intactas.

2.8 Porcentaje de emergencia (PE)

Se realiz6 bajo condiciones de temperatura ambiente promedio de 28 + 2 °C, utilizando
arena de rio como sustrato previamente esterilizada en autoclave. Se sembraron 400 semillas
de cada lote, distribuyéndolas en 4 repeticiones de 100 semillas a una profundidad de 0,8 cm,
con una distancia entre semillas de 2,5 cm, aproximadamente. Las semillas se colocaron en
bandejas plasticas germinadoras de 200 alveolos (una semilla por alveolo), dispuestas de
manera aleatoria. La emergencia de plantas normales fue evaluada diariamente
considerando aquellas donde se observd la extensién de las primeras hojas verdaderas,
considerando este dia como el inicio de la emergencia. El conteo finaliza para cada repeticion
cuando durante tres dias consecutivos la emergencia se hace constante.
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2.9 Velocidad de emergencia (VE)

Para el calculo de VE se eligi6 (1) propuesta por [19]:

o _ (NLED)+ (N2E2) + -+ (NnEn)
- EL+EZ2 + -+ En M

Dénde: VE = velocidad de emergencia (dias); E = nimero de plantulas emergidas en cada
repeticién; N = nimero de dias para cada contaje.

Para el calculo del Indice de velocidad de emergencia (IVE) se tomaron los resultados
obtenidos en la evaluacién diaria de porcentaje de emergencia, de acuerdo con (2) propuesta
por [20]:

IVE—El E2 En
"Nzt T

(2)
Dénde: IVE = Indice de velocidad de emergencia; E = nimero de plantulas emergidas en
cada repeticién; N = nimero de dias de cada contaje.

2.10 Contenido de humedad en semilla

El método empleado fue el descrito en las Normas [14]. Para realizar este ensayo se
tomaron 10 g de semillas de cada material y se tomo el peso inicial. Las semillas se secaron
durante 17 h a 105 °C y se enfriaron en un desecador antes de pesar. El contenido de humedad
en porcentaje por peso se calcula con (3) [14]:

Pérdidad de peso M2 — M3

= —X1 3
Peso inicial x M2 - M1 00 ®

M%) =

Dénde: M1 =peso (g) del contenedor y tapa; M2 = peso (g) del contenedor, la tapa y el
contenido antes del secado; M3 = peso (g) del contenedor, la tapa y el contenido después del
secado

2.11 ldentificacion del microbiota asociada a semillas y su relacion con el potencial fisiologico

El ensayo consistié en colocar cuatro repeticiones de 100 semillas de acelga, ajoporro y
espinaca en bandejas plasticas rectangulares, dotadas interiormente de esponjas
humedecidas con agua destilada esterilizada, sobre estas se colocaron gradillas rectangulares
que soportaban tres hojas de papel absorbente - también humedecido - siguiendo las
sugerencias de [21] y modificado en el laboratorio de micologia. Todos los materiales utilizados
en esta prueba fueron previamente esterilizados y las semillas previamente lavadas.

Las bandejas fueron incubadas a temperatura ambiente dentro de una camara de
crecimiento con fotoperiodo de 12 horas durante 9 dias. Transcurrido el periodo de incubacién,
se procedié a la evaluaciéon que consisti6 en observar, a través de lupa estereoscopica, el
desarrollo de hongos y bacterias y, en microscopio optico para determinar los géneros de
hongos que se encontraban asociados a cada semilla. Para la determinacién de géneros de
hongos se cont6 con el apoyo bibliografico y de los expertos.
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2.12 Cuantificacion de metabolitos secundarios en extractos de etanol

Para la preparaciéon de los extractos etanélicos (EE) se tomé 1 g de semillas de las
variedades estudiadas, se colocaron en viales (recipientes) con alcohol etilico al 96 % y se
dejaron macerando por 15 dias a temperatura ambiente. La determinacién de alcaloides,
flavonoides y fenoles en los EE se realizé6 mediante cromatografia de capa fina, utilizando
cromatofolios de papel filtro cortados con dimensiones de 6,5 cm de largo por 2,5 cm de ancho.

Segun [22], los solventes utilizados para cada grupo de metabolito secundario fueron, para
alcaloides N-butanol: acido acético y agua; para flavonoides benceno: acido acético y agua; y
para fenoles acido acético: agua en proporciones 9:2:1, 12:7:2 y 1:9, respectivamente.

2.13 Analisis estadistico

Se empled el programa estadistico InfoStat 2019 para realizar el andlisis de varianza de
los resultados de las variables estudiadas, y en aquellos casos que fue necesario, se hizo la
prueba de medias de rangos multiples de Tukey (P<0,05), y los resultados correspondientes a
la determinacién de la frecuencia de patégenos asociados a la semilla de cebolla fueron
analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal & Wallis, por no cumplir con la
homogeneidad de las varianzas. Del mismo modo, los resultados de frecuencia de patégenos
asociados a la semilla de acelga, ajoporro y espinaca, fueron corregidos por Kruskal & Wallis
por falta de homogeneidad de las varianzas y exceso de variacién para determinados
patogenos. También se realizé un analisis multivariado para comparar la correlacién entre
todas las variables a través de los componentes principales, asi como un andlisis de
correlacién para estudiar la asociaciéon entre el tiempo de empacado y el porcentaje de
germinacion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la evaluacion de 36 hibridos de hortalizas comercializados en la regién
Centooccidental de Venezuela se muestran en la Figura 1. Alli se puede observar que el
57,14 % presentaron una germinacién optima (>90 %); 28,67 %, germinacién moderada (50-
90 %); v 14,29 % fue deficiente (<50 %). Particular interés debe prestarse a los hibridos de
espinacas Viroflay y New Zealand, ajoporros American Flag y Large American Flag y acelga
Fordhook Giant, las cuales presentaron una germinaciéon debido a la perdida de la viabilidad
de las semillas por el tiempo de almacenamiento y proliferacién de patdégenos por posibles
condiciones inadecuadas de almacenamiento [23].

Dado que el tiempo de empacado pudo influir en la calidad de las semillas y su desempefio
fisioldgico, lo cual se reflej6 en una menor viabilidad y porcentaje de germinacion, se realizd
una analisis de regresion entre el tiempo de empacado y el porcentaje de germinacion,
encontrando una relacion negativa entre el tiempo de almacenamiento y la germinacién, lo
que demuestra que a mayor tiempo de empacado las semillas pierden su viabilidad [24] debido
al ataque de patégenos y a las condiciones inadecuadas de almacenamiento (Figura 2).
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Moderads
28,67 %

Figura 1. Porcentaje de germinacién total de 36 hibridos de hortalizas comercializados en la regiéon
Centroccidental de Venezuela. Fuente: elaboracién propia.
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TIEMPO DE EMPACADO

Figura 2. Relacion tiempo de empacado de semillas de 36 rubros horticolas comercializados en la regién
Centroccidental de Venezuela. Fuente: elaboracién propia.

Se evalué la germinacion y el vigor de los cultivos de acelga, ajoporro y espinaca a través
de las variables porcentaje de germinacién (GE), germinacién al primer contero (PC),
porcentaje de emergencia (PE), velocidad de emergencia (VE) e indice de velocidad de
emergencia (IVE), ver Tabla 3.

Tabla 3. Andlisis de las variables de desemperio fisiologico de semillas de acelga, ajoporro y espinaca
Fuente: elaboracién propia.

Hortalizas Vigor

GE (%) PC (%) PE VE IVE
Espinaca viroflay 66,00c 29,50c 19b 6,03a 3,18Db
Espinaca New Zealand 0,00a 0,00a Oa 0,00a 0,00a
Ajoporro American Flag 9,00a 0,00a 2a 5,25a 0,16a
Ajoporro Large American Flag 4,00a 0,00a 2a 5,00a 0,17a
Acelga Fordhook Giant 51,00b 10,5b 75¢ 6,09a 13,65¢
CvV 16,48 31,29 25,54 84,2 26,71

Letras diferentes en la misma fila denotan diferencias estadisticas segin la prueba de Tukey, con un nivel de
significancia del 0,05 %.GE= germinacién estdndar; PC = primer conteo; PE= porcentaje de emergencia;
VG=Velocidad de emergencia; IVG = indice de velocidad de emergencia.
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Los resultados obtenidos muestran que el porcentaje de germinacion fue estadisticamente
mas alto (P<0,05) en la espinaca Viroflay con 66 % de germinacion, seguido de la acelga
Foordhood Giant con 51 %, mientras que los valores mas bajos de germinacién se observaron
en los ajoporros American Flag y American Flag Large y en la espinaca New Zealand con
valores de 9,4 y 0 %, respectivamente. Con relacién a la velocidad de germinacién, los hibridos
que germinaron mas rapido fueron la acelga Foordhood Giant y la espinaca Viroflay en 6,09
y 6,03 dias, seguido de los ajoporros American Flag y American Flag Large, que germinaron
alos 5,25y 5 dias, mientras que la espinaca New Zealand no germind. El hibrido mas eficiente
durante la emergencia fue la acelga Foordhood con un IVE de 13,65, seguido de la espinaca
Virofly, con IVE de 3,18. Por su parte, los valores mas altos de IVE corresponden a ajoporros
American Flag y American Flag Large, con 0,16 y 0,17.

La disminuciéon del porcentaje de germinacién estuvo asociada a la viabilidad de las
semillas. En la Tabla 4 se observa que las semillas de ajoporros de American Flag, American
Flag Large y espinaca New Zealand presentaron el menor porcentaje de germinacién,
obteniendo el menor nimero de semillas viables, mientras que las semillas de espinaca
Viroflay y acelga Foordhood Giant, presentaron el mayor porcentaje de germinacién y, a su
vez, el mayor numero de semillas viables al realizar la prueba de tetrazolio.

Tabla 4. Ensayo topografico al tetrazolio de semillas de acelga, ajoporro y espinaca. Fuente: elaboracién

propia.
. Prueba de viabilidad al tetrazolio
Hibrido
S. Viables (%) S. No Viables (%)
Espinaca Viroflay 59,50 b 40,50 a
Espinaca New Zealand 6,25 a 93,75 ¢
Ajoporro American Flag 12,50 a 77,50 b
Ajoporro Large American Flag 13,25 a 76,75b
Acelga Fordhook Giant 52,75 b 4725 a

El alto porcentaje de semillas no viables en los materiales de ajoporros American Flag,
American Flag Large, y de espinaca New Zealand se podria explicar por un inadecuado
almacenamiento, lo que ocasiona oscilaciones de temperatura y humedad que afectan la
viabilidad. Autores como [25] sefalan que la mayoria de las especies horticolas pierden
rapidamente su viabilidad cuando los procesos de almacenamiento para su conservacién no
son controlados adecuadamente.

El bajo desempefio fisiologico en todos los materiales valuados, particularmente en
espinaca New Zealand, ajoporro American Flag y ajoporro Large American Flag, pueden estar
asociado a un tiempo prolongado de almacenamiento, asi mismo como a las condiciones
mismas del almacenamiento, como temperatura y humedad, lo cual conlleva a la pérdida de
vigor y viabilidad de las semillas y al incremento de Aspergillus [26] y Penicillium en ellas
[27]. En este orden de ideas, [28] reportaron la presencia de 11 tipos de hongos en semillas de
espinacas, lo cual causa una drastica disminucién del porcentaje de germinacion.

Debido a la relacién existente entre la frecuencia de patdgenos y la disminucién del
desempenio fisiologico, se realizé la deteccion y cuantificaciéon de la microbiota asociada a
semillas de acelga, ajoporro y espinaca, cuyos resultados se observan en la Tabla 5.
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Tabla 5 Frecuencia de patégenos asociados a semillas de acelga, ajoporro y espinaca
Fuente: elaboracién propia.

Hortalizas Asz;iﬂluS A. niger Rhizopus Fusarium Mucor Penicillium Bacterias
Espinaca Viroflay 9,63 9,50 9,00a 7,00a 12,50 15,88 13,88bc
Espinaca New Zealand 9,00 9,50 9,00a 8,88a 10,00 7,00 3,2ba
Ajoporro American Flag 11,63 9,50 9,00a 8,88a 10,00 9,00 7,30ab
Ajoporro Large American Flag 13,25 9,50 9,00a 9,25a 10,00 9,00 9,88b
Acelga Fordhook Giant 9,00 14,50 16,50b 18,50b 10,00 11,63 18,38¢
P 0,6937 0,0773  0,0099 0,0109 0,406 0,1153 0,0031

*¥P< 0,05 para que la prueba de Kruskal & Wallis permita comparaciones entre rangos.

La mayor incidencia del hongo Aspergillus se observé en ajoporros American Flag y Large
American Flag; la de los hongos Aspergillus niger y Fusarium spp., se presenté en el material
acelga Foordhook Giant; mientras que la del Mucor sp. estuvo en la espinaca Viroflay;
finalmente, la frecuencia mas alta de bacterias se encontr6 en la acelga Foorhood Giant.

Por su parte, la menor incidencia del patégeno Aspergillus sp. se observd en espinaca
Viroflay, espinaca New Zealand y acelga Fordhood Giant; de igual forma, la incidencia mas
baja de los patégenos Aspergillus niger y Rhizopus se dio en espinaca Viroflay, espinaca New
Zealand, ajoporro American Flag y ajoporro Large American Flag; con respecto al Fusarium
sp., los valores mas bajos se observaron en espinaca Viroflay; en relacién con el Mucor sp., la
menor incidencia correspondi6 a la espinaca New Zealand, ajoporro American Flag, ajoporro
Large American Flag y acelga Fordhook Giant; mientras que los valores mas bajos de
Penicillium sp. se encontraron en espinaca New Zealand, y los de picnidio en espinaca
Viroflay, ajoporro Large American Flag y acelga Fordhook Giant; finalmente, para bacteria,
la menor incidencia se observ) en espinaca New ZealandSi bien el patrén observado de los
patégenos evaluados fue irregular, el comportamiento evidencia que todos los materiales
evaluados tuvieron la presencia de patégenos en una mayor o menor proporcion, lo que indica
que las condiciones y tiempo de almacenamiento, particularmente la humedad y la
temperatura, no fueron las adecuadas, lo que influy6 negativamente en el desempefio
fisiologico [29]. Debido a esto, la presencia de patégenos que afectaron el vigor y la viabilidad
de las semillas, ademas de representar un riesgo en campo donde las condiciones ambientales
externas pueden potenciar el desarrollo de estos patégenos [30], [31], y, si bien los hongos
pueden crecer sobre varios sustratos, su desarrollo esta relacionado con las condiciones de
temperatura, humedad, iluminacién, ventilacién, disponibilidad de nutrientes, pH vy
contaminacién atmosférica. No obstante, lo anterior, las condiciones del almacenamiento son
un factor esencial en el desarrollo fungico.

En este sentido, [32] afirman que la principal via de propagacién es la semilla botanica, y
que la misma es afectada por diversos microorganismos, entre los que sobresalen los hongos.
Estos investigadores encontraron, al evaluar el contenido de humedad, germinaciéon y
viabilidad en semillas de Leucaena leucocephala, que las semillas con menor tiempo de
almacenamiento mostraron los mayores valores de germinacién y viabilidad (71 % y 93,5 %),
mientras que a los 18 meses fueron de 26 % y 67,7 %, respectivamente. En este mismo estudio
se identificaron 16 especies de hongos en la semilla: Aspergillus flavus, Aspergillus wentii,
Aspergillus niger, Aspergillus sp., Alternaria alternata, Chaetomium indicum, Fusarium
semitectum, Fusarium sambucinum, Fusarium oxysporum, Fusarium chlamydosporum,
Fusarium incarnatum, Cladosporium sphaerospermum, Penicillium expansum, Rhizopus
stolonifer, Trichoderma sp. y Pestalotia sp., los cuales afectaron desfavorablemente el
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desemperio fisiolégico de las semillas, particularmente cuando el tiempo de almacenamiento
fue mayor.

Para evitar la proliferacién de patégenos en semillas es necesario que se cumpla
rigurosamente con las medidas de almacenamiento adecuadas [33], particularmente las
referidas a temperatura, humedad y tiempo de almacenamiento.

Asi mismo, existen otros factores intrinsecos que pueden proteger el ataque de hongos y
plagas en las semillas, como son la presencia de metabolitos secundarios en el interior de la
semilla [34]; es por ello por lo que, adicional a las medidas fitosanitarias, es importante
cuantificar la concentracion de los principales metabolitos secundarios y su relacién con la
incidencia de patégenos en los materiales evaluados, la concentraciéon de alcaloides
flavonoides y fenoles para cada lote (Tabla 6).

Tabla 6. Concentracién de metabolitos secundarios presentes en extractos etanolicos de semillas de hortalizas
Fuente: elaboracién propia.

Hortalizas Fenoles mg/ml Flavonoides mg/ml
Espinaca Viroflay 93,32b 368,34d
Espinaca New Zealand 198,6¢ 33, 91a
Ajoporro American Flag 43a 109,21b
Ajoporro Large American Flag 0a 112,16b
Acelga Fordhook Giant 163,78¢ 261,78¢
Cv 20,02 18,01
Significancia wk wk

C.V.: coeficiente de variacién; Prueba de Significancia: ns: P> 0,05; *:P< 0,05; **: P<0,01.

Los valores mas altos de fenoles se encontraron en las semillas de espinaca New Zealand
con una concentraciéon de 198,6 mg/ML, y acelga Fordhook Giant, con 163,78 mg/ML, seguido
de espinaca Viroflay, quien presenté una concentracién de 93,32 mg/ML, mientras que los
valores mas bajos se observaron en semillas de ajoporro American Flag con 43 mg/ML y
ajoporro Large American Flag con valores de 43 y 0 mg/ML, respectivamente.

En lo que respecta a la concentracién de flavonoides, los valores mas altos se observaron
en semillas de espinaca Viroflay con 368,34 mg/ML, seguido de acelga Fordhook Giant, con
una concentracion de 261,78 mg/ML; ajoporro Large American Flag, con 112,16 mg/ML y
ajoporro American Flag, con 109,21 mg/ML, mientras que los valores mas bajos se observaron
en espinaca New Zealand, con concentraciéon de 33,91 mg/ML.

En el caso de los fenoles se ha demostrado que pueden aumentar su concentracién cuando
las semillas se ven expuestas a condiciones adversas que comprometan su viabilidad [35]. Asi
mismo se evidencié que una mayor concentracién de fenoles aumenta la viabilidad y
longevidad de las semillas [36], en este caso las semillas con menor concentracion de fenoles
(ajoporro Large American Flag y ajoporro American Flag) tuvieron el peor desemperio
fisiolégico al tener los porcentajes de germinacién y emergencia mas bajos, lo cual es producto
de la reduccién de la viabilidad de las semillas, lo que se traduce en una menor longevidad y
tiempo de vida 1util de las mismas, mientras que las semillas con mayor concentracién de
fenoles (espinaca New Zealand y acelga Fordhook Giant) fueron las que tuvieron un mejor
desemperio fisiolégico y un mejor crecimiento de las plantulas.

3.1 Anailisis de los componentes principales

Para estudiar el comportamiento de los 5 materiales evaluados y su comportamiento en
funcién de su potencial fisiolégico para garantizar la germinacién y emergencia de las
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semillas, se realiz6 un analisis exploratorio de los datos a través de un anilisis de
componentes principales (ACP), cuyos resultados se observan en la Figura 4.

En la Figura 3 se observa que el 59,0 % de la variacién es explicado por el componente 1.
En el biplot se evidencian dos grupos, unos asociados a un mejor desemperio fisiologico
(espinaca Viroflay y acelga Foorhood Giant), los cuales poseen altos valores de germinacién
total y de porcentajes de flavonoides, mientras que el otro grupo (espinaca New Zealand,
ajoporro American Flag y ajoporro Large American Flag) presenta un pobre desemperfio
fisiolégico asociado al porcentaje de semillas muertas y frecuencia de picnidios que indica la
presencia de hongos como Macrophomina phaseolin [2].
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Figura 3. Biplot de an4lisis de componentes principales para el estudio del potencial fisiol6gico de espinaca
Viroflay, espinaca New Zealand, ajoporro American Flag, ajoporro Large American Flag y acelga Fordhook
Giant. Fuente: elaboracién propia.

Al analizar el componente 2 que explica las variables, las semillas de acelga Foorhood
Giant que presentan una mejor germinacién y emergencia en comparacion al resto de los
materiales evaluados, se asociaron a una frecuencia elevada de Aspergillus sp., Aspergillus
niger, Fusarium y Rhizopus; sin embargo, la alta concentracién de fenoles permitié mantener
un adecuado vigor y longevidad de las semillas a pesar de la presencia de patdégenos. En el
caso de la espinaca Viroflay se observ) una asociacién con los patégenos Mucor y Penicillium;
si bien el alto contenido de flavonoides le ofrecidé proteccién a las semillas frente al ataque de
los patbégenos, estos resultados ratifican que los materiales con alto contenido de metabolitos
secundarios mejoran las condiciones sanitarias de la semilla frente al ataque de patégenos;
adicionalmente, el mejoramiento de las condiciones de almacenamiento aumenté el vigor de
las semillas y redujo la incidencia de patdgenos [37], [38].

Los resultados de esta investigacién muestran que el desempefio fisiolégico de los
materiales evaluados fue condicionado por la fecha de almacenamiento y las condiciones de
almacenamiento que generaron situaciones inadecuadas de temperatura y humedad.
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4. CONCLUSIONES

Como resultado de lo expuesto en esta investigacién, se establece que el desemperno
fisiol6gico se ve afectado directamente sobre las variables de germinacién, emergencia y
velocidad de emergencia, sugiriendo un problema de viabilidad y vigor de las semillas
producto de condiciones inadecuadas de almacenamiento.

La frecuencia de patégenos asociados a las semillas se evidencia por la presencia de varios
patogenos, lo cual se relaciona con un mayor nimero de plantulas anormales y el inadecuado
desempernio de las semillas evaluadas, particularmente los hibridos: espinaca New Zealand,
ajoporro American Flag y ajoporro Large American Flag.

El mejor desemperio fisiolégico de las semillas espinaca Viroflay y acelga Fordhook Giant
estuvo asociado a un mayor contenido de flavonoides que ofrecen proteccion frente a la accion
de patdgenos y aumentan el vigor y la viabilidad de las semillas.
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