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RESUMEN

Se determiné la calidad de semilla certificada de frijol (Phaseolus vulgaris L) en lotes de
productores registrados, en las variedades, INTA Cardenas e INTA Rojo. En € periodo del
segundo semestre, 2013 y primer semestre, 2014. Se andiz6 la calidad fisica, fisiologica 'y
sanidad de la semilla. Los andlisis se readlizaron segun protocolos por la Asociacion
Internacional de Andlisis de Semillasy e Reglamento Técnico Centroamericano. Los datos se
analizaron con estadisticas descriptivas y andlisis de correlacion para variables de calidad
fisica. Todas las muestras en ambos semestres, cumplieron con e estandar de pureza fisica,
98.0%. Las mediasy error estandar, para e contenido de humedad resultaron, para ambos
periodos | Ces.os=14.41+£1.24 y | Cos0=10.9920.09; este valor debe de ser menor o igual del 13
%. Lacalidad fisiolégica, germinacion con 1Ces0%=90.29 £1.15 y 91.51+2.89, superaron €l
estandar minimo del 80.0%, para ambas variedades. Los porcentajes de infeccion en los dos
periodos fluctuaron entre uno y 18.0% para hongos y de uno a 13.0% para bacterias; en €
primer semestre 2014 entre 1.0 y 9.0%; parahongosy 2.0 y 4.0% para bacterias. Las variables
de humedad se correlacionaron con el dafio por insecto e infeccion por hongos saprofitos.
Los géneros de hongos identificados. Septonema, Fusarium, Aspergillus, Verticillium,
Trichoderma, Rhyzopus, Penicillium, Pythium y Colletotrichum lindemuthianum, y las
bacterias Pseudomonas y Bacillus sp.

Palabr as claves. Pseudomonas, germinacion, contenido de humedad
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ABSTRACT

The quality of certified bean seed (Phaseolus vulgaris L) was determined in lots of registered
producers, in the varieties, INTA Cardenas and INTA Rojo. In the period of the second
semester, 2013 and first semester, 2014. The physical, physiological quality and seed health
were analyzed. The analyzes were performed according to protocols by the International Seed
Analysis Association and the Central American Technical Regulations. Data were analyzed
with descriptive statistics and correlation analysis for physical quality variables. All samples
in both semesters met the physical purity standard, 98.0%. The means and standard error, for
the moisture content were, for both periods 1C95.0% = 14.41 + 1.24 and 1C95.0% = 10.99 *
0.09; This value must be less than or equal to 13%. The physiological quality, germination
with 95% Cl = 90.29 + 1.15 and 91.51 + 2.89, exceeded the minimum standard of 80.0%, for
both varieties. The percentages of infection in the two periods ranged from one to 18.0% for
fungi and from one to 13.0% for bacteria; in the first half of 2014 between 1.0 and 9.0%; for
fungi and 2.0 and 4.0% for bacteria. Moisture variables were correlated with insect damage
and saprophytic fungal infection. The identified fungal genera: Septonema, Fusarium,
Aspergillus, Verticillium, Trichoderma, Rhyzopus, Penicillium, Pythium and Colletotrichum
lindemuthianum, and the bacteria Pseudomonas and Bacillus sp.

K eywor ds:, Pseudomonas, germination, moisture content



|. INTRODUCCION

En € grupo de las leguminosas comestibles, €l frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una
de las més importantes debido a su distribucién en los cinco continentes, por ser
complemento nutricional indispensable en ladieta aimenticia. El frijol ha sido un elemento
tradicionalmente importante en Ameérica latinay en general en una gran cantidad de paises
en vias de desarrollo en los cuales se cultiva (IICA, SICTA, COSUDE, 2009).

La produccion de granos tuvo un descenso de 14% en € ciclo 2015-2016 con respecto al
ciclo 2014-2015, cuando anduvo por los 18.4 millones de quintales, descenso provocado
por € bajo régimen de lluvias, que afectd principamente a Corredor Seco del pais
(Bgarano, 2016).

Durante e ciclo 2014/2015 € frijol incrementd e érea cosechada a 352.1 miles de
manzanas (10.5%), pero redujo la produccion a 3,510.1 miles de quintales (14.0%) (Banco
Central de Nicaragua, 2015).

“El consumo per cépita en Nicaragua es de 26.1 kilogramos por afio y es el més ato de
Centroamérica, pero varia mucho afio con afio, dependiendo de la produccion, las

importaciones, exportaciones, precio y existencias (I1CA et al, 2009)”.

La calidad de la semilla de frijol no esta determinada por €l aspecto fisico, tamafio
uniforme, color similar y sin dafios ni defectos. La calidad se logra con una oportuna
fiscalizacion de su produccion y cosecha de campo, un apropiado beneficio vy
almacenamiento. La mayoria de los genotipos que se utilizan como semilla, son producidos
bajo condiciones de temporal, por o que presenta mediana calidad debido a que no se
controlan los problemas ocasionados por plagas o enfermedades durante € desarrollo del
cultivo, debido a esto en ocasiones algunas de estas enfermedades tales como tizon de halo,
tizon comun, antracnosis, se pueden transmitir por semilla ocasionando pérdidas de

rendimiento (Cid, Revelesy Ve asguez, citado por Arayay Hernandez 2006)



El Instituto de Nicaraglense de Tecnologia Agropecuaria (INTA), se encarga de investigar,
producir y proveer el material genético idoneo a los productores de semilla, no sin antes
cumplir con la normativa de produccién y comerciaizacion de semillas (aprobada por
instituciones del sector), que es regulada y fiscalizada por € departamento de certificacion
de semillas del Instituto de Proteccion y Sanidad Agropecuaria (IPSA) para garantizar que
el material cumpla con los estandares de calidad de semilla de frijol de las diferentes

categorias.

Existen varias razones que limitan la produccién de semillas, existencia de un mercado de
semillas con poco desarrollo e informacion, limitado desarrollo empresaria para planificar
la produccién de semilla orientada a las demandas reales y potenciales locales, nacionales y
regionales, limitada capacidad de inversion de infraestructura y activos fijos de parte de
productores y cooperativas semilleristas, no existencia de capacitaciones para productores
en produccion y calidad de semilla, falta la implementacion de servicios de crédito que
incentive la produccion de semilla, limitadas capacidades de acopio, retencion,
almacenamiento y procesamiento (MAGFOR, 2009).

En Nicaragua, e uso de semilla certificada no es generalizado, son muy pocos los
productores que la utilizan, y muchos no estan conscientes de sus beneficios. Cuando €l
precio de la semilla es alto, 1o retribuye, los atributos genéticos, fisiol6gicos y sanitarios
que sumado a buen manejo del cultivo redundara en atos rendimientos. Existe limitada
informacion sobre la calidad de semilla basados en las normas y esténdares establ ecidos

para semilla certificada de frijol, en las variedades mejoradas y criollas.



[I. OBJETIVOS
Objetivo general

Generar informacion sobre la calidad de semilla certificada de frijol (Phaseolus vulgaris L)
de acuerdo a normas establecidas, en lotes de productores registrados, 2013-2014,

Nicaragua
Obj etivos especificos
Determinar |la calidad fisicay la calidad fisiologica, correlacion entre variables de calidad

fisica de la semilla de frijol certificada en lotes del segundo semestre de 2013 y primer
semestre de 2014.

Determinar la frecuencia de microorganismos en semilla de frijol certificada en lotes de
productores registrados en segundo semestre 2013 y primer semestre 2014.

Identificar los microorganismos transmitidos en semilla de frijol certificada en lotes de
productores registrados en segundo semestre 2013 y primer semestre 2014.



I1l. MATERIALESY METODOS

3.1. Ubicacion dd estudio

El estudio serealizo en dos etapas, |a primera etapa, se llevo a cabo en la seccion de calidad
de semillas del Laboratorio Nacional de Diagnostico Fitosanitario y Calidad de Semillas
(LNDFCS), ubicado en la comunidad de San José de la Cafada, km. 12.7 de la carretera
sur, 1.5 km a Noroeste, en € que se realiz6 la determinacion de la calidad fisica (pureza
fiscay humedad) y calidad fisiol6gica (germinacion). En la segunda etapa, se llevaron a
cabo ensayos de calidad fitosanitaria (identificacion de hongos y bacterias) en los
laboratorios Departamento de Proteccion Agricola y Forestal (DPAF) de la Universidad
Nacional Agraria (UNA) ubicados en el km 12 carretera Panamericana.

3.2. Primeraetapa, analisisde calidad fisicay fisiologica de la semilla

En la primera etapa del estudio se analizé la calidad fisica, y fisiologica de la semilla de
frijol en muestras recepcionadas en los laboratorios del LNDFCS en e periodo
comprendido del segundo semestre de 2013 y el primer semestre de 2014. Los andlisis se
realizaron segun protocolos establecidos por la Asociacion Internacional de Andlisis de
Semillas, ISTA (2013) y € Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA), requisitos para
la certificacion de frijol, muestreo y andlisis de calidad (MINECO, CONACYT, MIFIC,
SIC, MEIC, 2010).

L as muestras procedian de diferentes regiones del pais, de lotes de productores inscritos en

el sistema nacional de semillas!, remitidas por inspectores del departamento de semillas.

! Sistema Nacional de Semillas: Es conjunto de componentes que integran las diferentes fases del proceso
de produccion y comercializacion de semillas y plantas de viveros para siembra. (Ley de produccion y
comercio 1998, p.3).



3.2.1.Recepcion de muestras

Cada muestra se recepciond con su hoja de protocolo de remision de muestras de semilla
para andlisis (Anexo 1), sellado y firmado por € inspector de la Direccion General de
Semillasy e formulario de remision de muestras a LNDFCS (Anexo 2).

Se recibieron muestras de las categorias, genética, basica, certificada, registrada 'y semilla
autorizada o apta, esta Ultima categoria de semilla se produce bgjo € control de ladireccién
de semillas y proviene de la semilla certificada o se toma de la semilla destinada para €

consumo y siembra.
3.2.2.Homogenizacion dela muestra

Segun, protocolo descrito por ISTA (2013), la homogenizacion se realiz6 pasando la
muestra en tres ocasiones por un homogeneizador Seedburo, para obtener una muestra

uniforme en todos sus componentes (Anexo 3).
3.2.3.Calidad fisicade la semilla

La calidad fisica constdo de tres andlisis como son; determinacion del contenido de
humedad, pureza fisica (porcentaje de semilla pura y materia inerte, numero de semillas
otras especies, numero de semillas de malezas y de otras especies cultivadas) y semilla con
otros defectos e imperfecciones (porcentgje y numero de semilla manchada, dafio mecanico

y dafio por insecto).
Determinacion del contenido de humedad (%)

Para determinar el porcentaje de humedad de la semilla, se utilizé € método indirecto, con
el medidor de humedad Dickey John, este valor se obtuvo promediando tres lecturas con un

peso de 220.0 g de granos de frijol (Anexo 4).



Determinacion de la pureza fisica (%)

Seguin las normas establecidas por € ISTA (2013), para € andlisis de calidad fisica, se
utiliz6 una muestra de trabajo de 700.0 g, se determinaron los porcentajes de semilla pura,
materia inerte y semillas de otras especies (semillas de maleza y de otros cultivos), estos
elementos se determinaron mediante el peso, dividiendo del peso de la muestra de trabajo
(700.0 g), multiplicandolo por 100 % (Anexo 5).

Calculo del numero y porcentaje de semilla con otros defectos e imperfecciones (%)

En este andlisis se determind € numero y los porcentgjes de semilla manchada, dafio
mecanico y dafio por insecto. Primero, se separaron, contaron y se pesaron las semillas de
los diferentes componentes para € cdlculo del porcentaje, con base a la muestra de trabajo
de 700.0 g (Anexo 6). La expresion final de los resultados de cada subcomponente se

expresd en unidades por kilogramo (Anexo 7) (ISTA, 2013).
Calculo de semillas de maleza y de otras especies cultivadas

Este andlisis se realizd a momento de redlizar la separacion de los componentes de pureza
fisica (otros defectos e imperfecciones), aca se seleccionaron semillas de malezas nocivas'y
de otras especies de plantas cultivadas, presentes de la muestra de trabajo (700.0 g), el peso
de estas semillas se restd del peso de semillapuray sele adiciono a peso de materiainerte.

El peso de semillas de otras especies cultivadas y de semillas de malezas, se resta del peso

de semillapuray se sumaal peso de materiainerte.

Para el porcentaje de semilla pura, se establecieron rangos de porcentgje, de acuerdo a los
resultados encontrados, de 0.0 a 100.0%.



3.2.4.Calidad fisiol6gica de semillas defrijol

En la calidad fisiologica, se determind € porcentgje de germinacion. Los ensayos se
establecieron en invernadero. Para cada muestra se sembraron 400 semillas en sustrato
arena estéril, las evaluaciones se realizaron en dos momentos, a los cinco dias, sin
extraccion de las plantulas y a los nueve dias, en la que se extrgjeron las plantulas para
verificar su estado (Anexo 8) (ISTA ,2013).

Determinacion de porcentaje de germinacion de semillas defrijol

Mediante la operacién de regla de tres simple, se calculd € porcentaje de germinacion,
separando las plantulas normales, de las anormales y semillas muertas, entre el total de
semillas (400), por 100%. De la misma manera se determind € porcentgje de plantulas

anormalesy semillamuerta (ISTA ,2013).

NuUmero de plantulas Normales

—_ * 0
% PN = "N umero de semillas sembradas (400 semillas) 100%
Numero de plantulas Anormales . 1010
% PA = "NUmero de semillas sembradas (400 semillas) 100%
Numero de semilla Muerta * 100%

0, =
/o SM NUmero de semillas sembradas (400 semillas)

3.3. Segunda etapa, determinacion dela calidad fitosanitaria

El andlisis fitosanitario, se reaizd en los laboratorios DPAF de la UNA; correspondi6 a

muestras de |os periodos de segundo semestre de 2013y primer semestre de 2014.
3.3.1.Tamaio de muestra

Se selecciono la categoria certificada de semillas de frijol de las variedades INTA Cardenas
segun formula de poblaciones finitas por Fernandez (1996); para una poblacion total de 103
muestras a 90.0 % de confianza, 10.0 % de error, determinandose 41 muestras; de las
cuales 37 muestras fueron procesadas, € resto de muestras se descartaron por estar

infestadas por insectos (Anexo 9).



3.3.2.Analisismicraobiologico de la semilla

Para andlisis microbiolgico en semillas de frijol, € nimero de semillas para la deteccion
de hongos y bacterias fue de 400 semillas para cada muestra; segin reglas ISTA (2013).

Andlisis de hongosy bacterias en semillas defrijol

Para la deteccion de microorganismo en semilla se utilizo la técnica de induccién a la
esporulacion; para € andlisis de hongos y bacterias, las semillas fueron desinfectadas,
sumergidas en acohol histologico a 98.0% por dos minutos, estas se escurrieron y se
lavaron con agua destilada estéril e inmediatamente; se realizé un segundo enjuague, se
escurrid y se envolvieron en papel toalla, después se envolvieron en papel filtro estéril y se
degjaron secando por 24 horas. Las semillas se incubaron en camara himeda, con papel
filtro esterilizado, debidamente rotulado. Para determinar el porcentaje de infeccion por
bacterias se examin0 cada semilla a las 48 horas para detectar exudados y a los ocho dias

paralos hongos.
Deteccion de microorganismos internos de la semilla

Para este andlisis, se sembraron 40 semillas en 10 platos de 150 mm de diametro con medio
Y east Dextrose Carbonate (Levadura— Dextrosa— Carbonato de calcio y agar), las semillas
fueron diseccionadas longitudinalmente, procurando sembrar |a parte de los cotiledones que
contenia €l ge embrionario, posteriormente fueron desinfectadas de la misma manera,

descrita en el parrafo anterior (Anexo 10),

Luego de 48 horas, con ayuda de estereoscopio se examinaron las semillas infectadas,
luego se realizaron pruebas bioguimicas y se hicieron crecer colonias puras en medios
especificos Levadura — Dextrosa — Carbonato de calcio y agar (YDC), Nutriente agar de
levadura (NBY) y Cloruro de tetrazolium (TZC), para su respectiva identificacion.



Conservacion de cepas bacterianas de microorganismos internos de la semilla

L as cepas bacterianas con mayor porcentaje de infeccion se conservaron en agar agua, hasta
gue se utilizaron en las pruebas de patogenicidad “in vitro”, en semillas de frijol de la
variedad INTA Cardenas.

| dentificacion de bacterias

La identificacion de bacterias se realizd examinando cada semilla, después de 48 horas; se
determind & porcentaje de granos infectados con colonias bacterianas. Las semillas que se
observaron con exudado bacteriano se procedieron a sembrar en medio de cultivo de agar
nutritivo (AN) para la obtencion de cultivo puro y observacion de caracteristica de las
colonias, después de 24 horas se purifico para su posterior identificaron a través de
diferentes pruebas bioquimicas. Reaccion Gram [Hidroxido de Potasio (KOH)], Tincién
GRAM), Oxidasa, Catalasa (H205).

| dentificacion de hongos

Para laidentificacion de los hongos, se incubaron las semillas de frijol, hasta un maximo de
ocho dias, parala observacion de cada semilla de crecimiento de estructuras fructiferas, se
realizaron montgje y se observaron las mismas a microscopio en 40 X; usando clave

taxonémica de Barnett y Hunter (1998).
3.3.3.Prueba de patogenicidad “in vitro” de semilla de frijol

Se seleccionaron lotes de semilla sana, proveniente de lotes del primer semestre de 2014, de
las variedades INTA Cardenas e INTA Rojo. Para esta prueba se utilizaron un total de 30
semillas por variedad. Las semillas fueron desinfectadas por 4 minutos en alcohol
histologico a 95%, enjuagadas en dos ocasiones con agua destilada estéril, secadas con

papel filtro estéril por 24 horas.



3.3.4.Andlissdedatos

Los datos se analizaron con estadisticas descriptivas para la calidad fisica, fisiolégica y
fitosanitaria: y andlisis estadistico de correlacion para variables de calidad fisica que se
correlaciona con la calidad fisiologica fitosanitaria: utilizando los programas SAS,
INFOSTAT y Excel 2013.
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V. RESULTADOSY DISCUSION

4.1.Primera etapa, analisisde calidad fisica y fisiol6gica

L as muestras fueron colectadas por inspectores del departamento de semilla, procedentes de
lotes del sistema nacional de produccion de semillas, tales como; productores, empresas
dedicadas a la produccion de semilla, instituciones gubernamentales como € Instituto
Nicaragliense de Tecnologia Agropecuaria (INTA).

4.4.1. Andlisisdelas muestras en los semestr es estudiados

Durante los dos periodos en estudio ingresaron a laboratorio de calidad de semillas 187
muestras de semilla defrijol de diferentes categorias, 98 muestras correspondian a segundo
semestre 2013y 89 a primer semestre 2014 (Cuadro 1). La categoria de semilla certificada
de frijol fueron las analizadas en este estudio, porque representd la mayor proporcion de las
muestras recibidas y la categoria mas utilizada por los productores para la siembra. Estas
procedian principalmente de las regiones 111 y VI de Nicaragua (Cuadros 2).

Cuadro 1. Ndmero de muestras por categorias de semilla de frijol del segundo semestre
2013 y primer semestre 2014

Periodo Categorias de semillas
Genética Basica Certificada Registrada Apta
Segundo semestre 2013 7 13 63 15 0
Primer semestre 2014 0 18 40 15 16
Total 7 31 103 30 16

Cuadro 2. Procedencia de las muestras de semilla de frijol certificada del segundo semestre
2013 y primer semestre 2014

Procedencia NUmero de muestras
Tipitapa, Managua, R 111 85
Sébaco, Matagalpa, Matagalpa R VI 59
Diriomo, Diriamba, Carazo, Granada, R 1V 8
Quilali, Madriz, Somoto, Esteli, El Jicaro Region | 16
San Lucas, RACS 19
Total 187

11



4.4.2 Variedades analizadas en |os semestr es estudiados

Muestras de lotesdel 11 semestre de 2013

En e segundo semestre de 2013 se analizaron 63 muestras de la categoria certificada, de las
cuales: 58 solicitaron andlisis de humedad, 54 muestras pertenecian a la variedad INTA

Cardenasy cuatro alavariedad INTA Rojo.

Muestras de lotes ddl | semestre de 2014

En & primer semestre del 2014, se analizaron 35 muestras de lavariedad INTA Céardenasy
5delavariedad INTA Rojo de un total de 40 muestras que fueron analizadas.

4.4.3.Calidad fisica dela semilla, en los semestres estudiados

Contenido de humedad semillas defrijol, |1 semestre de 2013

En e andlisis del contenido de humedad, la variedad INTA Cardenas, 24 muestras
cumplieron con e porcentaje 6ptimo de humedad, 34 muestras no cumplieron, estos valores
correspondieron a 41.0% y 59.0% (Figura 1 y 2). De la variedad INTA Rojo, tres de
cuatro muestras cumplieron con el porcentaje dptimo para semilla de frijol. El porcentgje
optimo de humedad para semilla certificada de frijol, debe ser igual o menor a 13.0%
(MINECO et al, 2010). De las muestras que fueron analizadas en este periodo € 38%
resultaron con e contenido de humedad que establece lanorma (Figuras 3 y 4).

Contenido de humedad, semilla defrijol, | semestre de 2014

Todas las muestras de semillas analizadas, para la variedad INTA Cardenas e INTA Rojo,
cumplieron con € requisito de humedad establecido por la norma de 35 y cinco muestras
gue fueron analizadas respectivamente para cada variedad. (Figuras5y 6). (MINECO et a,
2010).
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El contenido de humedad, es un factor importante en la calidad de la semilla.,, Mederos y
Reynaldo, (2007); los granos pueden ser almacenados a una temperatura de 25 °C y un
15.4% de humedad, sin que sean detectados problemas de endurecimiento.

Existen ademés otros factores que influyen en & contenido de humedad en la semilla, como
son las condiciones de amacenamiento de la semilla que afectan su calidad. Estudio

realizado sobre la calidad en semillas de soya,

Delouche, (1973), determind, que las principales causas de problemas durante €
almacenamiento se deben a la utilizacion de semillas de baja calidad, semillas con un ato
contenido de humedad (H); periodos de amacenamiento muy largos, y amacenes

himedos, calientes, poco ventilados y con condiciones sanitarias inadecuadas.

“Bustamante (1982), considera también que e contenido de humedad es también
importante, ya que es un factor que influye en el manejo y conservacion de las semillas una

vez obtenidas”.

Pureza fisica de semilla certificada de frijol, en semestres estudiados

L os porcentgjes de pureza fisica de la semilla en las variedades analizadas resultaron en un
rango de 99.1 a 99.9% de semilla puray de 100.0% de pureza (Cuadro 3).

Cuadro 3.Pureza fisica de la semilla de frijol certificada de las variedades INTA Cardenas e
INTA Rojo del Il semestre y | semestre de 2013 y 2014

Rango de pureza dela semilla (%)
Periodo NUmer o de muestr as analizadas
99.1y 99.9 100.0
INTA Cardenas INTA Rojo | INTA Cérdenas INTA Rojo

[l Semestre 2013 7 0 59 4

| Semestre 2014 3 4 26

Tota de muestras 10 4 75 4
analizadas
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De acuerdo MINECO et al, (2011) los niveles minimos son de 98.0% para semilla pura'y
hasta un maximo de 2.0 % para materia inerte. Con relacion a nimero de semillas de otras
especies cultivadas, y especies de maleza, no se encontraron semillas; 1os resultados de los
andlisis de lacalidad fisica, cumplieron con los pardmetros establecidos por la norma.

Numero de semilla con otros defectos e imperfecciones, 11 semestre 2013

Dentro de esta clasificacion se encontraron semilla manchada, semilla con dafio mecanico y
semilla con dafio por insectos, la cantidad de muestras por cada analito se detalla a

continuacion (Cuadro 4).

Cuadro 4. Ndmero de muestras con otros defectos e imperfecciones , primer y segundo

semestre de 2013 y 2014
Period Semilla Semilla con Semilla con
eriodo i & &
Variedad Manchada y dapq d.ano por
ecanico insecto

Segundo INTA Cérdenas 48 46 51
Semestre 2013 | INTA Rojo 4 4 2
Primer INTA Cérdenas 30 30 26
Semestre 2014 INTA Rojo 5 5 S

Semilla manchada, 11 semestre 2013

En 48 de 58 muestras analizadas de la variedad INTA Cérdenas, se encontraron semillas
manchadas, equivalente al 82.7%; se encontraron desde 3 hasta un maximo 40 semillas
manchadas/ kg. (Figura 7).

En la variedad INTA Rojo, las 4 muestras, que fueron analizadas se encontraron semillas
manchadas desde 9 hasta un maximo 54 semillas/ kg (Figura 8).

Semilla manchada, Il semestre 2014

Paralavariedad INTA Cardenas, se encontraron semillas manchadas en 30 de 35 muestras,

equivalente a 85.7% y desde una hasta un maximo 37 semillas manchadas/ kg., (Figura9).
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En cinco muestras de la variedad INTA Rojo, se encontraron desde seis hasta un maximo
117 semillas manchadas/ kg. (Figura 10).
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La presencia de semillas manchadas, también es asociada a patdgenos que causan
enfermedades en vainas de frijol en campo y estos son transmitidos por semillas y afectan
la calidad de la semilla, e hongo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc-& Magn.) Scrib
como consecuencia del atague a las vainas, € patdgeno logra infestar la semillay causarle

decoloracion o deformacion (Cid, Revelesy Velasquez, 2014).

Semilla con dafio mecanico, |1 semestre 2013

En 46 de 58 muestras equivalente al 79.3%, se encontraron desde 4 hasta un maximo 57

semillas con dano mecanico delavariedad INTA Céardenas.

En las cuatro muestras de la variedad INTA Rojo se encontraron desde 13 hasta 77 semillas

con dafio mecanico en las muestras del 11 semestre de 2013 (Figurally 12).
Semilla con dafio mecanico, |1 semestre 2014

Se encontraron semillas con dafio mecanico en 30 de 35 muestras de la variedad INTA
Cardenas, equivalente al 85.7%, se encontraron desde una hasta un maximo 53 semillas con
dafio mecanico/ kg. (Figura 13). Se encontraron semillas con dafio mecanico en las nueve
muestras analizadas de la variedad INTA Rojo, equivalente a 100.0 %, se encontraron

desde seis hasta un maximo 167 semillas con dafio mecanico/ kg. (Figura 14).
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En los andlisis de la pureza fisica de la semilla, la variedad INTA Rojo, resulté con mayor
nimero de semilla con dafio mecanico, en los dos periodos de estudio. Las semillas con

menor contenido de humedad son més susceptibles a los dafios fisicos; a disminuir €
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contenido de humedad en la semilla, estas se vuelven menos pléasticas, esto predispone a la

semilla a dafio mecanico (Hernandez, 2014).
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Figura 13. Numero semilla dafio mecénico/kg, INTA Cérdenas, | semestre de 2014
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Por su forma, tamafio, anatomia, y estructurala semillade frijol es sensible alos impactos o
golpes. Cuando € contenido de humedad de la semilla es alto (mayor del5%), su tejido es
elastico y se aplasta o lesiona con facilidad al recibir un impacto; estos dafios pueden no ser
notorios a simple vista, pero los tejidos golpeados sufren lesiones internas. Por otro lado,
las semillas muy secas (menor de 15%) son fragilesy, a ser golpeadas, sufren fisuramiento
de latestay fracturas en los cotiledones 0 en € ge embrionario (Garay, Aguirre, Giraldo y
Burbano, 1996).

Garay et a (1996), en las especies leguminosas como € frijol, la semilla en su totalidad es
un embrion. Su Unica protecciodn es la cubierta (testa; por tanto, cualquier dafio causado por

el ambiente, los patdgenos, |os golpes, etc., afecta directamente ala futura planta.

Leal, 1990 (citado por Hernadndez, 2005) complementa diciendo que una semilla que se
cosecha con un contenido de humedad muy alto se puede disminuir su calidad a exponerla
a un mayor dafio mecanico, ademas de exponerse a un deterioro mas rapido que reduzca su

capacidad de almacenamiento.

Semilla con dafio por insecto, |1 semestre 2013

Se determind que, en 51 de 58 muestras, equivaente al 87.9 %, los que fluctuaron entre 3y
69 semillas con dafio por insectos kg., en lotes de lavariedad INTA Cardenas (Figura 15).

Para la variedad INTA Rojo, las semillas con dafio por insecto, fue desde 6 hasta un
maximo de 9 semillas, en 2 de 4 lotes (Figura 16).

Semilla con dafio por insecto, | semestre 2014

En las muestras de la variedad INTA Cérdenas, se encontraron semillas con dafio por
insecto en 26 de 35, equivalente a 74.2%; desde tres hasta un maximo 27 semillas con
dafio por semillal kg. (Figura 17). Paralavariedad INTA Rojo e dafio por insecto en las
cinco muestras analizadas, se encontraron desde tres hasta un méximo 103 semillas con
dafio por semilla/ kg. (Figura 18).

El mayor nimero de semillas dafiadas por insectos (103 sem/ kg.), se reportd en semillas de
la variedad INTA Rojo del | semestre de 2018, estudios relacionados con €l contenido de
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humedad y e dafio causado por insectos en la semilla, comprueban; “calentamiento de
semillas secas o calentamiento ocasionado por insectos que pueden desarrollarse en los
granos con humedad cercana a 15% o menos, |o que produce temperaturas de hasta 42 °C
(FUNICA, 2001).

Los insectos pueden causar dafios a las semillas tanto en e campo como durante el
almacenamiento, reduciendo drasticamente su calidad. Si la poblacién de insectos crece en
forma desmesurada, se produce un incremento de la temperatura y humedad de semillas,
aumento del contenido de biéxido de carbono y una reduccion del contenido de oxigeno del
medio ambiente. EI embrion puede sufrir diferentes grados de dafio o hasta morir durante la
alimentacion de los insectos en su estado de adulto o larva, o durante la ovoposicion. Si el
embrién sobrevive, las reservas del endospermo pueden ser insuficientes para € desarrollo
normal de laplantula. (FUNICA, 2001).
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4.4.4.Andlisisdelosresultados de la calidad fisica en los periodos de estudios

Las medias y la desviacion estandar, para €l contenido de humedad de los dos periodos de
estudio, fueron, 1Ceso= 14.41+1.24 y 1Css0,=10.99£0.09. El contenido de humedad en €
2013, 59.0% de las muestras, no cumplieron con € estandar de humedad, establecido en la
norma. El peso del lote con IC= 262.64+7.95 y 1C=250.67+13.19, € mayor vaor de la
media resultd del periodo 2013, debido ala mayor cantidad de muestras procesadas, parala

certificacion de semilla (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Medias y error estandar de los analisis de calidad fisica de la semilla de frijol
certificada en las variedades INTA Cardenas e INTA Rojo, segundo semestre,
2013 y primer semestre 2014

Afo de evaluacion

2013 2014 IC (u£d)
Peso del lote (qq) 262.64+7.95 250.67+13.19 258.06+7.02
Humedad (%) 14.41+1.24 10.99+0.09 13.15+0.80
Sem Man / kg 12.16+1.50 17.71+4.02 14.25+1.79
Sem D. Mec/kg 16.83+2.10 19.07+5.23 17.67+2.35
Sem D. Insc/Kg 11.56+1.63 10.58+3.02 11.195+1.52

4.4.5.Calidad fisiologica de la semilla
Germinacién, Il semestre de 2013

Los resultados del andlisis de germinacion parala variedad INTA Cérdenas, oscil6 entre el
72.0 %y 95.0 %, de las 58 muestras analizadas, 44 muestras correspondieron a 75.9 %, las
que superaron € 80.0 %, estdndar minimo de germinacion requerido; 14 muestras,
correspondientes al 24.7 % no cumplieron con € estdndar minimo (Figura 19).

Lagerminacion paralavariedad INTA Rojo, oscilo entre el 73.0% y 99.0%, solamente una

de cuatro muestras, una no cumplié con € estandar minimo (Figura 20).

Germinacién de la semilla, | semestre de 2014

La germinacion para la variedad INTA Cérdenas, oscilé entre e 80.0% y 100.0% de
germinacién, en todas las muestras de lotes analizados, cumplieron y superaron €l valor
estandar minimo del 80.0 %, (MINECO et al, 2010). Los porcentajes para la variedad
INTA Rojo oscilaron entre el 89.0 %y 99.0 % de germinacion (Figuras 21y 22).

En los lotes de semilla que resultaron con porcentajes de humedad superiores a 13.0%,
hasta un 14.5%, mostraron una germinacion por encima del parametro; esta semilla
almacenada bajo condiciones adecuadas, puede permanecer viable, sin alterar su calidad.
Los parametros de calidad para semilla certificada en la norma, no establecen una

condicion para porcentajes de humedad superiores a estandar (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Comparacion de valores entre contenido de humedad, >13.0% y germinacion,
>80.0%, en semillas analizadas en el segundo semestre, 2013.

Variable Humedad (%) Germ (%)
Media 139 84.1
Desviacion estandar 04 5.8
Minimo 131 66.0
Méximo 145 95.0

Los valores de contenido de humedad de las muestras analizadas en el primer semestre del
2013 que resultaron superiores a estandar de acuerdo a la norma, estas, presentaron
porcentajes de germinacion superiores a establecido; estos valores oscilaron entre 13.1 y
14.5%. De acuerdo a los resultados, estas muestras deberian ser almacenadas por cortos

periodos de tiempo, en condiciones especificas de almacenge.

Se ha demostrado que cuando la semillatiene ato contenido de humedad (mayor del 13%)
el poder de germinacién disminuye considerablemente después de los 90 dias de
amacenamiento (Alizaga, 1985 citado por Cid, Revelesy Véasquez, 2014).

Aguirre, (1990), concluye en su estudio de evaluacion de calidad fisiologica a contenidos
de humedad entre 10.0 y 14.0%, que esta mantiene su calidad por corto tiempo, cuando se

mantiene una temperatura de 30°C.

Cuando se amacena la semilla de frijol, en un cuarto frio, la baja temperatura disminuye su
respiracion o metabolismo y puede mantener o reducir su humedad. Al reducir €
metabolismo, la semilla conserva por més tiempo su germinacion y vigor. Asi los factores
basicos para un adecuado amacenamiento son: la humedad de la semilla, la cua debe ser
del 13.0% o0 menos, una temperatura ambiente o en cuarto frio de 20 °C 0 menos y una
humedad relativa menor del 60.0% (FAO. 2012 citado por FAO 2013).

Aguirre et a (1996), la semilla presenta datos de lectura temprana de germinacion de 95 a
94%; y semillas con 16% de H, almacenadas a 32°C, que presentaron disminuciones en su
germinacion (4 dias).
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Al tratar la semilla de frijol se ha demostrado que reduce los riesgos de dafio y perdida
provocados por hongos o insectos durante e almacenamiento, que de no aplicarlo se

pueden traducir en pérdidas de rendimiento (Trutmannet a., 1992 citado por Cid, Revelesy
Vasguez, 2014).

100 95.0%
90

80
70
60
50
40
30

20

Porcentgje de germinacion (%)

10 | N T N T T S N T S Y [ N Y [ Y N Y T [ O Y [ N N N Y N O Y Y Y Y Y A |
1 357 9111315171921232527293133353739414345474951535557
Numero de muestras, INTA Cardenas

Figura 19. Porcentaje de germinacion, variedad INTA Cérdenas, |1 semestre 2013
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Contenido de humedad y germinacion, 11 semestre de 2013

Las variables de la calidad fisica (humedad) y calidad fisiolégica (germinacion); en la
variedad INTA Cérdenas e INTA Rojo; en € andlisis estadistico de los datos para estas
variables no se encontro correlacion. No obstante, las muestras de semillas con contenido
de humedad superior al 13.0%, su germinacion resulto por arriba del 80.0%, en 24 delas 34
muestras de semillas analizadas en lavariedad INTA Cérdenas (Figura 23).

Para la variedad INTA Rojo, las muestras registraron porcentajes de germinacion por
encimadel 13.0%. Lasdelas cuaes e 75.0% de las muestras cumplieron con el porcentgje

de germinacion optimo (Figura 23).

Contenido de humedad semillas de frijol, | semestre de 2014

Para la variedad INTA Cardenas 35 cumplieron con €l porcentaje 6ptimo de humedad, de
estas € 100.0% cumplié con €l porcentagje éptimo de germinacion. Paralavariedad INTA
Rojo 5 de las muestras cumplieron con € porcentaje éptimo tanto de humedad como para

germinacion ((Figura 24).

10

Numero de muestras

INTA Cardenas INTA Rojo
& Muestras con porcentaje de humedad superior al optimo(>13.0%)
@ Cumplen con porcentaje de germinacién optimo (=80.0%)

@ No cumplen con porcentaje de germinacion optimo (<80.0%)

Figura 23. NUumero de muestras con porcentaje de humedad superior a optimo =13% vy
porcentaje de germinacion optimo, = 80%, Il semestre, 2013..
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Figura 24 Numero de muestras con porcentgje de humedad superior a Optimo <13% vy
porcentaj e de germinacion optimo, = 80%, | semestre, 2014

4.4.6.Andlisisdelosresultados de la calidad fisiol6gica en los periodos de estudios

Las mediasy error estandar, para la germinacion de los dos periodos de estudio, fueron, IC
o= 90.29£0.54 y 1Css0,=91.51£2.89. EI contenido de humedad el semestre 2013, €
59.0% de las muestras, no cumplieron con el estandar, no obstante, €l 41.0% cumplieron
con €l valor estandar de germinacion (Figura 23 y Cuadro 8).

Cuadro 7. Media y error estandar del porcentaje de germinacion, del Il semestre y |
semestre, 2014

Afo de evaluacion

2013 2014 | Cos (H£0)

Germinacion 90.29+0.54 91.51+2.89 90.75+1.15
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4.2.Segunda etapa, determinacion dela calidad sanitaria

Los géneros de hongos y bacterias sobre la superficie de las semillas correspondieron a la
variedad INTA Cardenas.

4.2.1.Porcentaje deinfeccion de semillas, || semestre 2013

En & periodo de 2013, los porcentajes de infeccion en semillas por hongos fluctuaron entre
1.0y 18.0% y de bacterias entre 1.0y 13.0% en lavariedad INTA Cardenas (Figura 25).

4.2.2.Por centaje de infeccion de semillas, | semestre 2014

L os porcentgjes de infeccién por hongos, fluctuaron entre 1.0 y 9.0% y para bacterias entre
2.0y 4.0% en lavariedad INTA Cérdenas, (Figura 26).

Los mayores porcentajes de infeccion por hongos y bacterias, se presentaron en € 1l
semestre de 2013; el 59.0% de las muestras analizadas, resultaron con contenido de
humedad del 13.2 a 14.5%, estos valores son superiores al 13.0%, establecido por lanorma
(Figuras2y 25).
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Figura 25. Porcentgje de infeccion, variedad INTA Cérdenas, 11 semestre 2013
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4.2.3. Génerosdehongosy bacteriasidentificados

Hongos identificados en la variedad INTA Céardenas, 11 semestre 2013

En esta variedad, |os hongos identificados fueron los siguientes, Septonema sp., fue e que
presento mayor frecuencia, seguido de Fusarium sp., Aspergillus sp., Verticillium sp.,
Trichoderma sp., Penicillium sp., Rhizoctonia sp., Aspergillus niger, Cladosporium sp., y
C. lindemuthianum. (Cuadro 9).

Bacterias identificadas en la variedad INTA Cardenas, Il semestre 2013

Se identificaron dos especies, Pseudomonas sp., (Cuadro 10).

Frecuencia de hongos identificados en la variedad INTA Cardenas, | semestre de 2014

Los hongos identificados, se presentaron en e siguiente orden; Fusarium sp., Aspergillus
sp., Penicillium sp., Trichoderma sp., Verticillium sp., Aspergillus niger, Rhizopus sp.,
Rhizoctonia sp., Pythium sp., y Septonema sp. (Cuadro 8).
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Frecuencia de bacterias identificados en la variedad INTA Céardenas, | semestre de 2014

Se determinaron frecuencias de aparicion de dos bacterias como Pseudomonas sp., seguido
de Bacillus sp. (Cuadro 9).

Cuadre 8. Frecuencia de géneros de hongos identificados en muestras de semillas de
INTA Cardenas, Il semestre, 2013 y | semestre de 2014

Segundo semestre, 2013 Primer semestre, 2014
Septonema sp. 100 Aspergillus sp. 40
Fusarium sp. 82 Fusarium sp. 35
Aspergillus sp. 82 Penicillium sp. 30
Verticillium sp. 71 Pythium sp. 30
Trichoderma sp. 65 C. lindemuthianum 25
Aspergillus niger 35 Verticillium sp. 20
Rhizoctonia sp. 35 Septonema sp. 10
Penicillium sp. 24 Aspergillus niger 15
Cladosporium sp. 24 Trichoderma sp. 5
C. lindemuthianum 6 Rhizoctonia sp. 5
Pythium sp. 0 Cladosporium sp. 0

Cuadre 9, Frecuencia de géneros de bacterias identificadas en muestras de semillas de
INTA Cardenas, Il semestre, 2013

Frecuencia (%)
Génerosdebacterias

Segundo semestre 2013 Primer semestre 2014

Pseudomonas sp. 94.0 15.0
Bacillus sp. 88.0 70.0

L os mayores contenidos de humedad en |a semilla se presentaron en el segundo semestre de
2013 (Cuadro 6), siendo este méas amplio que & de 2014, esto, indujo a una mayor actividad
microbiana durante €l periodo 2013.

En ambos periodos predominaron los porcentajes de infeccién por hongos que los de
bacterias (Figuras 25y 26). Losvalores delamediay e nimero de muestras con dafio por

insectos fueron mayores en 2013 (Cuadros 5y 6)
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Al aumentar |atemperatura, los hongos y los insectos crecen mas rapido y la semillatiende
aincrementar su respiracion. Con altos contenidos de humedad este proceso se aceleray las
areas de calentamiento se pueden transformar en éreas de gran actividad de hongos e
insectos (Brenes, 2007).

Los hongos causan € mayor nimero de enfermedades en plantas y ocurren con mayor
frecuencia en semillas que los virus, las bacterias, 0 nematodos (Castario-Zapata'y Zepeda,
1987).

Por |o tanto, las semillas de frijol pueden ser un medio ideal parael transporte de indculo de
patogenos de origen fungoso, viral, bacterial o viral e inclusive de nematodos. Por g emplo,
Richardson (1979), reporta 32 hongos, 12 virus, siete bacterias y un nematodo, que se

transmiten através de la semilla.

En ambos semestres se encontraron los géneros Fusarium, Rhizoctonia, Colletotrichum
lindemuthianum (Cuadro 10), patégenos de los cuales se reportan algunas especies
transmitidas por semilla. C. lindemuthianum, es conocido como antracnosis en frijol, dentro
del género Rhizoctonia, existen especies como R. solani, que produce la enfermedad

conocida como mustia hilachosa.

Laantracnosis, afecta severamente a cultivo ocasionando pérdidas totales, esta afecta todas
las partes aéreas de la planta y es capaz de transmitirse por semillas, la mustia hilachosa
produce la enfermedad conocida como mustia hilachosa, que también afecta las partes
a&reas de la planta y es capaz de transmite por semillas (COSUDE, INTA, IICA,
REDSICTA, ATC, 2010).

En una semilla de mala calidad, se pueden transportar hongos habitantes del suelo, que una
vez introducidos a campo, son muy dificiles de mangjar, como, por gjemplo, Fusarium

oxysporum Schlechtend y Rhizoctonia solani Kihn (Castaiio-Zapatay Zepeda, 1987).

También se reportaron géneros de hongos reportados como saprofitos, pero que afectan la
calidad de la semilla, Penicillium, Aspergillus, Rhyzopus, Verticillium y Cladosporium.
También se reporta la presencia de Trichoderma sp. (Cuadro 10), este ultimo esta

ampliamente vinculado a rel aciones de antagonismo con especies de hongos patogénicas.
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Recientes investigaciones concluyeron que una parte significativa del gas carbonico (CO2)
que se produce durante la respiracion, se debe al metabolismo de los insectos presentes en
los granos secos ya los microorganismos (sobre todo hongos) presentes en los granos
himedos. Cuando los hongos son los principales agentes responsables del aumento del
proceso respiratorio se puede llegar a un punto en que los granos himedos dejan de ser
organismos Vvivos y pasan a ser un substrato alimenticio de los hongos, que siguen

respirando y transformando |a materia seca de |os granos en gas carbonico, aguay calor.

Martinez, Cantillo, Garcia, (2014), menciona que los hongos que contaminan las semillas
en e campo usuamente permanecen inactivos durante su amacenamiento. Sin embargo,
los que inciden en amacén, producen afectaciones debido a su capacidad de crecer en
condiciones de baja humedad en la cuales la mayoria de los hongos no consiguen
desarrollarse. La mayoria de los hongos fitopatdgenos asociados al frijol emplean las
semillas como vehiculos de introduccion en nuevas areas donde bao condiciones

favorables pueden causar pérdidas considerables en € cultivo.

Penicillium sp., Aspergillus sp. y Alternaria sp., son considerados hongos de incidencia en
almacén (Amadi y Adeniyi, 2009)

Dentro de los medios biol 6gicos de mayor uso para €l combate de los hongos patdgenos en
los diferentes cultivos y paises se encuentra Trichoderma spp., (Gonzalez, Castellanos,
Ramosy Pérez, 2005).

En ambos semestres se reportaron Pseudomonas sp., Bacillus sp., alcanzaron porcentajes de

infeccion superiores para 2013 que €l reportado en 2014 (Figuras 25 y 26).

Enfermedades bacteriales, como e Tizon de halo (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
Van Hall), la Mancha parda (Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall), e Tizon
comun (Xanthomonas campestris pv. phaseoli Smith) y la Marchitez (Curtobacterium
flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens (Hedges) Dowson, afectan a cultivo de frijol y éreas
de produccion. Debido a que estas bacterias se transmiten por semilla, la presencia de
plantas enfermas en los campos de semillas afecta |a elegibilidad de certificacion de la

cosecha, segun la definicion de las normas de certificacion y 1os reglamentos. Los atagues
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de enfermedades bacteriales reducen e rendimiento y la calidad de la cosecha (Franc, 1998
citado por Montoyay Castafio, 2011).

4.3.Rdacion entrelasvariables de calidad fisica, fisiolégicay fitosanitaria, 2013

Se redlizaron correlaciones entre variables de calidad fisica; semilla con dafio mecanico y
semilla con dafio por insectos, semilla manchada y semilla con dafio mecanico y semilla
con dafio mecanico y contenido de humedad (Cuadro 10).

4.3.1.Correlacion dafio mecanico y dafio por insectos, INTA Céardenas, Segundo
semestre de 2013

El andlisis de correlacion entre semilla con dafio mecanico y dafio por insectos, en la
variedad INTA Cérdenas; se determind un coeficiente de determinacion, R2 = 94.0% y un
nivel de significancia de <.0001 (Cuadro 10). Esto implica que existe unafuerte correlacion
entre estas variables, en la medida que e dafio mecanico aumenta, aumenta el dafio por

insectos.

Las mediasy error estandar entre las variables dafio mecanico y dafio por insectos, 1C eso=
16.83+2.10 y IC s5.0%=11.56+1.63, mostraron menor variacion que los de 2014 (Cuadro 6).

El dafio mecanico, esta influenciado por € dafio de insectos a la semilla; estos parametros
no estan reglamentados en la norma RTCA, sin embargo, afectan la apariencia de la
semilla. Laobtencion de un producto terminado y pulido a momento de la maguilacion del

producto, que proporciona una semilla de calidad.

Jaen, (comunicacién personal, 27 de septiembre, 2018), afirma que la presencia de semilla
con dafio mecanico y semilla dafiada por insectos, resulta una entrada para €l insecto,

facilitalainfestacion (Jaen?, 2018, comunicacion personal).
4.3.2.Correlaciéon semilla manchaday dafio mecanico, |1 semestre 2013

El andlisis de correlacion entre las variables semilla manchada y semilla con dafio
mecanico en lavariedad INTA Cérdenas; se determind un coeficiente de determinacion, R?
= 96.0% y un nivel de significancia de <.0001 (Cuadro 10), existe una fuerte correlacion,

entre mas aumenta el dafio mecanico, mayor es el nimero de semilla manchada.

2 Jaen, V. JM. 2018, Seccion Calidad de Semillas, LNDFCS
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Las muestras presentaron un promedio del nimero de semilla mancha de 12.16 y un error
estandar de 1.50, para dafio mecanico, presentaron una media de 16.83, con error estandar
de 2.10, estos datos presentaron menor variacion (Cuadro 6), que los observados en € |

semestre de 2014, en donde no se encontré correlacion positiva entre estas variabl es.

Debido a que la semilla manchada, puede ser consecuencia de factores como humedad,

presencia de patdgenos......
4.3.3.Correlaciéon semilla con dafio mecanico y humedad, |1 semestre 2013

El andlisis de correlacion entre las variables semilla con dafio mecanico y humedad en la
variedad INTA Cérdenas; se determiné un coeficiente de determinacion, R? = 90.0% y un
nivel de significancia de <.0001 (Cuadro 10). En los resultados de este semestre, las
muestras presentaron un promedio del nimero de semilla con dafio mecanico de 16.83 y un
error estandar de 2.10, para el contenido de humedad, presentaron una media de 14.41, con
error estdndar de 1.24, estos datos presentaron menor variacion con respecto al dafio
mecanico que los observados en e | semestre de 2014(Cuadro 6), en donde se encontré una

correl acion débil entre las variables.

Por su forma, tamafio, anatomia, y estructurala semillade frijol es sensible alos impactos o
golpes. Cuando e contenido de humedad de la semilla es alto (mayor del5%), su tejido es
elastico y se aplasta o lesiona con facilidad al recibir un impacto; estos dafios pueden no ser
notorios a simple vista, pero los tejidos golpeados sufren lesiones internas. Por otro lado,
las semillas muy secas (menor de 15%) son fragilesy, a ser golpeadas, sufren fisuramiento
de latestay fracturas en los cotiledones 0 en € ge embrionario (Garay, Aguirre, Giraldo y
Burbano, 1996).

Leal (1990, citado por Hernadndez, 2005) complementa diciendo que una semilla que se
cosecha con un contenido de humedad muy alto se puede disminuir su calidad a exponerla
a un mayor dafio mecanico, ademas de exponerse a un deterioro mas rgpido gque reduzca su

capacidad de almacenamiento.
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4.3.4.Correlacion semilla con dafo por insectoy humedad, |1 semestre 2013

El andlisis de correlacion entre las variables semilla con dafio por insecto y humedad en la
variedad INTA Cérdenas; se determind un coeficiente de determinacion, R? = 65.0% y un
nivel de significancia de 0.0001 (Cuadro 10), existe una moderada correlacion entre estas
variables, a medida que aumenta la humedad aumenta el dafio por insectos, entre mayor es
el contenido de humedad en la asemilla, e dafio por insectos se ve incrementada
consecuencia de unamayor actividad de los mismos.

En e amacenamiento de semillas de frijol € ataque de insectos, especiamente gorgojos,
los cuales solo dejan de ser activos en semillas con una H inferior a 8% (Roberts, 1972).
Pero pueden sobrevivir en condiciones de muy bajas concentraciones de oxigeno (Aguirre,
1990).

4.3.5.Correlacion semilla manchaday dafio por insecto, |1 semestre 2013

El andlisis de correlacion entre las variables semilla manchada y semilla con dafio por
insecto en lavariedad INTA Cérdenas; se determind un coeficiente de determinacién, R2 =
91.0% y un nivel de significanciade <.0001 (Cuadro 10).

La semilla manchada y € dafio por insecto, mostraron valores de 1Coso = 12.16+1.50 y
[Ceso% = 11.56+1.63, respectivamente, mostraron menor variacion que los observados en
2014, en donde € error estandar mostro mayor variacion para estas dos variables (Cuadro
6).

Cuadro 10. Correlacion entre variables de calidad fisica, correspondientes al 2do
semestre de 2013
Humedad Seman Sedame
Semdains 0.6512 0.9063 0.94339
0.0001 <.0001 <.0001
Sedame 0.90349 0.96301 1.0
<.0001 <.0001

Germ = Germinacion; Sedame = Semilla con dafio mecéanico; Seman = Semilla manchada;
Semdains=Semilla con dafio por insectos.
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V. CONCLUSIONES

Las muestras analizadas en semillas de frijol para las variedades INTA Cérdenas e INTA
Rojo, de los dos periodos de estudio, cumplieron con la calidad fisica, de acuerdo a la
norma, no obstante, las germinaciones de las muestras en el primer periodo resultaron con
porcentaje > 80%, estas semillas deberian ser aimacenadas por cortos periodos de tiempo,

en condiciones especificas de almacenamiento, para el mantener su viabilidad

Los géneros de hongos y bacterias identificados en la testa de las semillas son especies
saprofitas y de amaceén, los porcentajes de infeccion resultaron més atos en los andlisis del
primer semestre; esto se relaciona con los valores medios de contenido de humedad >14%
Estas especies identificadas fueron: Septonema, Fusarium y Aspergillus, Verticillium,
Trichoderma, Rhizopus, Penicillium, Colletotrichum lindemuthianumy Pythiumy el género
de bacteria Pseudomonas

Se determino correlacion entre las variables de calidad fisica, de 2013 la relacion entre
semilla manchada y dafio mecanico fue del 96.0%, seguido de dafio mecanico y dafio por
insectos 94.0%, semilla manchada y dafio por insecto fue de 91.0%, dafio mecéanico y
humedad fue de 90.0% y dafio por insecto con contenido de humedad, fue moderada con

65.0%. En €&l 2014 no hubo correlacion significativa entre las variables de calidad fisica.
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VI. RECOMENDACIONES

Las semillas presentan porcentgje de humedades superiores al 13% hasta un 14%; se

recomienda almacenarlas por periodos no mayor a 30 dias atemperaturas < 30 °C

Redlizar estudios de identificacion de Bacillus sp. en otras variedades de frijol certificadas

por método convencional y por PCR, para confirmar o descartar su presencia.
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Anexe 1.Definiciones;

Aislamiento: separacion en tiempo, distancia o barrera fisica, establecidos en un reglamento
técnico, por la cua unafuente semillera se aparta de individuos u otras fuentes no deseables
paraevitar su contaminacion.

Categoria de semillas: es la generacion mediante la cua se identifica la fase de
reproduccion o multiplicacion de una semilla sujeta a certificacion y que responde a
determinados estandares de calidad.

Estéandares de campo: parametros de calidad fijados en un programa de certificacion, a
través de un reglamento técnico, que deben cumplir los campos o areas de reproduccion de
semilla.

Estandares de |aboratorio: parametros de calidad fijados en un programa de certificacion de
semillas, que debe alcanzar una muestra representativa de un lote de semilla, establecidos a
través de un reglamento técnico.

Germinacion: emergencia y desarrollo a partir del embrion de la semilla, de aquellas
estructuras esenciales que para la clase de semilla que se estd ensayando, indican la
capacidad para desarrollarse en planta normal bajo condiciones favorables en el suelo.

Humedad de la semilla contenido de agua en la semilla, generalmente expresado en
porcentaje (%).

Lote de semilla: cantidad especifica de semillas, fisicamente identificable, respecto del cual
se puede emitir un certificado oficial de andlisis de calidad.

Malezas comunes: son todas aquellas que compiten con € cultivo por espacio, agua, luz,
nutrientes, pero que son de fé&cil control en campo y eliminacién durante el
acondicionamiento de la semilladel cultivo en cuestion.

Malezas nocivas. son plantas indeseables que presentan caracteristicas inconvenientes que
dificultan su erradicacion una vez establecidas en una zona, o que interfieren en las
préacticas agrondmicas normales del cultivo, o sirven como hospederas de plagas o
enfermedades, 0 que su habito de crecimiento afecte € desarrollo normal del cultivo y que
son de dificil eliminacion en campo o durante el proceso de acondicionamiento.

Materia inerte: son fragmentos de semilla, estructuras no definidas como semilla pura y
toda otra materia denominada como tal por ISTA.

Muestra: cantidad de semilla representativa de un lote, que se obtiene mediante la
combinacion y mezcla de submuestras tomadas al azar de diferentes puntos del lote.
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Otras semillas: son semillas 0 pseudo semillas de cualquier especie vegeta distinta a la
semillapura.

Plaga: son patdgenos o forma de vida animal o vegetal potencia mente dafiina para plantas
en genera y sus productos.

Plantas fuera de tipo: son plantas de la misma variedad que se esta reproduciendo, o de otra
variedad, que se diferencian del cultivar en la expresion de una 0 més caracteristicas
morfolégicas o fisioldgicas como: pigmentacién, pubescencia en talos y hojas, color,
forma, tamafo de flores y sus partes, color, tamafio del fruto y semilla o caracteristicas de
maduracién, macollamiento, esterilidad masculina u otros.

Semilla certificada: primera generacién de la semilla Registrada o de una categoria superior
y que cumple con |os estandares establ ecidos para esta categoria en € presente reglamento.

Semilla de fundacion o basica: primera generacion obtenida a partir de la siembra de la
semilla genética, madre o de la basica'y que cumple con los estandares establecidos para
esta categoriaen € presente reglamento.

Semilla genética o0 madre: semilla origina de un cultivar o variedad, resultante del proceso
de meoramiento genético, que permanece bajo e control del fitomegorador y que
constituye lafuenteinicial parala produccion de semillabésica o de fundacion.

Semilla pura: son las semillas de especies encontradas como predominantes en e andlisis,
incluyendo todas las variedades botanicas y cultivares de dichas especies. Incluye todas las
denominaciones brindadas por laISTA.

Semilla registrada: primera generacion obtenida a partir de la siembra de la semilla de
Fundacién o Basicay que cumple con los estdndares establ ecidos para esta categoria en €
presente reglamento.

Semilla: toda estructura vegetal destinada a la reproduccion sexual o multiplicacion asexual
de una especie, tales como semilla botanica, esquejes, estacas, injertos-patrones, yemas,
bulbos, rizomas, tubérculos, in vitro y otros.

Semillas de otros cultivos: aguellas semillas de especies cultivadas diferentes a la que es
objeto de analisis o certificacion.

Variedad: conjunto de individuos botanicos cultivados que se definen e identifican por
determinados caracteres genéticos, morfoldgicos, fisiolégicos, citoldgicos, quimicos, u
otros y que mantiene su homogeneidad y estabilidad a reproducirse o multiplicarse.
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Anexe 2.Férmulas para e calculo del tamafio de la muestra a partir de poblaciones
finitas

51 la poblacioa es himita, es decir conocemos el total de la poblacion y descasemos saber cuantos del total
tendremos que estudiar la respuesta soria:

N.-.E;{;pa.q

H -
a*H N -1)+Z2*p*q

Segun diferentes seguridades el coeficiente de Z, varia, asi:

51 la segundad 7, fuese del 9% ol cochiciente seria | 645
51 la segundad ., fuese del 95% ¢l cocficiente seria .96

Si la seguridad Z,, fuese del 97.5% el coeficiente serin 2.24
5i la seguridad Z,; fuese del 99%% el coeficiente seria 2.576

LI B

50



Ancxo 3.Diagrama del flujo de las actividades realizadas durante e desarrollo del

-

Ensayo de germinacion
(400 semillas)

Registros, revision y
emisién de resultados

estudio
Muestra Muestra para andlisis Contra muestra
(1.0a2.0kg) (1.0kg) (1.0kg)
Homogenizacion
Andlisis de Muestra Andlisis de Calidad
Calidad Fisica detrabajo Fitosanitaria
(700.0 g)
Pureza Otrosandlisise Andlisis A p':tr;?g;;
fisica imperfecciones entomol égico (400 semillas)
Semillasde malezay Andliss de
otras especies bacterias
Andlisis de Calidad Andlisis de
Fisiologica hongos
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Anexe 4.Remision de muestras de semilla paraandlisis
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Anexe 5.Hojade remision de muestras a LNDFCS, FT 5.17.0.5
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Anexo 6.Homogeneizadores de semillas, utilizados en el LNDFCS.

5T

Anexe 7.Medidor de humedad electrénico, Dickey John




Anexe 8.Férmula para determinar la purezafisica

Peso de la semilla (pura, materia inerte y
% = otras especi es) en gramos * 100%
Peso de la muestra de trabajo (700.0 g)

Anexe 9.Porcentgje de semilla manchada, dafio por insecto, dafio mecanico.

Peso de la semilla (manchada o dafio por
Xa = insecto o dafio mecanico) * 100 %
Peso de la muestra de trabajo (700.0 g)

Anexe 10.Numero de semillas por kilogramo

Numero de semillas en la muestra de

Xb = trabgjo * 1000 g
Peso de la muestra de trabajo (700.0 Q)

55



Anexe 11.Invernadero, Mesas de concreto, de 106 por 138 cm., para ensayos de

germinacion entre arena.

Bpbedilo

—

& “'“""""‘I oo
uﬂmn'_.
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Anexe 13. Plantulas defrijol en invernadero del LNDFCS de IPSA.

aVista generad de las plantulas en aComparacion entre plantulas Anormaes vy
sustrato arena Normales en una muestra de frijol INTA
Cérdenas, categoria certificada

Amnexe 14.Diagramade diluciones en serie (Lehmann, 1987; Schroder, 1980)

2.0ml 20ml 20ml 20md 20 ml 20 ml

200l 150l 180! 180ml 150l 15.0ml 15.0 =1
=xi 22 20 2200 o 2000 22 20000 2: 200000 2 2000000
10! 10 1t 1o 1ot 10

o

Ancxe 15.Esquema de pruebas bioguimicas para identificacion de bacterias
fitopatogenas.

El patégeno es aerdbico, Gram positivo, con en forma de baston corto.
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Anexe 16.Medios de cultivos utilizados paraidentificar |os microorganismos

Medios generales:

NA (Nutriente Agar):

Aplicar 20.0 g., de AN por cada 1.0 L de agua destilada

PDA (Papa Dextrosay Agar)

Trozos de papa 250 g

Agar Agar20 g

Dextrosa20 g

Aguadestiladal.O L

Preparacion: Cocer |os trozos de papa en 1.0 L de agua destilada por 30 minutos, o cuando
el agua comience a hervir, filtrar a través de una gasa, se competa € Litro con agua
destilada, luego agregar €l Agar Agar y la dextrosa, disolver en Bafio Maria, esterilizar en
Autoclave 1 121° por veinte minutosy verter en placas petri.

Nutrient broth yeast extract (NBY) agar (Vidaver, 1967)

Nutrient broth 8.0 g

Y east extract2.0 g

K2HPO4 2.0g

KH2PO40.5 g

Glucose 2.59g

Agar 15.09

Distilled water 1.0 L

Dissolve ingredients and sterilize by autoclaving at 115 C for 20 min.

YDC

Extracto de levadural0.0 g
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Glucosa (Dextrosa)20.0 g

Carbonato de Calcio20.0 g

Agarl5.0g

Aguadestiladal.0 L

Preparacion: Aplicar todos los ingredientes en 1.0 litro de agua destilada, luego calentar €l
cqmpu&eto en bafio Maria hasta hervir, luego esterilizar en autoclave a 121°C por 15
minutos.

TZC:

Nutriente Broth8.0 g

Extracto de Levadura2.0 g

K2HPO42.0 g

KH2PO40.5 g

Agar Agarl5.0g

Aguadestiladal.0 L
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Amnexe 17, Corte longitudinal de la semilla de frijol, e cotiledon que contenia e ge

embrionario, se sembro en medio ydc
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Amnexe 18.Registro de resultados de calidad de semillas

Codigo de la mussta;
Preducor:
Mupestra de trabajo {gr. 1

Fecha d= siembra;

REGISTRC DE ANALISIS OE SEMILLAS

Cuslfiwo:

Lok

Semilla pura {gr}:

Peso:

Fecha de anglisis:

Wariedad:

Materia Inere {gr):

ANALI B FISOLOECD:

MIFESTRA IE TH AE AJD PARA ANALIEE
DE MALETA S ar.

GERMINA CICGH P M b

Primer Plants Plants= Semillzs| Semillas Semillas Enoaniradas BEE.IME

COMes normales  snormales  muerias frescas duras g
OBSERVACIONES:

Codigode ls mussta:
Producor:
Muwestra de trsbajo {gr.}

Frooha de Siembra:

REGISTRC DE ANALISIS OFE SEMILLAS

Cueltivo:

Lo

Semilla pura {gr)

Peso:

Fooha de analisis:

Wanedsd:

Msateris Inere {gr}:

ANALI B3 FIHOLOECD:

MIUE STRA [FE TR AE AJD PARA ARALINE
DEMALETAE: ar.

GERMIMA CHIN KF de
Especies EEF:'I“;:‘.‘
Primer Fiznts Flants Semillzs | Semillas Semillas Vizhilidzd Enoontradss Ko
conteo normales anormales muerss frescas duras (%) =
OBSERVACIONES:
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Ancxe 19.Resultado de andlisis de Calidad de Semillas, FT 5.20.0.2

(_ RESULTADO DE ANALISIS ) N* 27061

Fecha de andlisls:

Cadign W°
DESCRIPCION DEL LOTE
Propictanio: Cultiva;
Peso de Lote: ot Contenidode humedad_______ %
ANALISIS FISICO
ANALISIS FISIOLOGICO
PURETA (% sn peso) GERMINACION (% on nimenn de semillas) % %
Bamilla |Malaria| Sorilas Evmfias | Primar PODER GERMINACION (%) _ Vaior
Purs | Inoris | o e B Comod P i [— [—— [ Wiahilignd Cuttural
nwian | Biske i e it mran Smrm— el
OTROS ANALISIS
Semilla manchada % (S%g) Sernilla Germinada % (3Kg)
Dafes por Miquing % (5%g) Daha por Insectos % [5%Kg)
N* Sermilla )/ Libwras: — N Larvas; B Achultos:

Otras Variedades % (S%g)

MALEZAS HOCIVAS (ghg)
Mombre Comin

Nombre Cientifico , Unidades/Kg S

OBSERVACIONES:

JEFE LABORATORIO DE SEMILLAS
Manapua, del mes de

RECIBl CONFORME
2m
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Anexe 20.Pardmetros de campo y de laboratorio para las diferentes categorias de
frijol, segin MINECO (NTON 11 028 - 10/ RTCA 65.05.53:10).

Semilla certificada de frijol

FACTOR ESTANDAR
CAMPO
Lote o area de produccion 6 meses?
Plantas fuera de tipo 1/2000
LABORATORIO
Semillas de otras variedades 6 /kg
Semilla pura (minimo) 98%
Materia inerte (maximo) 2%
Semillas de malezas nocivas 0
Semillas de otros cultivos 0
Humedad (maximo) 13%
Germinacion (minimo) 80%
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Ancxe 2 1.Correlaciones entre variables de calidad fisica, |11 semestre 2013

35

S 3 y=4013x+0027

9 25 | Rz=0.89
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2 ol

l "

o) 05 “...-'

0 T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8
Dafio mecanico (%)

0.7 -

06 - e
e y = 0.2563x - 3.0035
05 - Re=08163 .-®
804 1
£ 03 -

3 02 4
g 02
’% 0.1 1
D O -% T 1
o1l 712 13 14
-0.2 -
Humedad (%)

0.7 1

06 y =0.1368x - 0.0093 *

' R2=0.9274 .-

g 051 e
8 04 1
S 0.3
£
g%
A 01 A
O ‘ T T 1
2 4 6
0.1

Semilla manchada (%)

Darfio mecanico (%)

Dafio por insecto (%)

| L]
0]1368x - 0.0093 g
R2=0.9274
*— : .
2 4 6
Semilla manchada (%)
L]
y =0.9793x - 11.433
R?=0.6585
L]
noo 12 13 14
Contenido de humedad (%)
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