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Resumen

Introduccion. En el cultivo de zanahoria se practica la siembra directa, debido a que las plantas no soportan
el estrés del trasplante, por lo que es fundamental utilizar semillas que germinen en mdximo siete dfas y de forma
uniforme. El vigor de las semillas estd asociado al desempefio en campo y, a nivel internacional, existen diferentes
pruebas para medirlo, sin embargo, en zanahoria atn las metodologfas son escasas y no se encuentran estandarizadas.
Objetivo. Determinar la calidad fisiolégica en semillas de dos variedades de zanahoria (Daucus carota L.), mediante
pruebas de vigor. Materiales y métodos. Este trabajo se realizé en el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas
de la Universidad de Costa Rica durante el afio 2018. Se utilizaron semillas de las variedades Bangor y Triunfo con
porcentajes de humedad de 7 %, 10 % y 13 %. Las pruebas de vigor utilizadas fueron las siguientes: protrusion radical,
primer conteo de germinacion (siete dfas), envejecimiento acelerado, conductividad eléctrica y andlisis de germinacién
por medio de imdgenes digitales. Se realizaron andlisis de correlacién de Pearson entre las variables estudiadas.
Resultados. Se observaron coeficientes de correlacion (r de Pearson) significativos de la conductividad eléctrica con
variables obtenidas del andlisis de imdgenes: t10 (r=0,83), t50 (r=0,87) y el drea bajo la curva (r=-0,72). A través de
la prueba de conductividad eléctrica se determiné que el lote de Bangor presenté mayor vigor que el lote de Triunfo
(Tukey, p<0,05). Conclusiones. El andlisis de imdgenes digitales y la prueba de conductividad eléctrica permitieron
medir el vigor en lotes de semillas de las variedades Bangor y Triunfo, y complementarlos con los resultados de
germinacion para determinar su calidad fisiolégica.

Palabras clave: conductividad eléctrica, humedad, andlisis de imdgenes, correlacion, germinacion, calidad
fisioldgica.
Abstract

Introduction. In carrot cultivation direct sowing is practiced because the seedling cannot resist the stress of
transplanting. It is essential to use seeds that germinate in a maximum of seven days and uniformly. Seeds vigor
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is associated with yield performance in the field and, at the international level there are different test to measure
it. However, in carrot, the methodologies are still scarce and are not standardized. Objective. To determine the
physiological quality in seeds of two varieties of carrot (Daucus carota L.) by mean of vigor tests. Materials and
methods. This research was carried out at the Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) of the
Universidad de Costa Rica in 2018. Seeds of Bangor and Triunfo varieties with moisture percentages of 7 %, 10
%, and 13 % were used. The vigor tests used were the following: radicle protrusion, first germination count (seven
days), accelerated aging, electrical conductivity, and the germination analysis by digital images. Pearson’s correlation
analyses were performed between the variables studied. Results. Significant correlation coefficients (Pearson’s r)
were observed for electrical conductivity with variables obtained from the image analysis: t10 (r=0.83), t50 (r=0.87),
and the area under the curve (r=-0.72). Trough the electrical conductivity test, it was determined that the Bangor lot
had greater vigor than the Triunfo lot (Tukey, p<0.05). Conclusions. The analysis of digital images and the electrical
conductivity tests allowed measuring the vigor in seed lots of Bangor and Triunfo varieties, and complementing them
with germination results to determine their physiological quality.

Keywords: electrical conductivity, humidity, image analysis, correlation, germination, physiological quality.

Introduccion

El método principal de propagacidén de la zanahoria es mediante la semilla y su cultivo se realiza por siembra
directa en el campo, debido a que las pldntulas no son capaces de tolerar el estrés del trasplante (Bolafios Herrera,
1998; Gaviola, 2013). Para un éptimo establecimiento del cultivo y obtener buenos rendimientos en hortalizas, es
fundamental utilizar lotes de semillas con alto vigor, los cuales se caracterizan por poseer una alta germinacion en el
primer conteo (George, 2009), altas tasas de crecimiento (Marcos Filho, 2015) y plantas con una mayor capacidad
de resistencia a condiciones ambientales desfavorables. Lotes que presenten estas caracteristicas, facilitan el
manejo agrondmico general del cultivo, uniformizan la madurez de las plantas para la cosecha (Sediyama, 2013) y
se obtienen mejores rendimientos (George, 2009).

Las semillas son uno de los componentes bdsicos y de mayor importancia en la produccién agricola; en
particular, las semillas de hortalizas se caracterizan por presentar un elevado valor de comercializacion, por lo que
se debe garantizar uniformidad y vigor en las semillas, que se comercializan (Finch-Savage & Bassel, 2016; Peske
etal., 2019). La calidad fisioldgica de un lote de semillas, implica que estas cumplen con la condicion indispensable
de ser viables, con poder germinativo que generan pldntulas con sus estructuras esenciales desarrolladas de forma
normal (del Valle Gallo, 2008; Herndndez Zavaleta, 2015) y poseer un alto vigor (Marcos-Filho, 2015).

Determinar el potencial fisiolégico de un lote de semillas es fundamental para el control de calidad, lo que
permitird un establecimiento exitoso en campo. En los programas de produccion de semillas, se debe cuidar
la calidad fisioldgica, genética, sanitaria y fisica de los lotes antes de su siembra o comercializacion (del Valle
Gallo, 2008; Torres, 2002). El andlisis oficial de germinacidn estdndar es la prueba utilizada para definir la calidad
fisiolégica de un lote de semillas, sin embargo, este ensayo no determina el vigor que posee un lote, sino que
indica la capacidad de germinacion en condiciones dptimas en un tiempo establecido (Peske et al., 2019). Debido
a esta razén, surgieron pruebas de vigor, para determinar con mayor exactitud esta caracteristica de las semillas y
su desempefio en condiciones de campo, las cuales por lo general son desfavorables (Elias et al., 2012). Ademds,
a través de estas pruebas se pueden encontrar diferencias de vigor entre lotes que presentan el mismo porcentaje
de germinacion, lo cual permite realizar una clasificacion mas precisa de su calidad (Oliveira Diniz et al., 2013).

Los métodos tradicionales consumen mucho tiempo y presentan interpretaciones subjetivas, cuyos resultados
pueden diferir entre laboratorios y analistas (Dell‘ Aquila, 2004; Gomes Junior et al., 2014), de modo que andlisis
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automdticos por medio de imdgenes, proporcionan evaluaciones rdapidas y objetivas del potencial fisiologico de
un lote de semillas, que ademds ayudan a optimizar la informacién mediante el almacenamiento de imdgenes
y resultados numéricos en bases de datos, que podrian llegar a ser ttiles en estudios futuros. Sin embargo, es
importante considerar que el andlisis de imdgenes debe pasar por un proceso de validacion que correlacione con los
resultados de los andlisis de germinacidn estandarizados (Dell‘Aquila 2004; Neumann Silva et al., 2013).

En el caso de semillas de zanahoria, los estudios sobre el potencial fisiolégico basados en pruebas de vigor
son escasos, por lo que es necesario establecer mds pruebas para esta especie, ya que se trata de un cultivo de
siembra directa en el campo y se debe garantizar un establecimiento eficiente de las plantas para evitar pérdidas. En
hortalizas, se han estudiado diferentes métodos, por ejemplo, la prueba de envejecimiento acelerado resulté eficiente
para evaluar la calidad fisioldgica de un lote de semillas de tomate y correlacionar los datos con la emergencia en
campo (Alvarez Medina et al., 2011; Silva & Cicero, 2014). En cebolla las pruebas de deterioro controlado y el
envejecimiento acelerado son eficientes para predecir la emergencia de este cultivo en campo (Yousof et al., 2016).
De manera similar para zanahoria, se ha detectado el deterioro y la pérdida de vigor en las semillas a través de las
pruebas de conductividad eléctrica y envejecimiento acelerado (Al-Maskri et al., 2003).

Desarrollar y estandarizar métodos para determinar la calidad fisioldgica en semillas de zanahoria por medio de
pruebas de vigor, es de gran utilidad para garantizar el uso de semillas de alta calidad. Una adecuada interpretacién
de los resultados de las pruebas de vigor, permite la seleccion y clasificacion de los lotes, lo que es esencial para la
toma de decisiones por los productores y para ser eficiente con los recursos de los que se dispone (Marcos Filho,
2015). De esta forma, el objetivo de esta investigacion fue determinar la calidad fisiologica en semillas de dos
variedades de zanahoria (Daucus carota L.), mediante pruebas de vigor.

Materiales y métodos
Sitio y material experimental

Se utilizaron semillas de zanahoria de las variedades hibridas F, Bangory Triunfo, con un 7 % de humedad,
provenientes de lotes de semilla comerciales y certificados de un afio de almacenamiento en cdmara fria (7° C). Las
pruebas de viabilidad y vigor se realizaron en el Laboratorio Oficial de Andlisis de Calidad de Semillas del Centro
para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica. El disefio experimental
utilizado fue de tipo irrestricto al azar con un arreglo factorial de 2 x 3, para un total de seis tratamientos, en los
cuales el factor A estaba compuesto por las dos variedades utilizadas, mientras que, el factor B consistié de tres
porcentajes de humedad de las semillas (7,0 %, 10,0 % y 13,0 %).

Para acondicionar las semillas en las humedades de 10 % y 13 %, se utilizé el método de la cdmara himeda.
Este consistié en colocar 1,5 g de la semilla de cada una de las variedades, en bolsas de tejido poroso, conocido
como organza, sobre un soporte dentro de cajas de pldstico (14,5 cm x 14,5 cm x 8,5 cm) con 90 mL de agua
destilada. Estas cajas se colocaron dentro de bolsas pldsticas y se ubicaron en una cdmara de incubacion a 20 °C (+
2 °C). Cada hora se pesaron las semillas hasta obtener los porcentajes de humedad deseados, mediante la aplicacién
de la ecuacion 1 (Cancho Ccaico, 2017; Hong et al., 1996).

PF = 100 — HI ) PI
100 — aF * PL de la cual se obtiene que: HF = 100 — (100 — HD X PF (D

Donde: PF = peso final de las semillas (g), PI = peso inicial de las semillas (g), HI = contenido de humedad
inicial (%) y HF = contenido de humedad final (%).

Las semillas de las variedades Bangor y Triunfo, tardaron 3,5 h y 4,0 h para alcanzar el 10 % de humedad,
respectivamente, mientras que para obtener el 13 % de humedad fueron necesarias 6,5 h'y 7,0 h para Bangor y
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Triunfo, respectivamente. Luego las semillas de cada humedad se colocaron en bolsas trilaminadas selladas, se
dejaron en un desecador por tres dias para estabilizar el porcentaje de humedad y se verificé cada humedad con
base en el método de la estufa (Hong et al., 1996).

La determinacion del porcentaje de humedad se realizé en base himeda (Hbh), mediante el método de la estufa
a 130 °C (= 3 °C) por una hora con cuatro repeticiones de 1,5 g de semillas. Se utilizé la ecuacion 2 para el cdlculo
del porcentaje de humedad.

100
Mbh (%) = 3z X MH — MS 2

Donde:
MH = muestra himeda (g) y MS = muestra seca (g).

Prueba de germinacion

La prueba estdndar de germinacidn sobre papel, se realizé con cuatro repeticiones de veinticinco semillas para
cada tratamiento. Se utilizé papel de germinacion (a base de celulosa) como sustrato, el cual se humedecié con 40
mL de agua destilada y se ubicé en cajas de germinacion de acrilico transparente (36,5 cm x 26,5 cm x 13, cm).
Luego se colocaron las semillas sobre el papel con una separacién de 1 cm entre ellas. Las cajas fueron colocadas
dentro de bolsas de polietileno transparentes y ubicadas en una cdmara de germinacién a una temperatura alterna
de 20 °C y 30 °C (International Seed Testing Association [ISTA], 2017).

Las variables a medir fueron: semillas con protrusion radicular (minimo 2 mm de radicula), primer conteo de
germinacion (siete dias después de la siembra) y la germinacion final (catorce dias después de la siembra). Las
semillas germinadas, en el primer conteo y germinacion final, se clasificaron en pldntulas normales, anormales y
muertas, de acuerdo con los criterios de ISTA (2017). Los resultados se reportaron en porcentaje de germinacion
con solo las pldntulas normales.

Prueba de envejecimiento acelerado

Para la prueba de envejecimiento acelerado también se utilizaron cuatro repeticiones de veinticinco semillas
para cada tratamiento. Estas se vertieron 90 mL de una solucidn saturada de cloruro de sodio (36 g NaCl / 100 mL
de agua) en cajas de pldstico (36,5 cm x 26,5 cm x 9,0 cm) y se colocd un soporte de alambre galvanizado dentro de
las cajas, que permanecid por encima de la superficie del agua. Sobre el soporte, se colocaron las semillas de manera
uniforme y se evitd la superposicion de unas sobre otras, dentro de una bolsa de organza. Se cerraron las cajas, se
colocaron dentro de una bolsa de pldstico trasparente y se mantuvieron en una incubadora a una temperatura de 42
°C (£ 2 °C) durante 48 h. Una vez transcurrido ese periodo, se establecid el ensayo de germinacion, conforme a los
lineamentos antes mencionados para esta prueba. Para la evaluacion, se realizé un dnico conteo de germinacién a
los siete dias después de la siembra y los resultados se reportaron como porcentajes de germinacion.

Determinacion de conductividad eléctrica

En la prueba de determinacién de conductividad eléctrica, se utilizaron cuatro repeticiones de 150 semillas para
cada tratamiento. Se colocaron las semillas en beakers con 25 mL de agua destilada (valor inferiora 1 xS cm™) y 24
h después se realizaron las mediciones de conductividad eléctrica con un conductimetro marca Hanna Instruments,
modelo HI98130 y los valores se registraron en xS cm’'.
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Emergencia en invernadero

Se utilizaron cuatro repeticiones de veinticinco semillas por cada tratamiento en la prueba de emergencia
en invernadero. La siembra se realizé en bandejas de pldstico de polietileno termoformado de doscientas celdas,
con una apertura de 2,3 cm, altura de 3,4 cm y base de 1,8 cm, para una capacidad volumétrica de 13 mL y como
sustrato se empled turba. Se coloc una semilla por celda a una profundidad de 1,0 cm. El riego se realizé por
nebulizacion, cuatro veces al dfa, un minuto cada 2 h. La temperatura y humedad promedio registradas durante el
desarrollo de la prueba fue de 29 °C y 60 %, respectivamente. Se evalud el porcentaje de pldntulas emergidas, a
los siete dias después de la siembra.

Anadlisis de imagenes digitales

Para el andlisis de imdgenes digitales se utilizaron cuatro repeticiones de veinticinco semillas por cada
tratamiento. Se siguieron las mismas condiciones de la prueba de germinacidn, pero se usaron dos capas de papel
azul de germinacién como sustrato, humedecido con 130 mL de agua destilada. Se tomaron fotografias durante
ocho dfas a la misma hora, con equipo fotogréfico estandarizado de previo (cdmara Nikon modelo D80). Las
fotografias se procesaron con los programas ImagelJ (Schindelin et al., 2012) y Germinator (Joosen et al., 2010),
con el fin de obtener andlisis automadticos basados en el contraste y segmentacion de colores. Ademds, se analizé y
caracterizé la germinacién por medio de la variacion entre los componentes X y Y, germinacién mdxima (Gmax),
t10 (tiempo en alcanzar el 10 % de germinacion), t50 (tiempo en alcanzar el 50 % de germinacion), drea bajo la
curva (AUC) y R? (coeficiente de determinacion).

En las fotografias analizadas, primero se mejord el contraste de la imagen en Imagel a 0,3 % de saturacion
de pixeles, luego se realizo la segmentacion con el método de umbralizacion, en el que se define un umbral como
una funcién que convierte una imagen a color, a una imagen binaria en blanco y negro (Figura 1 A). Si la imagen
original es f (X, y), la imagen umbralizada es g (X, y), en la cual se fija un umbral U (0 < U < 255) y luego se ajusta a
otro umbral en el que se puedan separar los pixeles del objeto de interés del fondo de la imagen (La Serna Palomino
& Romdn Concha, 2009). En ImagelJ se ajustan los pardmetros de segmentacioén para el modelo de color YUYV, el
cual es mds robusto ante cambios de iluminacién, ya que define un espacio de color en términos de una componente
de luminancia (Y) y dos componentes de crominancia (U, V) (Aristondo Etxeberria, 2010), de forma que, mediante
la funcién de segmentacion de ImagelJ, se logra diferenciar mejor el objeto de interés del fondo en la fotografia.

Para segmentar fotografias de pruebas con semillas germinadas se ajustaron los valores de los umbrales YUV.
Primero se elimind el fondo azul de la imagen y los valores utilizados fueron Y 0 — 255 U 0 — 161 V 0 — 255. Luego
se repitio el procedimiento, pero se eliminé el fondo azul (Figura 1B) y las radiculas de las semillas (Figura 1C);
los valores de los umbrales YUV en este caso fueron Y0 —-218 U0 —-96 V 0 — 255.

Los archivos de salida del Germinator con los conteos de semillas germinadas obtenidos, se procesaron con
la ayuda de Microsoft Excel® version 2007, por medio del cual se compararon los cambios en el tamafio de cada
semilla individual y las modificaciones en su posicién X Y. Las semillas se calificaron como no germinadas cuando
las diferencias en el drea y la posicion X Y se encontraron dentro de los limites establecidos que fueron de 350 para
el cambio en el drea y de 15 para el cambio en coordenadas X Y, debidos a la protrusion de la radicula. Se probd
con diferentes valores para estos limites, hasta obtener un conteo lo mds cercano a uno realizado de forma manual,
luego se realizaron las curvas de germinacion con los archivos de salida de las imdgenes analizadas. Las variables
respuesta de porcentaje de germinacion a las 192 h, AUC, t10 y t50, obtenidas en este ensayo se correlacionaron
con las demds pruebas evaluadas.
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Figura 1. Uso de andlisis de imdgenes digitales para cuantificar la germinacién en semillas de zahanoria (Daucus carota L.). (A)
Muestra de zahanoria con cuatro semillas, (B) imagen analizada donde se escogié un umbral (YUV+) para seleccionar las cubiertas y
la radicula de las semillas, y (C) imagen analizada con un umbral (YUV-) para seleccionar las cubiertas. Centro para Investigaciones
en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2018.

Figure 1. Digital image analysis used to quantify carrot (Daucus carota L.) seeds germination. (A) Carrot sample with four seeds, (B)
analyzed image where an umbral of (YUV+) was chosen to select the seeds radicle and coat, and (C) analyzed image with an umbral
(YUV-) to select the seed coat. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2018.

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis de normalidad y homogeneidad de las varianzas de los datos para las variables: protrusién
radicular, primer conteo de germinacién, germinacidn, envejecimiento acelerado, conductividad eléctrica y
emergencia en invernadero, por medio del programa estadistico InfoStat. Luego los datos fueron sometidos al
andlisis de varianza (ANDEVA) y para las variables que presentaron diferencias estadisticas, se utilizé la prueba
de comparacién de medias de Tukey (p<0,05), para determinar diferencias significativas entre los factores variedad
y humedad. Ademds, los resultados de las variables y del andlisis de imdgenes para GMax, t50, t10 y AUC, se
compararon mediante la correlacion Pearson (p<0,05).

Resultados

Se observé una interaccién significativa entre los factores analizados (variedad y contenido de humedad de
semilla), para las variables primer conteo de germinacion, envejecimiento acelerado, conductividad eléctrica y
AUC. En el caso de las variedades se determind un efecto simple para las variables protrusion radicular, primer
conteo de germinacion, envejecimiento acelerado, conductividad eléctrica, gMax, t50, t10 y AUC; mientras que,
para el factor de la humedad, se observaron diferencias en las variables t50 y AUC (Cuadro 1).

Se observaron diferencias en el primer conteo de germinacién de las variedades estudiadas. La variedad
Bangor present6 un 28 % mds de germinacién que Triunfo en el primer conteo, cuando la semilla tenfa un contenido
de humedad del 13 % (Figura 2A). Bangor no presentd diferencias en el primer conteo entre las distintas humedades
probadas, mientras que Triunfo presenté menor germinacion al 13 % de humedad comparado con 10 %.

Al comparar los resultados obtenidos en la prueba de envejecimiento acelerado para cada humedad entre las
variedades, se observaron en Bangor porcentajes de germinacion superiores, de 13 % y 17 % para las humedades
de 7 % y 10 %, respectivamente, mientras que en la humedad de 13 % no se observaron diferencias (Figura 2B).
Por otra parte, al analizar el efecto de la humedad para cada variedad no se presentaron diferencias.
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Cuadro 1. Andlisis de varianza para los factores variedad y contenido de humedad en distintas variables evaluadas en semillas de los
hibridos de zanahoria (Daucus carota L.) Bangor y Triunfo, con humedades de 7 %, 10 % y 13 %. Centro para Investigaciones en
Granos y Semillas (CIGRAS), Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica, 2018.

Table 1. Analysis of variance for the variety and humidity factors in different variables evaluated in Bangor and Triunfo carrot (Daucus
carota L.) hybrid seeds, with 7 %, 10 % and 13 % of water content. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS),
Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica, 2018.

Factores GL PR PC G EA CE EI gMax tS50 t10 AUC
Humedad (H) 2 NS NS NS NS NS NS NS ok NS ok
VxH 2 NS ok NS ok ok NS NS NS NS ok

** Significativo a p<0,05. / ** Significant to p<0.05.

GL: grados de libertad, PR: protrusién radicular, PC: primer conteo, G: germinacién, EA: envejecimiento acelerado, CE: conductividad
eléctrica, EI: emergencia en invernadero, gMax: germinacién mdxima, t50: tiempo en alcanzar el 50 % de germinacion, t10: tiempo
en alcanzar el 10 % de germinacién, AUC: drea bajo la curva. / GL: degrees of freedom, PR: radicle protrusion, PC: first count, G:
germination, EA: accelerated aging, CE: electrical conductivity, EI: greenhouse emergence, gMax: maximum germination, t50: time to
obtain 50 % of germinated seeds, t10: time to obtain 10 % of germinated seeds, AUC: area under the curve.
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Figura 2. Primer conteo de germinacion a los siete dias (A), germinacion de la prueba de envejecimiento acelerado (B), conductividad
eléctrica (C) y valor de drea bajo la curva (D), en semillas de zanahoria (Daucus carota L.) de los hibridos Bangor y Triunfo con
humedades de 7 %, 10 % y 13 % (prueba de Tukey, p<0,05). Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Universidad
de Costa Rica, San José, Costa Rica, 2018.

Figure 2. First germination count at seven days (A), germination from accelerated aging test (B), electrical conductivity test (C), and
area value under the curve (D), in Bangor and Triunfo carrot (Daucus carota L.) hybrid seeds, with 7 %, 10 %, and 13 % of seed water
content (Tukey test, p<0.05). Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa
Rica, 2018.
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Cuando se analizé la conductividad eléctrica, se determiné que Triunfo presentd valores superiores a 200 uS
cm! en las tres humedades probadas, los cuales fueron superiores a Bangor (Figura 2C). En cuanto a las diferencias
entre cada variedad, se observé que Bangor presentd valores mayores de conductividad al 7 % de humedad, mientras
que en Triunfo el valor de conductividad eléctrica fue superior cuando la semilla se encontraba a 10 % de humedad,
con respecto a aquellas que posefan un 7 % de humedad.

Cuando se comparo el drea bajo la curva entre cada variedad para cada una de las humedades, se determinaron
valores superiores para Bangor de 25, 10 y 13, para las humedades de 7 %, 10 % y 13 %, respectivamente (Figura
2D). Por otra parte, al comparar el efecto de la humedad de las semillas en cada variedad, se determiné que para
Bangor la semilla al 7 % superé en quince unidades a las que tenfan porcentaje de humedad del 10 %, mientras que
en Triunfo no se presentaron diferencias.

Bangor present$ valores superiores de protrusién radicular y gMax con respecto a Triunfo, que experimentd
valores hasta 10 % inferiores (Cuadro 2). Por el contrario, en las variables t50 y t10, Triunfo presentd valores
superiores a Bangor en hasta cincuenta unidades de tiempo. Bangor inici6 el proceso de germinacién a las 48
h, mientras que Triunfo empezd este proceso a las 72 h, pero no hubo diferencias con respecto a los porcentajes
de humedad utilizados (Figura 3). A pesar de que a las 72 h, 96 h y 120 h hubo diferencias entre las variedades,
estas desaparecieron a las 144 h y se mantuvieron asf hasta las 192 h, con valores finales de entre 68 % y 82 % de
germinacion.

Cuadro 2. Protrusion radicular (PR), germinacion maxima (gMax), tiempo para alcanzar el 10 % (t10) y 50 % (t50) de germinacion
en semillas de zanahoria (Daucus carota L.) hibridos Bangor y Triunfo. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS),
Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica, 2018.

Table 2. Radicle protrusion (PR), maximum germination (gMax), time to reach 10 % (t10) and 50 % (t50) of germination in Bangor
and Triunfo carrot (Daucus carota L.) hybrid seeds. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Universidad de
Costa Rica, San Jose, Costa Rica, 2018.

Variedad PR (%) gMax (%) t50 (horas) t10 (horas)
Bangor 70,7 a 84,3 a 82,2 b 63,0b
Triunfo 58,0b 73,7b 135,8 a 1143 a

CvV 14,4 11,0 11,1 17,5

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes segin la prueba de Tukey (p>0.05) / Means with the same letter
indicate no significant difference according to the Tukey test (p>0.05).

Para la variable t50, las semillas con un contenido de humedad al 10 %, presentaron valores superiores (t50
= 117,9) con respecto a semillas al 13 % (t50 = 111,2) y 7 % (t50 = 98,0) (Figura 3). Las semillas al 13 % no
presentaron diferencias significativas con los demds contenidos de humedad evaluados (p>0,05), mientras las
semillas con un contenido de humedad de 10 %, si presentaron diferencias significativas con respecto a las de 7
% (p<0,05).

Se observaron correlaciones positivas (p<0,001) significativas altas de la conductividad eléctrica con t50 (0,87)
y t10 (0,83), y con AUC (-0,72) la correlacioén fue moderada negativa; mientras que, t50 presento correlaciones muy
altas con t10 (0,97) positiva y negativa con AUC (-0,91), en cuanto a la variable t10 presentd una alta correlacion
negativa con AUC (-0,87) (Cuadro 3).
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Figura 3. Curvas de germinacion de semillas de zanahoria (Daucus carota L.) hibridos Bangor y Triunfo, con tres contenidos de
humedad (H1 =7 %, H2 = 10 %, H3 = 13 %), obtenidas por medio del andlisis de imdgenes con Imagel y el paquete Germinator. Centro
para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica, 2018.

Figure 3. Germination curves of Bangor and Triunfo carrot (Daucus carota L.) hybrid seeds, with three levels of water content (H1 =7
%, H2 =10 %, H3 = 13 %), obtained from digital image analysis with ImageJ and Germinator. Centro para Investigaciones en Granos
y Semillas (CIGRAS), Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica, 2018.

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion de Pearson (p<0,05) de los resultados obtenidos con semillas de zanahoria (Daucus carota L.)
hibridos Bangor y Triunfo, en las pruebas de andlisis de germinacion (G), protrusion radical (PR), primer conteo de germinacién (PCG),
envejecimiento acelerado (EA), conductividad eléctrica (CE), emergencia en invernadero (EI), germinacion maxima (GMax), tiempo
en alcanzar el 50 % de germinacion (t50), tiempo en alcanzar el 10 % de germinacidn (t10) y el drea bajo la curva (AUC). Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica, 2018.

Table 3. Pearson correlation coefficients (p<0,05) of the results obtained with Bangor and Triunfo carrot (Daucus carota L.) hybrid
seeds for standard germination (G), radicle protrusion (PR), first count of germination (PCG), accelerated aging (EA), electrical
conductivity (CE), greenhouse emergence (EI), maximum germination (Gmax), time to reach 50 % of germination (t50), time to reach
10 % of germination (t10), and area under the curve (AUC). Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Universidad
de Costa Rica, San Jose, Costa Rica, 2018.

Prueba PR PCG EA CE EI GMax t50 t10 AUC
G 0,56™ 0,377 -0,24™ 0,01™ -0,23™ -0,02™ -0,05™ -0,16™ 0,009™
PR 0,54 0,13 -0,58%#* -0,20™ 0,12 -0,59™ -0,58%#* 0,49*
PCG 0,20™ -0,55™ -0,06™ 0,33 -0,46 -0,46* 0,32
EA -0,61™ 0,32 0,33 -0,52™ -0,52% 0,42*
CE -0,11m -0,56* 0,87 0,83 -0,72%%*
EI -0,03™ -0,10™ -0,09™ 0,09
GMax -0,57%%* -0,52%* 0,47*
t50 0,97%%* -0,971 %%
t10 -0,877##*

* ok ik Sionificativo a p<0,05, p<0,01 y p<0,001. 1 NS, no significativo / *, **, *** Sjgnificant at p<0.05, p<0.01 and p < 0.001. ¥
NS, not significant.
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Discusion

La prueba de germinacion estdndar evidencié que no se presentaron diferencias entre las variedades y los
contenidos de humedad de las semillas utilizadas, sin embargo, para algunas de las pruebas de vigor empleadas
hubo diferencias entre los factores estudiados (Cuadro 1). Esto concuerda con lo que indican varios investigadores,
sobre que las pruebas de germinacion estdndar no pueden establecer diferencias de vigor entre diferentes lotes
de semillas (da Silva Almeida et al., 2014; Elias et al., 2012; Shah et al., 2002) y, por lo tanto, se debe recurrir
a diversas pruebas de vigor para determinar el potencial real de desempefio de un lote de semillas en el campo
(Oliveira Diniz et al., 2013) e inclusive pueden presentarse diferencias entre genotipos de una misma especie (Peske
etal., 2019).

Las pruebas de vigor empleadas en este estudio demostraron en algunos casos diferencias entre las dos
variedades y las humedades utilizadas. En la prueba del primer conteo de germinacion, la variedad Bangor no
mostr diferencias independientemente del porcentaje de humedad de la semilla, lo cual concuerda con un estudio
realizado en semillas de papaya, en el cual se evaluaron porcentajes de humedad (9 %, 10 % y 12 %) similares a este
estudio (Alonso-Esquivel et al., 2011). Se menciona que mayores porcentajes de humedad en la semilla presentan
menor vigor en un lote (Terra Werner et al., 2013), pero esto no se evidencié por medio de esta prueba, debido a
que esta presenta una sensibilidad baja para detectar pequefias diferencias de vigor en un lote de semillas (Marcos
Filho, 2011). Es importante indicar que la diferencia que se presentd entre las variedades al 13 % de humedad,
pudo deberse a caracteristicas genéticas o composicion quimica especificas de cada material y que estos pueden
responder de forma independiente a la prueba (Das et al., 2014; Tati¢ et al., 2012), como en este caso que Bangor
presentd mayor germinacion que Triunfo, tal como se ha reportado para frijol (Das et al., 2014).

Al realizar la mediacién del vigor por medio de la prueba de envejecimiento acelerado, se observé que la
humedad no fue un factor que influyera en los valores obtenidos y las diferencias que se presentaron fueron entre
las variedades para las humedades de 7 % y 10 %, con valores superiores en Bangor. Estos resultados indican que
puede existir un componente genético que afecta la sensibilidad de esta prueba y las variedades pueden presentar
respuestas diferentes, como ha sido reportado en frijol (Das et al., 2014), trigo (Jardel Szareski & Zanatta Aumonde,
2018) y tomate (Rizvi et al., 2013), entre otros cultivos. También, se debe considerar el afio de almacenamiento que
tenfan los lotes al iniciar el experimento, ya que el deterioro de las semillas es un proceso inevitable que ocurre,
aunque las condiciones de almacenamiento sean las 6ptimas (Marcos Filho, 2015). En el caso de la zanahoria, se
han observado pérdidas de vigor de las semillas después del primer afio de almacenamiento (Thakur et al., 2015),
lo cual pudo ocurrir de forma mds acelerada en el lote de Triunfo y, por eso, el resultado de menor vigor.

Con respecto a la prueba de conductividad eléctrica, se determiné que Triunfo presenté un vigor inferior a
Bangor, debido a los altos valores de conductividad (mayores que 200 xS cm™) experimentados por esta variedad
en las tres humedades estudiadas. Valores altos de conductividad eléctrica en semillas, indican que hubo una menor
velocidad de restablecimiento de la integridad de las membranas celulares cuando se dio la imbibicién y como
consecuencia, hay una mayor liberacion de iones (Marcos Filho, 2015). Valores superiores a los 200 xS cm™, son
considerados altos y son reflejo de un lote de bajo vigor y mayor deterioro, el cual se puede manifestar de manera
mds acelerada segtin las caracteristicas genéticas de cada variedad (Marcos Filho, 2015), en razén de que ambos
lotes eran homogéneos (semilla certificada) y tenfan el mismo tiempo de almacenamiento (un afio). Hubo una
tendencia en ambas variedades de presentar valores altos en humedades menores, como por ejemplo 7 %, pero se
requieren mds estudios para definir si la humedad para esta especie puede ser un factor que afecte la sensibilidad
del resultado de vigor para esta prueba en especifico.

Por medio del andlisis de imdgenes se detectaron diferencias entre las variedades para el inicio del proceso de
germinacidn, tal como fue reportado para semillas de variedades de lenteja (Dell’Aquila, 2004). El AUC indicé
mayor velocidad de germinacion para la variedad Bangor, que en promedio empez6 a germinar a las 48 h, mientras
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que Triunfo inicid el proceso a las 72 h. Esta informacion no se detectd en el primer conteo germinacién y la prueba
oficial de germinacion, por lo que el andlisis de imdgenes brindé informacién adicional de utilidad que se puede
emplear como herramienta para determinar el vigor de semillas de zanahoria, con por ejemplo el inicio, la velocidad
y la uniformidad de la germinacion, las cuales son caracteristicas que se obtienen al analizar imdgenes con ImageJ
y Germinator (Joosen et al., 2010).

El andlisis de imdgenes se ha utilizado en diferentes especies para determinar el vigor de un lote de semillas,
presenta la ventaja de obtenerse un resultado en menor tiempo e incertidumbre que las evaluaciones manuales de
analistas de laboratorio (de Marchi & Moure Cicero, 2017; Marcos-Filho et al., 2006). A través de esta investigacion,
se construyeron curvas para la caracterizacion del proceso de germinacion en semillas de zanahoria, lo que permitié
observar diferencias en la velocidad de germinacién entre las dos variedades y reducir el tiempo de evaluacion
que se realiza de forma manual. También se observé mayor velocidad de germinacion a menor porcentaje de
humedad, sin embargo, reportes en semilla de soya indicaron que no hubo diferencias cuando se probaron las
mismas humedades utilizadas en este trabajo (Neves Dias et al., 2018), es posible que el acondicionado a mayores
porcentajes de humedad en semillas de un afio de almacenamiento, pudo provocar un aumento del deterioro de los
lotes utilizados, ya que el deterioro en las semillas envuelve una serie de procesos sucesivos degenerativos, que al
inicio se manifiestan con la reduccién en la velocidad de germinacién (Peske et al., 2019).

La prueba de conductividad eléctrica y el andlisis de imdgenes detectaron diferencias de vigor entre ambas
variedades, lo cual también quedd demostrado por medio del andlisis de correlacién, en donde se presentaron
correlaciones significativas altas entre estas dos variables. De esta forma, el andlisis de correlacion evidencié que
al incrementarse los valores de conductividad eléctrica los valores de AUC disminuyeron, mientras que los valores
de t10 y t50 se incrementaron, lo cual indica en esos casos que las semillas germinaron de forma mds lenta y, por
lo tanto, poseen un menor vigor (da Silva Almeida et al., 2014). Los métodos empleados para determinar el vigor
de las semillas pueden presentar variaciones, principalmente cuando las diferencias de vigor son minimas entre
los lotes analizados, sin embargo, se ha reportado que la prueba de conductividad eléctrica es un ensayo eficiente
para establecer diferencias de vigor entre lotes de zanahoria y asf clasificarlos de acuerdo con su calidad fisioldgica
(Alves Domiciano et al., 2015).

Conclusiones

La prueba de conductividad eléctrica y el andlisis digital de imdgenes permitieron medir el vigor de semillas
de zanahoria de las variedades Bangor y Triunfo, y determinar la calidad fisiologica al complementarlo con los
resultados de germinacion.

Los lotes de las semillas de zanahoria de las variedades Bangor y Triunfo, presentaron un comportamiento
distinto en las pruebas de vigor utilizadas, de acuerdo con sus caracteristicas genéticas y composicién quimica de
la semilla, lo que sugiere que se requieren mds estudios en otras variedades para establecer las pruebas de vigor
estandarizadas para esta especie.
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