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“Conservacion de semillas de especies silvestres y cultivadas del género Arachis: evaluacion de

factores para determinar el método 6ptimo”

RESUMEN

Los bancos de germoplasma poseen colecciones muy diversas de recursos fitogenéticos, y su objetivo
general es la conservaciéon a largo plazo y la accesibilidad del germoplasma para los fitomejoradores,
investigadores y otros usuarios. Los recursos fitogenéticos constituyen el material de partida para el
mejoramiento de cultivos, y su conservacion y uso es esencial para la seguridad alimentaria y nutricional
mundial. Su conservacion depende de una gestién eficaz y eficiente de los bancos de germoplasma mediante
la aplicacion de normas y procedimientos que aseguren la continua supervivencia y disponibilidad de los
mismos. En este contexto, en el presente trabajo se realizaron ensayos utilizando diversos factores para
determinar el método 6ptimo de conservacién de semillas tanto de especies silvestres como cultivadas del
género Arachis. En los ensayos se utilizaron 4 factores: tiempo de conservacion(3, 6 y 9
meses), temperatura (5°C, -20°C y -80°C); tipo de empaque (sobre de papel y envasado al vacio en bolsas
gofradas) y presencia/ausencia de pericarpio. Los cultivares de A. hypogaea fueron evaluadas mediante 12
combinaciones diferentes de los factores y en cada una se colocaron un total de 45 semillas. Cada tres meses
se realizaron pruebas de germinacion/viabilidad, utilizando para ello 15 semillas de cada combinacion. En lo
gue respecta a las silvestres (A. williamsii y A. trinitensis), dado que la disponibilidad de semillas es menor,
s6lo se llevaron a cabo 4 ensayos: con dos temperaturas diferentes, -20°C y -80°C; con ausencia y presencia
de pericarpio; y en sobres y al vacio, y pruebas de tetrazolio a los 3 y 9 meses. Como resultado, no fue posible
determinar un tratamiento 6ptimo Unico para los cultivares de A. hypogaea 'y manies silvestres, ya que
dependen de la fisiologia particular de cada material. Sin embargo, los ensayos realizados permitieron
determinar que las semillas con pericarpio y empaquetadas al vacio presentan mejor comportamiento en las

pruebas de viabilidad.
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1. INTRODUCCION

Arachis es un género nativo de América del sur y comprende 83 especies de plantas anuales,
bienales y perennes (Krapovickas y Gregory 1994; Valls y Simpson 2005; Valls et al. 2013; Santana y Valls
2015; Valls y Simpson 2017; Seijo et al. 2021), las cuales han sido clasificadas en nueve secciones
basadas en caracteristicas morfoldgicas, cromosdémicas, compatibilidad en los cruzamientos y fertilidad de
los hibridos (Krapovickas y Gregory 1994). Su distribucién se extiende desde la Cordillera de los Andes
en Bolivia y el norte de Argentina hasta la costa atlantica en Brasil y desde las cabeceras de los rios
Mamoré y Guaporé en el norte de Bolivia y los rios Tocantins en el centro de Brasil, hasta la costa norte
del Rio de la Plata en Uruguay (Robledo y Seijo 2010).

Dentro del género Arachis se incluye al mani cultivado clasificado por el botanico Linneo en 1753
como Arachis hypogaea, es una especie importante en la agricultura a nivel mundial, cuyas semillas
presentan altos contenidos de proteinas, aceites, 50% de grasas insaturadas que ayudan a disminuir el
colesterol y pueden ser consumidas libremente (Alava, 2012), minerales y vitaminas. El mani es la
leguminosa de grano mas extendida en el mundo, cultivada en 111 paises de los trépicos y subtropicos,
con una produccion total aproximada de 49 millones de toneladas métricas en 2019 (FAOSTAT 2021). Los
mayores productores del mundo de mani con cascara son China, Nigeria, Sudan y USA, encontrandose

Argentina en el 8vo. lugar con el 2,7% de la produccion mundial (SISA 2020-2021).

En Argentina, el mani representa uno de los cultivos regionales tipicos de nuestra agricultura
concentrandose en el Centro-Sur de la provincia de Cordoba el 96 % de la produccion primaria nacional y
la totalidad del proceso industrial de la misma (Fernandez y Giayetto 2017). El resto de la produccion se
localiza en las provincias de San Luis y La Pampa (5% y 3% de la produccion nacional, respectivamente),
y en menor proporcion en Buenos Aires, Salta, Santa Fe y Jujuy (Campana 2017/2018, Fuente: Datos
Abiertos, Secretaria de Gobierno de Agroindustria). En la region NEA, la produccion es a pequefia escala
y es llevada a cabo con semillas de seleccién propia conservadas de generacion en generacién, con
tecnologias de bajos insumos, con destino para autoconsumo y para el comercio local. Actualmente existe
una gran diversidad de variedades locales que fueron resguardadas por las familias agricultoras
constituyéndose en un area de conservacion in situ de germoplasma de alto valor para la humanidad
(Pérez et al. 2021).

En cuanto a las especies silvestres, algunas son utilizadas por su potencial forrajero en la produccion
animal, como es el caso de A. pintoi, ya que presentan una elevada calidad nutritiva y fijan simbiéticamente
el nitrégeno atmosférico junto a bacterias del género Rhizobium (Pérez y Pizarro 2006). Asimismo, el
germoplasma de las especies silvestres es de suma importancia en programas de mejoramiento genético
de los cultivares tradicionales, ya que presentan mayor variabilidad genética y caracteres agrondmicos
utiles para incorporar a A. hypogaea (Holbrook y Stalker 2003), por lo que los recursos fitogenéticos son

valiosos y necesaria su conservacion.

La estrategia actual de conservacion de variabilidad comprende dos formas principales:
conservacion in situ y ex situ. En el caso de la in situ, segun se trate de especies silvestres o cultivadas
difiere la metodologia. En las especies silvestres se identifican areas ecolégicas especificas y las

instituciones especializadas mantienen el equilibrio ecolégico con un minimo de intervencion del hombre;
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en tanto que, con las cultivadas, se determinan chacras de familias agricultoras que realicen el cultivo
mantenido por mas de 40 afios para definirlas como variedad local (o, cuando los agricultores registran
haber sembrado la misma semilla que sus padres u otros agricultores mayores). En cuanto a la
conservacion ex situ, consiste en almacenar semillas, plantas y/o tejidos in vitro en lugares adecuados,
para mantener su variabilidad mediante regeneraciones sucesivas. Es decir, busca mantener el
germoplasma fuera de sus ambientes originales, ya sea en forma de plantas, semillas, tubérculos o
propagulos en sitios denominados bancos de germoplasma (Hong et al. 1998; Franco 2008). Asimismo,
presenta ventajas con respecto a la conservacién en el propio habitat natural ya que, al concentrar todo el
material genético y su informacion asociada se reducen los costos, mejora el control, y se facilita el

suministro de material a todo tipo de usuario.

La conservacion ex situ es el medio mas utilizado para preservar los recursos fitogenéticos. La
misma se lleva a cabo en instalaciones especializadas, las cuales estan a cargo de instituciones publicas
o privadas que actuan independientemente o en red junto con otras instituciones. Este tipo de conservaciéon

se lleva a cabo mediante la gestion de los bancos de germoplasma.

El material vegetal en los bancos de germoplasma es preservado en diferentes formas,
principalmente como semillas, las cuales deben mantener su viabilidad y para ello se llevan a cabo las
siguientes tareas: recoleccién del material, acondicionamiento del material, secado, almacenamiento,
regeneracion para mantener stock (Rao et al. 2007). La recoleccion del material se realiza en areas de
conocida diversidad genética o mediante donaciones de otros centros. Una vez obtenidas las muestras,
las semillas se registran y se incorporan a la coleccién, siempre y cuando cumplan con los estdndares
requeridos de cantidad y calidad, y con la informacion de pasaporte asociada a ellas. Posteriormente, se
debe limpiar, determinar el contenido de humedad, secar, evaluar la viabilidad y empacar para luego ser
almacenadas en condiciones adecuadas. La regeneracion se debe hacer en condiciones 6ptimas para

mantener la integridad genética y maximizar la longevidad (FAO/IPGRI, 1994).

El almacenamiento en forma de semillas, por tratarse de un método practico y econdmico, ha
permitido conservar el 90% de los 7.4 millones de accesiones mantenidas en colecciones ex situ en todo
el mundo (FAO 2011). Es, ademas, el principal método de conservacion de las especies que producen
semillas ortodoxas, es decir, que resisten la desecacion a contenidos de humedad bajos y el
almacenamiento a temperaturas muy bajas. La mayoria de las especies cultivables y forrajeras, y muchas
especies arboéreas, producen este tipo de semilla. Las técnicas para conservar semillas ortodoxas a largo
plazo se han perfeccionado durante varias décadas e incluyen el secado de las semillas hasta lograr un
contenido de humedad bajo (3-7% de peso fresco, dependiendo de la especie) y el almacenamiento en
recipientes herméticos, a bajas temperaturas (-20 °C y a -80 °C). Para la conservacion a mediano plazo,
menos de 10 afios (colecciones activas), se recomienda la conservacion de las semillas con un contenido
de humedad del 7-8% y a una temperatura de almacenamiento comprendida entre 0°C y 10°C (Rao et al.
2007). Tanto la temperatura de conservacién como el contenido de humedad de las semillas son los

factores clave en la conservacion de semillas a corto, mediano y largo plazo.

Desde la creacion del Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE) en el afio 1977, en dicha institucién

se realiza la conservacion de semillas y plantas vivas de especies de diversas familias de plantas. Entre



ellas, especies del género Arachis, que son utilizadas para el desarrollo de investigaciones cientificas en
diversas areas (taxonomia, citogenética clasica y molecular, premejoramiento). El material conservado en
el IBONE proviene de colecciones a campo realizadas por el personal de la institucion o desde otras
instituciones tanto nacionales (INTA-Manfredi) como extranjeras (Texas Experiment Agricultural Station,
Stephenville, Texas, USA; Centro Nacional de Recursos Genéticos, Brasilia, Brasil), y es conservado como

semillas o como plantas vivas en invernaculos.

La coleccion de semillas del IBONE del género Arachis actualmente es secada al aire el tiempo
necesario para reducir su humedad al 7-9 % aproximadamente y se mantiene en equipos de refrigeracion
entre 0°C y 5°C. Dependiendo de la especie conservan su poder germinativo (PG) entre 5 a 10 afios con
un porcentaje de viabilidad muy bajo. Hasta el momento no se han realizado ensayos adecuados para

determinar las condiciones ideales de conservacion de estas semillas en nuestro banco.

En este contexto, en el presente trabajo final de graduacion, se propone la realizacién de ensayos
utilizando diversas variables (temperatura, presencia/ausencia de pericarpio y empaque) para determinar
el método 6ptimo de conservacion de semillas tanto de especies silvestres como cultivadas del género

Arachis.
2. OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES
2.1. Objetivo General

- Determinar el método de conservacion ex-situ 6ptimo de semillas del género Arachis para la

conservacion a corto plazo de las especies de este género.
2.2. Objetivos Especificos
Determinar para A. hypogaea L. y especies silvestres de Arachis (A. trinitensis 'y A williamsii):
- La temperatura 6ptima de conservacioén de las semillas.
- La eficiencia del empaque al vacio vs. sobre de papel en la conservacion de las semillas.
- La eficiencia de la conservacion de semillas con pericarpio vs. sin pericarpio.
1. HIPOTESIS DEL TRABAJO

- Las semillas de las especies silvestres y cultivadas del género Arachis, durante su almacenamiento

a una temperatura de conservacién -80°C. y a corto plazo presentan una viabilidad alta.

-Entre las formas de empaquetado, las bolsas cerradas al vacio permiten una mayor eficiencia en

la conservacion de las semillas tanto de las razas cultivadas como en las especies silvestres.

- El almacenamiento a bajas temperaturas de las semillas con pericarpio de las especies cultivadas

y las especies silvestres permiten mantener por mucho mas tiempo una alta viabilidad.



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales

En cuanto al material de A. hypogaea (mani cultivado) se utilizaron semillas de tres cultivares (C46, C47 y
C48) provenientes de las chacras de familias agricultoras del Paraje Arenrugua en el Dpto. de General Paz
(Corrientes), obtenidas en el marco de proyectos PDTS (PI18PD01) y UNNE en el medio (Res. 194/19-
Res. 279/20- Res. 0430/22).

El criterio utilizado para la eleccion de las accesiones de semillas de mani cultivado fue semillas de

diferentes tamafo y color.

Las semillas de las especies silvestres utilizadas en este trabajo provienen del Banco de Germoplasma
BGCTES (IBONE-FCA UNNE). Para los ensayos se seleccionaron las especies de A. frinitensis y A.
williamsii Krapov. & W.C. Gregory, WCI 1117, Universidad Técnica del Beni, Dep. Beni, Trinidad Bolivia.

El criterio utilizado para la eleccion de las especies silvestres fue la disponibilidad de semillas, ya que el
promedio conservado por entrada del banco es de 20 semillas, lo cual es un nimero muy reducido para

realizar este tipo de ensayos.
4.2. Métodos
4.2.1. Cosecha de las especies cultivadas

La cosecha de las especies cultivadas de A. hypogaea se realizé en el Campo Didactico Experimental
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA-UNNE). La misma se llevé a cabo de manera
manual, desenterrando las plantas y arrancando los frutos (Fig. 1). Los frutos extraidos fueron colocados
dentro de bolsas de nylon, con sus respectivas etiquetas y llevados al IBONE donde se procedié al secado

de los mismos.
4.2.2. Cosecha de las especies silvestres

La cosecha de las especies silvestres de Arachis (A. trinitensis y A. williamsii) se llevé a cabo en los
invernaculos del IBONE ubicado en el Campus Sargento Cabral (UNNE) (Fig. 3a). Las mismas se

encontraban en macetas y la cosecha se realizé pasando la tierra por un tamiz para retener los frutos.



Figura 1. Cosecha de los frutos de A. hypogaea en el campo experimental FCA-UNNE.

4.2.3. Secado de los frutos de las especies cultivadas

Para proceder al secado de los frutos, se colocaron los mismos en cestos de plasticos con una red de
media sombra en la base (Fig. 2a) y luego puestos al sol durante el dia por una semana aproximadamente.
Para calcular la diferencia de peso fresco y obtener un porcentaje de humedad de 3-7 % propuesto por
Rao et al. (2007), se colocaron 100 gr. de frutos en sobres de papel y se pesaron en una balanza de
precision (Fig. 2b, ¢ y d), hasta alcanzar el contenido de humedad deseado para el posterior

almacenamiento. El contenido de humedad de las semillas se midi6 mediante la siguiente férmula:

CHS (%) = Pesos fresco- pesos seco /peso fresco x 100

Figura 2. Secado de frutos de A. hypogaea. a- frutos colocados en cestos de plasticos luego de la cosecha. b- Balanza
de precision utilizada para controlar el peso fresco de las semillas. ¢ y d- semillas en sobres de papel para su posterior
secado.



4.2.4. Secado de los frutos de las especies silvestres

Los frutos se secaron por medio de una secadora casera (gentileza de la catedra de Forrajicultura, FCA-
UNNE), armada en un armario con puertas en cuya parte inferior se colocaron dos velas emitiendo calor y
un ventilador en la parte superior que al encender permite que el aire circule en sentido ascendente, es
decir desde abajo hacia arriba; en tanto que en distintos niveles del armario se colocan sobres de papel
con semillas en estantes que permiten la circulacion del aire (Fig. 3b). La temperatura de secado fue

constante (controlada por un termostato) a 32°C +- 3°C. Este secado se realiz6 durante 5 dias.

PR
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Figura 3. a- Coleccion de manies silvestres en el invernaculo del IBONE. b y c- Secadora utilizada para el secado
de frutos de manies silvestres.

4.3. Determinacion de la viabilidad de semillas de las especies cultivadas

Para determinar la viabilidad de las semillas de A. hypogaea se llevaron a cabo ensayos de germinacion,

los cuales fueron realizados antes y después del almacenamiento de las mismas.
4.3.1. Ensayos de germinacion

Para la evaluacion de la germinacion, se utilizaron bandejas plasticas con algodén y papel secante en la
base. Las bandejas fueron previamente esterilizadas con alcohol y sometidas luego a flujo laminar con luz
UV durante 10 min para desinfectarlas completamente. En cuanto al papel secante y al algodon se
envolvieron en papel de aluminio y se esterilizaron en autoclave. Posterior a la esterilizacion, los
germinadores fueron humedecidos con agua destilada estérii y se utilizd el fungicida Captan
(férmula: C9H8CI3ZNO2S) en una proporcion 2 gr/L para evitar el crecimiento de hongos. En cada bandeja
se colocaron 5 semillas de cada cultivar (C46, C47 y C48) y se realizaron 3 repeticiones (R1, R2 y R3)
para cada cultivar (un total de 15 semillas). Previa a la colocacién en cada uno de los germinadores, las
semillas fueron colocadas en agua caliente a 70°C durante 5 min. Los germinadores se incubaron en estufa
entre 27°C y 30°C en oscuridad y se mantuvieron humedas con agua y fungicida Captan dia por medio
(Fig. 4 a,d y c).



4.3.2. Prueba de Viabilidad

Para determinar el porcentaje de semillas germinadas se realizé un conteo inicial de las mismas a los 5
dias de la siembra y un conteo final a los 10 dias. (segun protocolo de ISTA, 2016). Las semillas se
consideraban como germinadas cuando las radiculas presentaban una longitud aproximadamente de 3
mm, como indica Rodriguez et al. (2008), las semillas que no alcanzaban esta longitud se consideraban
semillas sin germinar (%SSG). El porcentaje de semillas germinadas se determiné a través del calculo del

Poder Germinativo (PG), el mismo se representa mediante la siguiente férmula:
PG= (Semillas germinadas) / (Total de semillas puestas a germinar) x100

Una vez determinada la viabilidad se procedié a medir caracteristicas de las plantulas que indicaban si las
mismas eran normales o anormales siguiendo los criterios establecidos por las normas ISTA (2016). Estos
datos se expresaron como porcentaje de plantulas normales (%PN) y anormales (%PA). Para ello, después
del segundo conteo del poder germinativo, fueron trasplantadas en bandejas semilleras y en vasitos de

plastico, los cuales contenian arena esterilizada previamente en autoclave (Fig. 4 d y e).

Figura 4. Determinacion de la viabilidad de las semillas de A. hypogaea. a- Germinadores con las semillas
cultivadas, con base de algodon y papel secante. b- Germinadores puesto en estufa a una temperatura de 27 a
30°C. c- Regado de los germinadores. d y e- Bandejas y vasitos de plasticos con plantulas de A. hypogaea.

Para la determinacion del PG, se consideraron semillas con germinacién normal a las que entre los 5y 10
dias presentaban radiculas largas y delgadas de 3 a 5 cm (Figs. 5 a, b y c), anormales, a las que
presentaron raices atrofiadas, necréticas y con los cotiledones separados, decolorados y necroticos (Figs.
5d, e, fy g), hipocétilos gruesos y con forma de bucle (Figs. 5 h, i y j). Raices e hipocétilo con los extremos
divididos (Fig. 5 k), En cuanto a las semillas sin germinar, fueron consideradas como semillas frescas, las
que no han producido la emergencia de la radicula, pero han absorbido agua, a diferencia de lo que ocurre

con una semilla muerta que generalmente se pudren por la presencia de microorganismos (Fig. 6).
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Figura 5. Semillas con germinacién normal y anormal de A. hypogaea. a, b y c¢- raices normales con radiculas largas y delgadas.

d, e, f y g- raices atrofiadas, necroéticas y con los cotiledones separados, decolorados Y necréticos. h, iy j - hipocotilos gruesos,
cortos y formando un doblez. k- hipocétilo y raiz dividida en las puntas.
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Figura 6. Semillas frescas de los tres cultivares de A hypogaea. a- C46. b- C47. c- C48

Para determinar si las plantulas eran normales o anormales, se observaron las mismas a partir del dia 20.
Se consideraron plantulas normales a las que presentaban aproximadamente 30 cm de longitud, con raices
de 10 a 15 cm de largo (Figs. 7 a, b, c y Fig. 7d a), hipocétilo alargado y recto de 1,5 a 2 cm (Fig. 7 e),
hojas tetrafoliadas color verde oscuro y cotiledones ovalados y verdes. Se consideraron plantulas
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anormales a las que, presentaban los margenes foliares con una coloraciéon amarillenta, deformada y no

expandida totalmente (Figs. 8 ay b).

Figura 7. a, b y c- Plantulas normales en los tres cultivares (C46, C47 y C48) de A. hypogaea. d- Raices largas y
delgadas de 10 a 15 cm de longitud y e- hipocétilo recto de 2 a 3 cm de longitud.

Figura 8. a y b- Plantulas anormales de A. hypogaea con hojas deformadas y con coloracién amarilla en sus
margenes.



4.3.3. Determinacion de la Energia germinativa (EG) o vigor

Durante el primer conteo de poder germinativo, se llevo a cabo el andlisis de energia germinativa, para
establecer los dias que tardan en germinar el 60% de las semillas y junto a ello el vigor de las mismas.
Este valor esta expresado en dias.

4.4. Determinacion de la viabilidad de semillas de las especies silvestres

De acuerdo a la baja disponibilidad de semillas de las especies silvestres del género Arachis (A. williamsii
y A. trinitensis), se llevd a cabo la prueba de viabilidad mediante el Ensayo Topografico de Tetrazolio.

Estas pruebas se realizaron antes y después del almacenamiento.
Para facilitar la penetracién de la solucion de tetrazolio se llevaron a cabo los siguientes pasos:
Pretratamiento: pre- humedecido de las semillas

Se colocaron 8 semillas de A. williamsii y 10 semillas de A. frinitensis en agua durante 18 horas a 20°C.
Las semillas embebidas en general son menos fragiles que las semillas secas y pueden manipularse sin
que se quiebren. Ademas, la tincion de las semillas pre humedecidas es mas uniforme en color y esto
facilita la evaluacion (ISTA 2016).

Tratamiento: tincién con la sal cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio

Posteriormente al pretratamiento, se quité a cada semilla el tegumento en forma manual, utilizando pinzas
y agujas histolégicas, separando luego los cotiledones (Fig. 9a). Los cotiledones que tenian adherido el
eje embrionario se sumergieron en la solucion de Tetrazolio al 1 % a 30°C (Fig. 9b) durante 6 hs en
oscuridad, ya que, al encontrarse expuesta a la luz directa, la solucidon de tetrazolio se reduce

Posteriormente, se enjuagaron las semillas con agua corriente durante 3 min para eliminar los restos de la

solucion, y finalmente se analizé la localizacion e intensidad de las zonas tefiidas en los tejidos seminales
(Fig.9cyd).

Figura 9. Determinacion de la viabilidad de las semillas de Arachis silvestres mediante el test de Tetrazolio. a- Cotiledones
de A. trinitensis separados luego de pasar por el pretratamiento en agua. b- semillas embebidas en solucion de tetrazolio. ¢
y d- visualizacién de los resultados de la prueba de viabilidad.

La determinacién de las diferentes categorias de viabilidad se realizé de acuerdo al criterio propuesto por

Pérez y Arguello (1997) para A. hypogaea. Dicho criterio considera semillas viables de alto vigor a
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aquellas que presentan los embriones completamente tefidos, el extremo de la radicula rojo intenso, y los
cotiledones con areas tefiidas en forma irregular y pequenas superficies sin tefir. Las semillas de bajo
vigor son aquellas con el extremo de la radicula sin tefir (mayor a 2 mm), con mas del 50% de la superficie
del cotileddn sin tefir y areas del cotiledén que rodean al eje embrionario de color blanco o rojo. Las
semillas no viables, se caracterizan por tener el eje embrionario blanco, blanco amarillento o marrén y los

cotiledones blancos o irregularmente tefidos (Fig.10).

Viabilidad Categoria de tincion segun Pérez y Arguello (1997) Categorias de tincion para la
presente tesina

Viables y
vigorosas

Viables y

poco
vigorosas

No viables

Figura 10. Categorias de tincion propuestas por Pérez y Arguello (1997) para mani cultivado y las obtenidas en la
presente tesina para manies silvestres (A. trinitensis y A. williamsii)

Descripciones: viables vigorosas a- Embrién totalmente tefiido. b- Areas irregulares y superficiales sin tefiir al nivel de
los cotiledones (1%) y Extremo de la radicula rojo intenso. Viables poco vigorosas c- Extremo de la radicula sin tefiir o
(> 2 mm). d Més del 50% del cotileddn sin tefiir o porcién distal del cotiledon sin tefiir. e, fy g- Area del cotiledén blanca
o rojo circundante al eje, < 50% del cotiledén. No viables h, i- Eje embrionario blanco, cotiledén sin tefiir o tefiido
irregularmente. J, k- Eje embrionario blanco, area central del cotiledon sin tefiir. 1, m- Embrion totalmente blanco, marrén
o blanco amarillento.

4.5. Almacenamiento de las semillas de las especies cultivadas y silvestres del género Arachis

Luego de realizados los analisis de viabilidad de las semillas silvestres y cultivadas de Arachis, se procedié

al almacenamiento de las mismas:

El almacenamiento de las semillas de A. hypogaea se realizé a 3 temperaturas distintas: 5°C, -20°C vy -
80°C; sin embargo, para A. trinitensis y A. williamsii (por la disponibilidad de semillas) se llevé a cabo a -
20°C y -80°C. Tanto para la especie cultivada como para las silvestres, el empaquetado se efectué en dos
tipos de envases: sobres de papel y al vacio en bolsas gofradas selladas. Para determinar si el pericarpio
tiene algun efecto sobre la conservacién de las semillas, se almacenaron semillas con pericarpio y sin
pericarpio. En cada uno de los envases se colocaron un total de 15 semillas para los tres cultivares de A.
hypogaea (C46, C47 y C48), 6 semillas para A. trinitensis y 5 semillas para A. williamsii. Las especies
cultivadas fueron almacenadas durante 3, 6 y 9 meses y las especies silvestres durante los 3 y 9 meses.

Cada uno de los envases contenia una etiqueta con los siguientes datos:
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Especie cultivada (A. hypogaea): Especies silvestres (A. trinitensis y A. williamsii):

° N° de cultivar (C46, C47 o C48). ° Nombre de la especie.
° Temperatura del almacenamiento. ° Temperatura de almacenamiento.
° Fecha de almacenamiento. ° Fecha de almacenamiento

Posteriormente, cada 3, 6 y 9 meses para las especies cultivadas y cada 3 y 9 meses para las especies

silvestres, se realizaron pruebas de viabilidad para conocer el método éptimo de almacenamiento.
4.6. Diseno experimental

El disefio experimental fue totalmente al azar, los datos obtenidos fueron volcados a una tabla Excel y
sometidos al analisis estadistico de la varianza no paramétrica o prueba de Kruskal-Wallis a un nivel de

significancia del 5% a través del software Infostat (2020).

5. Resultados y Discusion

5.1. Prueba de viabilidad inicial
5.1.1. Cultivares de A. hypogaea

Se obtuvieron valores de plantulas normales (PN) mayores al 87%, siendo el C47 el de mayor valor (93%).
Solo en los C47 y C48 se obtuvieron plantulas anormales (PA), 7 y 13 % respectivamente, mientras que el
C46 obtuvo un 13% de semillas sin germinar (SSG) (Tabla 1). En manies cultivados de Bolivia se determiné
una capacidad de germinacion mayor al 85 %, lo que coincide con lo obtenido en este trabajo (Pérez y
Garcia, 2015).

Tabla 1. Plantulas normales (PN), plantulas anormales (PA) y semillas sin germinar (SSG) obtenidos antes del

almacenamiento de C46, C47 y C48 de A. hypogaea. Letras iguales indican que no se presentaron diferencias
significativas para p>0,05.

Cultivar PN PA SSG
C46 87% £ 0,00 a 0%z 0,00 a 13% + 0,00 a
c47 93% + 0,00 a 7% + 0,00 a 0%+ 0,00 a
C48 87%+ 0,00 a 13% + 0,00 a 0 %+ 0,00 a

En cuanto a la energia germinativa, en los tres cultivares se alcanzé el 60 % de las semillas germinadas
al tercer dia de la puesta a germinar (Fig. 11), evidenciando la alta viabilidad de las semillas y la velocidad
de poder germinativo de las mismas antes de su almacenamiento. La EG es un pardmetro muy util porque
nos da idea de la cantidad de semillas que rapidamente emergeran en el campo, minimizando las pérdidas

de semillas por depredadores y patégenos (Borrajo, 2006).
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Figura 11: Energia germinativa para los tres cultivares (C46, C47 y C48) de A. hypogaea antes del almacenamiento.

5.1.2. Manies Silvestres

La viabilidad por tetrazolio para ambas especies silvestres (A. williamsii y A. trinitensis) mostré 100% de
semillas viables (Fig. 12). No existen datos previos en los que se hayan utilizado la prueba de tetrazolio en
especies silvestres de Arachis, sin embargo, Pérez y Arguello (1997) realizaron esta prueba en mani

cultivado y obtuvieron porcentajes entre 60-89% de viabilidad.

Figura 12. Semillas viables y vigorosas de manies silvestres. a- semillas de A. williamsii con el embrion totalmente
tefido al igual que los cotiledones. b- semillas de A. williamsii con areas irregulares y superficiales sin tefir al nivel

de los cotiledones (1%) y extremo de la radicula rojo intenso. c- semillas de A. trinitensis con el embrion totalmente
tefido al igual que los cotiledones. d- semillas de A. trinitensis con areas irregulares y superficiales sin teir al nivel
de los cotiledones (1%) y extremo de la radicula rojo intenso.
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5.2. Prueba de viabilidad posterior a los ensayos de almacenamiento de las semillas
5.2.1. Cultivares de A. hypogaea

Para los ensayos de mani cultivado el analisis estadistico de Kruskal-Wallis, teniendo en cuenta los 4
factores combinados: tiempo (T), temperatura (t), empaquetado (E), presencia/ausencia de pericarpio (P/A
pericarpio), no presentd diferencias significativas para PN, so6lo presentd diferencias significativas entre
tratamientos de PA (dos tratamientos) y en SSG (cuatro tratamientos). Sin embargo, estos resultados no
nos permiten establecer una combinacién de factores 6ptimos para la conservacion (Anexo: Tabla A1y
Tabla A2)

Los analisis de los factores combinandose de a dos (6 combinaciones: T-t, T-E, T-P/A pericarpio, t-E, t-P/A
pericarpio y E-P/A pericarpio), tampoco mostraron diferencias significativas excepto las combinaciones en
las que se consideraba el factor tiempo (Anexo: Tabla A3, Tabla A4, Tabla A5, Tabla A6, Tabla A7 y Tabla
A8). Para confirmar que el factor tiempo es el que influye significativamente en la conservacion, se realizé
el analisis estadistico de los factores individualmente y ninguno, excepto el factor tiempo presentd
diferencias significativas.

5.2.2. Manies Silvestres

Para el caso de las semillas de manies silvestre el analisis estadistico de Kruskal-Wallis, teniendo en
cuenta los 4 factores: tiempo (T), temperatura (t), empaquetado (E), presencia/ausencia de pericarpio (P/A
pericarpio), no presentd diferencias significativas entre tratamientos (Anexo: Tabla A9 y Tabla A10). El
andlisis de los factores combinandose de a dos (6 combinaciones: T-t, T-E, T-P/A pericarpio, t-E, t-P/A
pericarpio y E-P/A pericarpio), e individualmente tampoco presento diferencias significativas (Fig. 13 y Fig.
14).
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Figura 13. a-Semillas viables vigorosas de A. trinitensis almacenadas a una temperatura de -20°C, empaque papel y
sin pericarpio luego de 3 meses. b-Semillas viables vigorosas de A. trinitensis almacenados a una temperatura de -80°C,
empaque papel y sin pericarpio luego de 3 meses. c-Semillas viables vigorosas de A. frinitensis almacenadas a una
temperatura de -80°C, empaque al vacio y con pericarpio luego de 9 meses. d-Semillas viables vigorosas y d1- no
viables de A. trinitensis almacenadas a una temperatura de -20°C, empaque papel con pericarpio luego de 9 meses.

Figura 14. a. Semillas viables vigorosas y a1, a2 no viables de A. williamsii almacenadas a una temperatura de -20°C,
empagque al vacio y con pericarpio luego de 3 meses. b-Semillas viables vigorosas, b1 y b2 viables poco vigorosas y
b3 no viables de A. williamsii almacenadas a una temperatura de -80°C, empaque papel con pericarpio luego de 3
meses de almacenamiento. c- Semillas viables vigorosas de A. williamsii almacenadas a una temperatura de -20°C,
empaque papel sin pericarpio luego de 9 meses. d- Semillas viables vigorosas y d1 y d2 viables poco vigorosas de A.
williamsii almacenadas a una temperatura de -80°C, empaque vacio con pericarpio luego de 9 meses.
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A continuacién, se presentan los factores analizados en forma separada en A. hypogaea y manies

silvestres.
5.3. Tiempo
5.3.1. Cultivares de A. hypogaea

El analisis estadistico de Kruskal-Wallis para cada cultivar respecto al tiempo de conservacion mostré
diferencias significativas. Respecto al cultivar C46 y C48 los valores mas bajos de PN se obtuvieron a los
6 meses (68 y 44% respectivamente), obteniéndose los valores mas altos alos 3 y 9 meses (83 y 86% y
63 y 52% respectivamente). Contrariamente de lo que se obtuvo para C47, el cual presentd el valor mas
alto de PN a los 6 meses (73%) y los valores mas bajos a los 3 y 9 meses (63-61%) (Tabla 2). Esto puede
deberse a que los contenidos de humedad de las semillas entre los cultivares hayan sido variables debido
a sus diferentes tamafios, ya que, si bien todos los frutos fueron sometidos al mismo proceso de secado,
el tamafio de las semillas es diferente entre cultivares.

Tabla 2. Plantulas normales (PN), plantulas anormales (PA) y de semillas sin germinar (SSG), de acuerdo al tiempo
de conservacion en los tres cultivares de A. hypogaea. Se muestra el error estandar (t) para cada porcentaje. Letras

en comun (a, b) para cada tiempo son significativamente iguales (p>0,05). La letra m corresponde a meses. En gris
claro se presentan los valores iniciales para una mejor comparacion.

Cultivar Tiempo PN PA SSG

C46 Inicial 87% 0% 13%
3m 83% + 0,17 b 16% + 0,16 ab 1% +0,03 a
6m 68% + 0,15 a 23% + 0,18 b 8% +0,14 b
9m 86% + 0,16 b 13% £ 0,15 a 1% 0,05 ab
(o7 Inicial 93% 7% 0%
3m 63% + 0,22 a 37% +0,22b 0% +0,00 a
6m 73% + 0,17 b 8% +0,13 a 19% £ 0,09 b
9m 61% + 0,22 a 12% £ 0,16 a 29% + 0,21 b
C48 Inicial 87% 13% 0%
3m 63% + 0,22 b 26% +0,17 b 11% £ 0,13 a
6m 44% £ 0,28 a 22%+0,24 ab 34% + 0,16 b
9m 52% + 0,21 ab 14%+0,16 a 34% +0,21b

Al observar los valores de PA 'y SSG en cada cultivar podemos ver que el tiempo en C46 afecté mas la
produccion de PA (13-23%) que a la germinacion de semillas (SSG 1-8%), y en los C47 y C48 la produccioén
de PN estuvo afectada tanto por el aumento de los valores de PA como asi también de SSG. La produccién
de PA puede deberse a los dafios mecanicos producidos por la manipulacion de las semillas durante el

trasplante hacia las bandejas de germinacion. Cerolini et al. (2015) establece que las semillas de mani son
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mas susceptibles al dafio que las de otras especies, porque tienen un tegumento muy delgado y la radicula

expuesta, lo que las hace mas vulnerables durante la manipulacién.

La variabilidad de los valores de PN obtenidos para los distintos meses de almacenamiento en cada cultivar
estudiado, no nos permite establecer de manera general el tiempo 6ptimo para la conservacion de semillas.
Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los analisis iniciales de viabilidad, nos permite
determinar que para el C46 la pérdida de viabilidad luego de los 9 meses de almacenamiento varia en un
1-19%, para el C47 de un 20-32%y para el C48 de un 24-43%. Se ha estudiado en mani cultivado que la
dormancia de semillas varia entre distintas variedades comerciales (espafiol, virginia y valencia) y que la
misma puede tener tanto un origen genético (a nivel de tegumento, cotiledéon o embrién) como inducido
(estrés hidrico o exceso de nutrientes) (Bandyopadhyay et al., 1999, Fernandez 1996, Fernandez y
Tomaselli, 2006). La variabilidad en lo valores hallados en este trabajo podria explicarse, en parte, por

diferentes niveles de dormancia.

5.3.2. Manies silvestres

El analisis estadistico de Kruskal-Wallis para las dos especies silvestres respecto al tiempo de
conservacion no mostrd diferencias significativas. Los valores de semillas viables para A. williamsii y A.
trinitensis respecto a los valores de viabilidad inicial mostraron una disminucién de un 2-10 %, siendo A.
williamsii la que mayor viabilidad pierde en el tiempo (5-10%) (Tabla 3). Esto nos permite determinar que
la pérdida de viabilidad a los 9 meses de conservacion para las especies silvestres es en general menor
que las especies cultivadas. Sin embargo, como lo destaca Cardozo et al. (1997) la determinacion de la
viabilidad por esta técnica no resulta suficiente para valorar la calidad de la semilla por lo que se propone
un analisis integral de los distintos componentes de la prueba de germinacion.

Tabla 3. Semillas viables y no viables de las especies silvestres A. williamsii 'y A. trinitensis en funcion del tiempo de

almacenamiento. Se muestra el error estandar (t) para cada porcentaje. Letra a en comun para cada tiempo no son
significativamente diferentes (p>0,05).

Especie - S.viables S. no viables
A. williamsii 3m 90% + 0,15 a 10% £ 0,15 a
9m 95% £ 0,09 a 5% + 0,09 a

A. trinitensis 3m 98% = 0,07 a 2% + 0,07 a
9m 100% + 0,00 a 0% £ 0,00 a

Si bien en este trabajo soélo se evalud la conservacion a corto plazo, en estudios realizados con semillas
de leguminosas forrajeras (Coursetia glandulosa) se determiné que las mismas perdian su viabilidad en el
tiempo a partir del segundo y tercer afio de almacenamiento, llegando a ser total luego de este periodo
(Sanchez Arellano et al. 2011). Esta pérdida en el tiempo puede ocurrir, aunque las condiciones de
almacenamiento sean adecuadas, resultando en una pérdida de material genético valioso (Standwood
1985). Por esta razdén es que se aconseja que se renueven las semillas conservadas en los diferentes
bancos de germoplasma para evitar la pérdida de recursos genéticos (FAO 1994).
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5.4. Temperatura
5.4.1. Cultivares de A. hypogaea

El analisis estadistico para cada cultivar respecto a la temperatura de conservacion no mostré diferencias
significativas. Sin embargo, podemos observar que los valores de PN obtenidos para C46 y C47
presentaron diferencias menores a 4% entre las distintas. En el caso del C48 se puede observar una
diferencia mayor de los valores de PN entre las distintas temperaturas (42-61%) siendo la temperatura de
-80°C la que menor valor de PN presentd (42%). Al observar los valores de PA y SSG en cada cultivar
podemos ver que la temperatura afecté de manera similar a los tres cultivares en la produccién de PA (16-
26%), en cambio en los valores de SSG fueron afectados mayormente en los C47 y C48 (SSG 14-32%)
(Tabla 4).

Tabla 4. Plantulas normales (PN), plantulas anormales (PA) y de semillas sin germinar (SSG), de acuerdo a la
temperatura de almacenamiento en los tres cultivares de A. hypogaea. Se muestra el error estandar (+) para cada

porcentaje. Letra a en comun para cada temperatura no son significativamente diferentes (p>0,05). En gris claro se
presentan los valores iniciales para una mejor comparacion.

Cultivar Temperatura PN PA SSG
Inicial 87% 0% 13%
5°C 78% £ 0,16 a 16%= 0,16 a 6%%0,11 a
-20°C 79% + 0,18 a 18%+0,18 a 3%%0,10 a
-80° C 80% £ 0,20 a 18%=0,17 a 2%+0,06 a
C47 Inicial 93% 7% 0%
5°C 67% + 0,21 a 17%+ 0,22 a 16%= 0,21 a
-20°C 64% £ 0,20 a 23%10,24 a 14%=0,16 a
-80° C 65% +0,22a 17%=0,19 a 18%=0,23 a
C48 Inicial 87% 13% 0%
5°C 61% £ 0,24 b 16%=0,19 a 23%%0,21 a
-20°C 56% + 0,24 b 21%+ 0,20 a 23%%0,19 a
-80° C 42% + 0,23 a 26%0,20 a 32%10,19 a
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5.4.2. Especies silvestres

En el caso de las especies silvestres (A. williamsii y A. trinitensis) luego de ser almacenadas a -20°C vy -
80°C, los valores de viabilidad no presentaron diferencias significativas obteniéndose valores entre un 90
y 100%, siendo A. trinitensis el que mayor valor presenté (Tabla 5). Respecto al valor de semillas no viables
fue A. williamsii el que mayor valor obtuvo (5-10%). Esto nos permite determinar que la especie A. williamsii
tiende a perder su viabilidad cuando se somete a temperaturas bajas. Contrario a lo que determinaron en
estudios realizados para A. pintoi, donde establecieron que el poder germinativo con plantulas normales
de alta calidad se lograba a -20°C (Cardozo et al. 1997).

Tabla 5. Semillas viables y no viables de las especies silvestres A. williamsii y A. trinitensis de acuerdo a |la temperatura

de almacenamiento. Se muestra el error estandar (+) para cada porcentaje. Letra a en comun para cada temperatura
no son significativamente diferentes (p>0,05).

Especie Temperatura S. viables S. no viables

A. williamsii -20°C 90% + 0,15 a 10% £ 0,15 a
-80°C 95% £ 0,09 a 5% + 0,09 a
A. trinitensis -20°C 98% + 0,07 a 2% + 0,07 a
-80°C 100% + 0,00 a 0% £ 0,00 a

Hasta el momento no se ha establecido una temperatura 6ptima para todas las especies en general, ya
que las temperaturas de almacenamiento varian de acuerdo a la fisiologia de cada especie, sin embargo,
Hong et al. (1998) proponen que las semillas ortodoxas mantienen una viabilidad alta a -20°C. En el
presente trabajo no se pudo determinar de manera general una temperatura ideal de conservacion, sin
embargo, se puede definir que en almacenamiento a corto plazo cada cultivar pierde en menor o mayor
grado su viabilidad independientemente de la temperatura. Hadas (2004), establece que las temperaturas
bajas reducen las tasas metabdlicas hasta el punto en que los procesos esenciales para la germinacion
disminuyen o dejan de ocurrir, lo que puede explicar el bajo porcentaje de viabilidad y el aumento relativo
de las semillas sin germinar para el C48 a una temperatura de -80°C. Diferente a lo que proponen Dickie
et al. (1990), que cuanto menor es la temperatura de almacenamiento, mayor sera el potencial de vida que

pueden tener las semillas.
5.5. Empaquetado
5.5.1. Cultivares de A. hypogaea

El analisis estadistico para cada cultivar respecto al tipo de empaquetado (sobres de papel y bolsas
gofradas cerradas al vacio) no mostré diferencias significativas. Sin embargo, se pudo observar que los
valores de PN tienden a ser mayores en el empaquetado al vacio (el PN aumenta entre un 2-3%). Esta
tendencia puede dar pautas de que el aumento de PN en empaquetados al vacio podria ser mas
pronunciado en conservaciones de semillas a mediano y largo plazo. Respecto a los valores de PAy SSG
se repite lo observado en los factores anteriores, los valores de PA fueron similares para los 3 cultivares
(16-21%), en cambio en los valores de SSG fueron mayores en C47 y C48 (SSG 14-27%) y menores para
el C46 (SSG 1-5%) (Tabla 6).
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Tabla 6. Plantulas normales (PN), plantulas anormales (PA) y de semillas sin germinar (SSG), de acuerdo al tipo de
empagque en los tres cultivares de A. hypogaea. Se muestra el error estandar (x) para cada porcentaje. Letra a en
comun para cada tipo de empaque no son significativamente diferentes (p>0,05). En gris claro se presentan los valores
iniciales para una mejor comparacion.

Cultivar ‘ Empaque PN PA ‘ SSG
C46 Inicial 87% 0% 13%
Papel 79% £ 0,17 a 20% £ 0,18 a 1% + 0,07 a
Vacio 79% £ 0,17 a 16% + 0,16 a 5% + 0,11 a
C47 Inicial 93% 7% 0%
Papel 64% £ 0,23 a 19% £ 0,21 a 17% £ 0,23 a
Vacio 67% 0,19 a 19%z= 0,22 a 14% + 0,17 a
C48 Inicial 87% 13% 0%
Papel 53% £ 0,26 a 21% £ 0,19 a 27% £ 0,22 a
Vacio 53% £ 0,20 a 21% £ 0,21 a 25% 0,19 a

5.5.2. Manies Silvestres

En el caso de las especies silvestres (A. williamsiiy A. trinitensis) los diferentes tipos de empaquetados no
mostraron diferencias estadisticas significativas. Sin embargo, ocurre lo mismo que en las cultivadas, se
observa un leve aumento de semillas viables (2-5%) cuando las mismas fueron conservadas en bolsas
gofradas al vacio, incluso en el caso de A. trinitensis la viabilidad se conservé en un 100% en este tipo de
empaquetado (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de semillas viables y no viables de las especies silvestres A. williamsiiy A. trinitensis teniendo en

cuenta el tipo de empaquetado. Letras (a) en comun para cada tipo de empaque no son significativamente diferentes
(p>0,05).

S. viables S. no viables

Especie

Empaque

A. williamsii Papel 90% 0,15 a 10% £ 0,15 a
Vacio 95% + 0,09 a 5% £ 0,09 a

A. trinitensis Papel 98% + 0,07 a 2% £ 0,07 a
Vacio 100% £ 0,00 a 0% £ 0,00 a

Para un almacenamiento correcto, las semillas deben colocarse en recipientes herméticamente cerrados,
lo que mantiene un contenido de humedad constante en la semilla, reduce la respiracion como resultado
del incremento del diéxido de carbono y la disminucion de oxigeno, y protege a las semillas de insectos y
enfermedades (Harrington 1972; Wang 1974). Por otra parte, el uso de empaquetados herméticos en
ensayos de conservacion permite inferir que los cambios en la calidad de la semilla ocurridos durante el
ensayo se atribuyeron solamente al contenido de humedad inicial de la semilla y al efecto de otros factores
(Cardozo et al.1997).
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5.6. Presencia y ausencia de pericarpio
5.6.1. Cultivares de A. hypogaea

Para el caso de mani cultivado tampoco se mostraron diferencias estadisticas significativas en cuanto a la
conservacion de las semillas con presencia y ausencia de pericarpio en cada cultivar, manteniendo los

valores de PN iguales para ambas condiciones en el C46. Sin embargo, en el C47 se puede ver una

minima diferencia del 3% entre la presencia y ausencia de pericarpio, presentdandose un mayor valor en

los casos con semillas con pericarpio, lo cual estaria indicando que a mediano y corto plazo este aumento

podria ser significativo. Con respecto a los valores de PA y SSG, se puede volver a confirmar que la

conservacion de semillas afecta igualmente en la produccion de PA a los 3 cultivares (16-22%) y respecto

a SSG afecta mayormente a los cultivares C47 y C48 (SSG 15-27%) respecto al C46 con valores de 1-5%

(Tabla 8).

5.6.2. Manies Silvestres

En el caso de las especies silvestres (A. williamsii y A. trinitensis) la P/A de pericarpio tampoco mostré

diferencias estadisticas significativas. Pero en este caso ocurre lo contrario que con las cultivadas. Se

observa un leve aumento de la viabilidad (2%) cuando las semillas se conservaron sin pericarpio.

Asimismo, en el caso de A. trinitensis la viabilidad se conservé en un 100% en ausencia de pericarpio

(Tabla 9).

Tabla 8. Plantulas normales (PN), plantulas anormales (PA) y de semillas sin germinar (SSG), de acuerdo a la
presencia (c/p) o ausencia de pericarpio (s/p) en los tres cultivares de A. hypogaea. Se muestra el error estandar ()
para cada porcentaje. Letras (a) en comun para cada temperatura no son significativamente diferentes (p>0,05) En
gris claro se presentan los valores iniciales para una mejor comparacion.

Cultivar | Presencial/ Ausencia de
pericarpio

C46 Inicial 87% 0% 13%
Clp. 79% £ 0,17 a 16% + 0,16 a 5% +0,11a
S/p. 79% + 0,18 a 20% + 0,18 a 1% + 0,07 a
c47 Inicial 93% 7% 0%
C/p. 67% + 0,21 a 16% + 0,20 a 17% + 0,22 a
S/p 64% + 0,22 a 21%+ 0,23 a 15% £ 0,18 a
C48 Inicial 87% 13% 0%
C/p. 54% + 0,24 a 22% + 0,18 a 27% + 0,21 a
S/p. 51% + 0,18 a 22% + 0,22 a 26% + 0,20 a
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Tabla 9. Semillas viables y no viables de las especies silvestres A. williamsii y A. trinitensis teniendo en cuenta la
ausencia (s/p) o presencia de pericarpio (c/p). Letras (a) en comun para cada temperatura no son significativamente
diferentes (p>0,05).

Especie Empaque S. viables S. no viables

A. williamsii Clp 88% + 0,15 a 12% £ 0,15 a
Sip 98% £ 0,07 a 2% + 0,07 a
A. trinitensis Clp 98% £ 0,07 a 2% £ 0,07 a
Sip 100% + 0,00 a 0% £ 0,00 a

Navarro et al. (1989) determinaron que semillas de mani conservadas con pericarpio, a 15°C y con 8% de
humedad de la semilla mantuvieron altos porcentajes de germinacion (90%) en conservacion a corto plazo
(6 meses), y proponen que la conservacion a temperaturas mas elevadas (26 °C) deberian realizarse con
humedad de las semillas aun mas bajos. Asimismo, Gamba et al. (2016) obtuvieron altos valores de
germinacién con plantulas de mayor crecimiento cuando conservaron semillas de mani en frio con
pericarpio. Echandi (1989) propone que almacenar las semillas de mani con pericarpio las protege de las

bajas temperaturas y de dafios mecanicos durante su manipulacion.
5.7. Energia germinativa para las semillas de mani cultivado

Con respecto al analisis de la energia germinativa (EG) para el porcentaje propuesto de semillas
germinadas (60%), los valores variaron entre 3 y 5 dias después de la siembra, comparado con la EG

inicial que para los 3 cultivares fue de 3 dias después de la siembra.

En el caso de C46 se puede observar que la EG luego de los tratamientos de conservacion se mantuvieron
durante los diferentes periodos de almacenamiento (3, 6 y 9 meses), sélo un tratamiento (5°C, 3 meses,
empaquetado al vacio y semillas sin pericarpio) recién alcanzé el 60% de germinacion al quinto dia (Fig.
15 a). Estos resultados indican que las semillas mantienen alta viabilidad y vigor a pesar de las diferentes

condiciones a las que fueron sometidas.

En el C47 lo que se puede observar es que hay un retraso de la germinacion a partir de los 6 y 9 meses,
es decir que a los 3 meses la EG se mantuvo en 3 dias siendo igual a la EG inicial, excepto un solo
tratamiento que alcanzé al quinto dia el porcentaje propuesto (-80°C, empaquetado papel y semillas sin
pericarpio). A los 6 meses y 9 meses hubo 5 tratamientos (no coincidentes en los dos periodos) en los
cuales las semillas alcanzaron el 60% de germinacion recién al quinto dia después de la siembra (Fig. 15
d, e, f).

En el C48 se observa un retraso en la germinacion en los diferentes periodos de conservacion. A los 3
meses soélo un tratamiento (-20°C, empaquetado al vacio y semillas con pericarpio) supera el 60% de
germinacion al tercer dia después de la siembra, los demas recién alcanzaron al quinto dia. Incluso, se
observé que a los 6 y a los 9 meses hubo mas de dos tratamientos (2 y 4 tratamientos respectivamente)
que nunca alcanzaron el 60% de germinacion. (Fig. 15 g, h, i).
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Figura 15. Energia germinativa para los 3 cultivares (C46, C47 y C48) de A. hypogaea durante los 3 periodos de almacenamiento (3, 6 y 9 meses). a- EG del C46 a 3 meses de
almacenamiento; b- EG del C46 a 6 meses de almacenamiento; c- EG del C46 a 9 meses de almacenamiento; d- EG del C47 a 3 meses de almacenamiento; e- EG del C47 a 6 meses

de almacenamiento; f- EG del C47 a 9 meses de almacenamiento; g- EG del C48 a 3 meses de almacenamiento; h- EG del C48 a 9 meses de almacenamiento; i- EG del C48 a 9
meses de almacenamiento.
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6. CONCLUSIONES

La determinacion de los factores oOptimos para la conservacion de semillas en bancos de
germoplasma es relevante para evitar la pérdida de recursos genéticos.

Los ensayos realizados permitieron concluir que no es posible determinar un tratamiento 6ptimo
Unico para todo el material analizado, ya que cada material presenta caracteristicas morfologicas
y fisioldgicas particulares, de modo que habria que determinar las condiciones 6ptimas para cada
especie.

Las pruebas realizadas no permitieron determinar la temperatura 6ptima para conservar las
semillas. Las tres temperaturas fueron efectivas para una conservacion a corto plazo.

Los ensayos realizados permitieron determinar que las condiciones Optimas para conservar las
semillas en lo referente al empaque es al vacio.

Los ensayos realizados permitieron determinar que las semillas con pericarpio presentan mejor

comportamiento en las pruebas de viabilidad.
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7.ANEXO

Tabla A1: Plantulas anormales de A. hypogaea obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-Wallis,
teniendo en cuenta los 4 factores combinados: tiempo (T), temperatura (t), empaquetado (E),

presencia/ausencia de pericarpio (P/A pericarpio).

Trat. Ranks
5°C:3m:vacio:0 88,00 A
5°C:3m:papel:1 88,00 A
menos 20°C:3m:papel:1 88,00 A
menos 20°C:3m:vacio:1l 101,859 A B
5C:3m:papel:0 101,89 A B
menos 20°C:3m:papel:0 101,89 A B
menos 20°C:3m:ivacio:0 115,78 A B C
menos 80°C:3m:papel:0 122,89 A B C D
menos 80°C:3m:vacio:l 122,89 A B C D
menos 80°C:3m:vacio:0 122,85 A B C D
menos 80°C:3m:papel:l 129,67 A B C D E
5°C:3m:vacio:l 129,67 B C D E
5°C:om:papel:0 136,72 » B C D E F
menos 20°C:ém:papel:0 143,89 A B C D E F
menos 20°C:ém:vacio:0 150,67 A B C D E F
5°C:9m:vacio:l 157,44 B C D E F
menos 20°C:S%m:vacio:1 164,56 A B C D E F
menos 80°C:ém:papel:0 171,67 A B C D E F
menos 20°C:ém:papel:1 171,67 &4 B C D E F
SeCrem:vacio:0 78,78 B C D E F G
menos 20°C:Sm:papel:l 182,67 B C D E F G
menos 80°C:Sm:papel:l 187,78 B C D E F G
menos S0°C:ém:vacio:0 189,44 B C D E F G
menos 80°C:ém:papel:1l 189,78 BE C D E F G
menos 80°C:Sm:vacio:1 184,78 B C Db E F G
menos 20°C:Sm:papel:0 150,13 B C D E F G
menos 20°C:9m:vacio:0 196,56 c b E F &
menos S0°C:Sm:papel:0 197,56 c b E F &
menos S0°C:ém:vacio:l 199,44 Cc b E F &
S'Ciem:vacio:l 199,44 c o E F &
5°C:em:papel:l 201,50 c b E F &
5°C:9m:vacio:0 203,67 0D E F G
menos 80°C:Sm:vacio:0 214,67 E F G
5°C:ém:papel:0 217,89 F G
5°C:o9m:papel:1 222,50 F G
menos 20°C:ém:vacio:l 263,44 G

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)
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Tabla A2: Semillas sin germinar de A. hypogaea obtenidas del andlisis estadistico de Kruskal-Wallis,

teniendo en cuenta los 4 factores combinados: tiempo (T), temperatura (t), empaquetado (E),

presencia/ausencia de pericarpio (P/A pericarpio).

Trat.

Ranks

5°C:3m:vacic:0
5°C:3m:papel:l

menos 20°C:3m:papel:
menos 20°C:3m:vacio:

5°C:3m:papel:0
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menos 80°C:Sm:papel:
menos 80°C:ém:vacio:
menos B80°C:eém:papel:
menos S0°C:9m:vacio:
menos 2Z0°C:Sm:papel:
menos 20°C:9m:vacio:
menos §0°C:Sm:papel:
menos 80°C:ém:vacio:
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5°C:em:papel:l
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Medias con una letra comiin no son significativamente d:’f}?r\?n‘;es p = 0,05)

Tabla A3: Plantulas anormales de A. hypogaea obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-Wallis, teniendo

en cuenta la combinacion de los factores temperatura y tiempo.

Trat. Ranks

5°C:6m 107,00 A
menos S0°C:5m 132,17 L B
menos 20°C:5m 137,67 L B
5°C;: 9m 140,63 &4 B
menos 20°C:eém 1lel,72 BE C
menos S0°C:3m 136, 96 C
menos S0°C:ém 152,79 C
5°C:3m 201,76 C
menos 20°C:3m 201,81 C
Medias comr una letra comun

no son significativamentes difercntes

ip > 0,05}
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Tabla A4: Semillas sin germinar de A. hypogaea obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-Wallis, teniendo

en cuenta la combinacion de los factores temperatura y tiempo.

Trat. Ranks
5°C:3m 101,859 &
menos 20°C:3m 101,895 A
menos §0°C:3m 124,58 A
5°C:Sm 180,10 B
menos 20°C:em 182,42 B
menos 20°C:5Sm 183,29 B
menos 80°C:6ém 187,58 B
menos §0°C:Sm 197,44 B
S5°C:Em 195,40 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0,05}

Tabla A5: Plantulas anormales de A. hypogaea obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-Wallis, teniendo
en cuenta la combinacion de los factores tiempo y tipo de empaque.
Trat. REanks

Sm:vacio 133,03 L
em:vacio 133,94 &

Sm:papel 140,61 & B

em:papel 173,73 BE C
3m:papel 188,43 C
3m:vacio 205,26 C

Modias cor una letra comin mo son significativamente diferentes (p > 0,08)

Tabla A6: Semillas sin germinar de A. hypogaea obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-Wallis, teniendo

en cuenta la combinacion de los factores tiempo y tipo de empaque.

Trat. Eanks
3m:papel 105,39 4
3m:vacioc 113,52 &
cem:papsel 182,73
Sm:papel 186,16
Sm:wvacioc 187,78
em:vacio 196,87
Medias con upa 1

mmmm

stra comin no son significativaments diferentes (p > 0.05)

Tabla A7: Plantulas anormales de A. hypogaea obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-Wallis, teniendo
en cuenta la combinacion de los factores tiempo y Ausencia (0) y presencia (1) de pericarpio.

Trat. Ranks

om:1 131,47 A
om:0 142,17 A

gm:1 143,45 A

gm:0 164,22 A B
3m:1 186,67 B C
3m:0 207,02 C

Medias conr upa letra comin no son significativamente difersentes (p > 0,0E5)
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Tabla A8: Semillas sin germinar de A. hypogaea obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-Wallis, teniendo

en cuenta la combinacion de los factores tiempo y Ausencia (0) y presencia (1) de pericarpio.

Trat. Eanks

3m:0 10B,8% 4
3m:1 110,02 &
em:0 175,39 B
Sm:1 184,12 B
Sm:0 189,89 B
eém:1 204,21 B

Medias con upa letra comin no son significativamente difersntes

ip = 0,05}

Tabla A9: Semillas viables de A. trinitensis y A. williamsii obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-Wallis,

teniendo en cuenta la combinacion de los cuatro factores: temperatura, tiempo, empaquetado y ausencia

y presencia de pericarpio. 0: papel; 1: vacio; 2: presencia de pericarpio y 3: ausencia de pericarpio.

Variakle Temperatura Empaguetado Ausencia o presencia de pe.. Tiempo N Medias D.E. Medianas H B
Viakles -20 o] 2 3 2 1,00 0,00 1,00 8,23 0,2692
Viables -20 o] 2 4 2 0,80 0,00 0,80

Viakles -20 0 3 3 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -20 o] 3 9 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -20 1 2 3 2 0,80 0,28 0,80

Viakles -20 1 2 o 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -20 1 3 3 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -20 1 3 9 2 0,90 0,14 0,80

Viakles -80 8] 2 3 2 0,90 0,14 0,80

Viakles -80 o] 2 o 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -380 0 3 3 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -80 o] 3 9 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -80 1 2 3 2 0,90 0,14 0,80

Viakles -80 1 2 o 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -80 1 3 3 2 1,00 0,00 1,00

Viakles -80 1 3 9 2 1,00 0,00 1,00

Tabla A10: Semillas no viables de A. trinitensis y A. williamsii obtenidas del analisis estadistico de Kruskal-

Wallis, teniendo en cuenta la combinacién de los cuatro factores: temperatura, tiempo, empaquetado y

ausencia y presencia de pericarpio. 0: papel; 1: vacio; 2: presencia de pericarpio y 3: ausencia de

pericarpio.

Variakle Temperatura Empagquetado Ausencia o presencia de pe.. Tiempo N Medias D.E. Medianas H o]
No wviables -20 s} 2 3 2 0,00 0,00 0,00 8,23 0,2692
HNo wiables -20 4] 2 =] 2 0,20 0,00 0,20
No wiables -20 1] 3 3 2 0,00 0,00 0,00
HNo wiables -20 4] 3 =] 2 0,00 0,00 0,00
No wiakles -20 1 2 3 2 Q0,20 0,28 0,20
No wiakles -20 1 2 =] 2 0,00 0,00 0,00
No wiables -20 1 3 3 2 0,00 0,00 0,00
No wiables -20 1 3 ] 2 0,10 0,14 0,10
No wiakles -80 o] 2 3 2 0,10 0,14 0,10
No wiables -80 1] 2 ] 2 0,00 0,00 0,00
No wiables -80 4] 3 3 2 0,00 0,00 0,00
No wiakles -850 1] 3 ] 2 0,00 Q0,00 0,00
No wiakles -80 1 2 3 2 0,10 0,14 0,10
No wiakles -80 1 2 9 2 0,00 0,00 0,00
No wiables -80 1 3 3 2 0,00 0,00 0,00
No wiakles -80 1 3 9 2 0,00 0,00 0,00
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Tabla A11: Semillas viables y no viables de A. trinitensis y A. williamsii obtenidas del analisis estadistico de

Kruskal-Wallis, teniendo en cuenta la combinacion de los factores: temperatura 'y tiempo.

Variable Temperatura Tiempo W Medias D.E. Medianas H E
Viables -20 3 g8 0,85 0,14 1,00 1,65 0,305%5
Viables -20 9 g8 0,83 0,10 1,00

Viables -850 3 g8 0,85 0,09 1,00

Viables -80 9 g8 1,00 0,00 1,00

Variable Temperatura Tiempo N Medias D.E. Medianas H o

Ho wviables -20 3 8 0,05 0,14 0,00 1,65 0,3099
Ho wviables -20 9 8 0,08 0,10 0,00

Ho wviables -850 3 8 0,05 0,08 0,00

Ho wviables -850 9 8 0,00 0,00 0,00

Tabla A12: Semillas viables y no viables de A. trinitensis y A. williamsii obtenidas del analisis estadistico de

Kruskal-Wallis, teniendo en cuenta la combinacién de dos factores: temperatura y empaquetado (0O:

papel;1: vacio).

Variable Temperatura Empacgquetado N Medias D.E. Medianas [ ja.
Viables -20 0 8 0,85 0,09 1,00 0,42 0,8240
Viables -20 1 8 0,93 0,15 1,00

Viables -80 0 8 0,98 0,07 1,00

Viables -80 1 8 0,98 0,07 1,00

Variable Temperatura Empagquetado N Medias D.E. Medianas H B
Ho wiables -20 0 8 0,05 0,09 0,00 0,42 0,8240
Ho wiables -20 1 8 0,08 0,15 0,00

Ho wiables -80 0 8 0,03 0,07 0,00

Ho wiables -80 1 8 0,03 0,07 0,00

I

Tabla A13: Semillas viables y no viables de A. trinitensis y A. williamsii obtenidas del analisis estadistico de
Kruskal-Wallis, teniendo en cuenta la combinacién de dos factores: temperatura y presencia (2) y ausencia
(3) de pericarpio.

Variable Temperatura RAusencia o presencia de pe.. N Medias D.E. Medianas H P
Viakles -20 2 g 0,90 0,15 1,00 1,91 00,2448
Viables =20 3 8 0,588 0,07 1,00
Viables -80 2 g 0,85 0,09 1,00
Viables -80 3 8 1,00 0,00 1,00

Variakle Temperatura Ausencia o presencia de pe.. N Medias D.E. Mediamas H B
No wviakles -20 2 8 0,10 0,15 0,00 1,91 00,2448
No wviables -20 3 8 0,03 0,07 0,00
No wviakles -80 2 8 0,05 0,09 0,00
No wviables -80 3 8 0,00 0,00 0,00
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Tabla A14: Semillas viables y no viables de A. trinitensis y A. williamsii obtenidas del analisis estadistico de

Kruskal-Wallis, teniendo en cuenta la combinacién de dos factores: tiempo y empaquetado (0: papel;1:

vacio)
Variable Tiempo Empaquetado N Medias D.E. Medianas H |5
Viables 3 0 8 0,98 0,07 1,00 0,42 0,8240
Viables 3 1 8 0,93 0,15 1,00
Viables 9 0 8 0,85 0,09 1,00
Viables 9 1 8 0,98 0,07 1,00
Variable Tiempo Empaguetado N Medias D.E. Medianas H o
HNo wiables 3 0 8 0,03 0,07 0,00 0,42 0,8240
HNo wiables 3 1 8 0,08 0,15 0,00
No wiables 9 0 8 0,05 0,08 0,00
HNo wiables S 1 8 0,03 0,07 0,00

Tabla A15: Semillas viables y no viables de A. trinitensis y A. williamsii obtenidas del analisis estadistico de
Kruskal-Wallis, teniendo en cuenta la combinacién de dos factores: tiempo y presencia (2) y ausencia (3)
de pericarpio.

Variable Tiempo Ausencia o presencia de pe.. N Medias D.E. Medianas H B
Viakles 3 2 8 0,90 0,15 1,00 1,91 0,2448
Viables 3 3 8 1,00 0,00 1,00

Viakle=z 9 2 8 0,85 0,008 1,00

Viakles 9 3 8 Q0,28 0,07 1,00

Variable Tiempo husencia o presencia de pe.. W Medias D.E. Medianas H o

Ho wviabkbles 3 2 ] 0,10 0,15 0,00 1,91 00,2448
Ho wviakles 3 3 8 Q0,00 0,00 0,00

Ho wviabkles 9 2 ] 0,05 0,089 0,00

Ho wiakles 9 3 8 0,03 0,07 0,00

Tabla A16: Semillas viables y no viables de A. trinitensis y A. williamsii obtenidas del analisis estadistico de
Kruskal-Wallis, teniendo en cuenta la combinacion de dos factores: empaquetado (0: papel;1: vacio) y la

presencia (2) y ausencia (3) de pericarpio.

Variakble Ausencia o presencia de pe.. Empagquetado N Medias D.E. Medianas H 1]
Viables 2 li] B 0,83 0,10 1,00 1,78 00,2756
Viables 2 1 8 0,93 0,15 1,00

Viakles 3 a g 1,00 0,00 1,00

Viakles 3 1 i 0,98 0,07 1,00

Variabkle Ausencia o presencia de pe.. Empagquetado N Medias D.E. Medianas H 2

Ho wiables 2 0 i3 0,08 0,10 0,00 1,78 00,2756
Ho wiables 2 1 il 0,08 0,15 0,00

Ho wiakles 3 0 i3 Q0,00 0,00 0,00

Ho wviables 3 1 i3 0,03 0,07 0,00
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