
		
			
				Optimización del “Germinator” como complemento de análisis de calidad germinativa de semillas de arroz (Oryza sativa L.)1

				Optimization of the “Germinator” as a complement for the analysis of seed germination quality in rice (Oryza sativa L.)

			

		

		
			
				Andrés Hernández-Pridybailo2,3, Ester Vargas-Ramírez2, Dessireé Zerpa-Catanho4, Marialicia Vega-López2, Adonay Zúñiga-Centeno2, Luis Barboza-Barquero2

			

		

		
			
				
					[image: ]
				

				
					
						© 2022 Agronomía Mesoamericana es desarrollada en la Universidad de Costa Rica bajo una licencia Creative Commons Atribución-NoComercial-SinDerivar 4.0 Internacional. Para más información escriba a pccmca@ucr.ac.cr o pccmca@gmail.com

					

				

			

		
		
			
				Resumen

				Introducción. El uso de análisis de imágenes digitales con el “Germinator” permite evaluar la germinación de las semillas de forma automática. Además de la germinación máxima, se pueden cuantificar otros parámetros asociados al vigor de forma simultánea. Objetivo. Optimizar el “Germinator” como complemento de análisis automático de calidad germinativa de semillas de arroz. Materiales y métodos. Los experimentos se realizaron en el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) durante el 2015 al 2018. Se optimizó el paquete de software denominado “Germinator” en la variedad Palmar 18 y después se probó con un panel de 126 muestras de semillas de arroz compuesta por catorce variedades. Se cuantificaron curvas de germinación, los datos obtenidos de forma automática se compararon con conteos manuales de protrusión radicular y con una metodología estandarizada. Además, se realizaron experimentos de envejecimiento acelerado y envejecimiento controlado para mostrar la sensibilidad del método automatizado. Resultados. La relación entre la germinación obtenida de forma automática y la cuantificada de forma manual fue alta (R2= 0,99). La germinación máxima, cuantificada por medio del análisis de imágenes varió de 69 % a 100 % en el panel de 126 muestras. La correlación entre la germinación evaluada mediante imágenes digitales y el método estándar fue de rho (spearman)= 0,34. El “Germinator” permitió cuantificar de forma simultánea otras variables asociadas con el vigor de las semillas, como el parámetro t50, que es el tiempo que la muestra de semillas toma para alcanzar el 50 % de la germinación. Además, el método automático reveló el efecto diferenciado de dos protocolos de envejecimiento. Conclusiones. El uso de análisis de imágenes en arroz permitió evaluar la germinación de forma automática basado en la protrusión radicular y también posibilitó cuantificar otras variables complementarias asociadas al vigor de la semilla (t50).
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				Introducción

				El arroz es un grano de gran importancia alimentaria en la región mesoamericana; sin embargo, en el caso específico de Costa Rica, la producción local de semilla ha presentado una tendencia a la disminución en los últimos quince años (Oficina Nacional de Semillas, 2019). En conjunto con una crisis en la producción del grano, un detrimento en la producción local de semilla de arroz podría poner en riesgo la soberanía alimentaria del país. La adopción de tecnologías que mejoren la eficiencia de los sistemas de producción de semillas y faciliten el desarrollo de nuevas variedades, podría contribuir a reactivar este sector. 

				El análisis del desempeño de un determinado lote de semillas es una labor que requiere una cantidad alta de tiempo y recursos. Además, en el ámbito oficial existe una dependencia de personal entrenado para la descripción de la calidad germinativa de semillas, lo cual puede influir en el resultado del análisis. Si bien, existen normas internacionales que contribuyen a la objetividad, verificabilidad y replicabilidad metodológica de pruebas de calidad (por ejemplo, International Seed Testing Association [ISTA], 2022), existe una creciente necesidad de desarrollar o adaptar metodologías que puedan aumentar la eficiencia de ejecución de los análisis de germinación. 

				La descripción fisiológica de semillas y plántulas es una herramienta científica que tiene el potencial de apoyar programas de mejoramiento genético de arroz. El vigor de germinación es una característica que determina la homogeneidad y el éxito del establecimiento de plántulas en el campo y, por lo tanto, tiene una influencia sobre el rendimiento del cultivo (Sun et al., 2007). Sin embargo, la evaluación del vigor de semillas a partir de una inspección visual, al igual que con los métodos oficiales, presenta una baja eficiencia en cuanto al uso de recursos para el procesamiento de muestras. Por lo tanto, se han desarrollado tecnologías para evaluar plantas por medio del análisis de imágenes digitales con el fin de automatizar los procesos de evaluación (Watt et al., 2020). 

				Una de las ventajas de utilizar imágenes digitales es que al automatizar el análisis (Lurstwut & Pornpanomchai, 2017), la evaluación de las imágenes podría ser más rápida cuando se trabaja con un número significativo de 

			

		

		
			
				Abstract

				Introduction. The use of digital image analysis with the “Germinator” allows the automatic evaluation of seed germination. In addition to maximum germination, other parameters associated with seed germination vigor can be quantified simultaneously. Objective. To optimize the “Germinator” as a complement for the automatic analysis of seed germination quality in rice. Materials and methods. The experiments were conducted at the Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) from 2015 to 2018. The “Germinator” software package was optimized on the Palmar 18 variety, and then tested with a panel of 126 rice seed samples comprising fourteen varieties. The germination curves were quantified, the automatically acquired data were compared with manual counting based on radical protrusion and a standardized method. Besides, accelerated aging and controlled aging experiments were conducted to show the sensibility of the automatic method. Results. The relationship between germination quantified automatically and quantified manually was high (R2= 0.99). Maximum germination, quantified by image analysis, ranged from 69 % to 100 % in the panel of 126 samples. The correlation between germination assessed by digital images and the standard method was rho (spearman)= 0.34. The “Germinator” allowed the simultaneous quantification of other variables associated with seed vigor, such as the t50 parameter, which is the time the seed lot takes to reach 50 % of the germination. In addition, the automatic method revealed the differential effect of two seed aging protocols. Conclusions. The use of digital image analysis made it possible to evaluate automatically seed germination based on radicle protrusion and also made it possible to quantify other complementary variables associated with seed vigor (t50).

				Keywords: seed quality, vigor, phenotyping, accelerated aging, controlled aging. 
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				muestras (Severini et al., 2011). Además, la sensibilidad de estas técnicas digitales les confiere un alto potencial en el estudio de la germinación de semillas, ya que se obtienen datos confiables y reproducibles (Dell’ Aquila, 2004). También, la automatización permite evaluar poblaciones más grandes (por ejemplo, de más de 100 muestras), lo cual es muy común hoy en día, por ejemplo, para realizar mapeo por asociación y así identificar loci o incluso genes que controlan una característica en particular. 

				Algunas de las técnicas que se utilizan requieren de una inversión inicial alta. Existen técnicas basadas en imágenes multiespectrales (Olesen et al., 2014), de rayos X (Kim et al., 2017), tomografías de coherencia óptica (Wijesinghe et al., 2017), imágenes térmicas, de fluorescencia y de resonancia magnética (ElMasry et al., 2020). Sin embargo, el desarrollo de algoritmos de acceso libre que permitan el análisis de imágenes RGB, como las generadas con una cámara fotográfica digital o escáner de uso común, abre la posibilidad de adaptar tecnologías de bajo costo para su uso en la región mesoamericana.

				El análisis de imágenes RGB para la captura semi- o automatizada de caracteres morfológicos, ya ha sido evaluada en arroz. El programa “SmartGrain” fue desarrollado por Tanabata et al. (2012) para cuantificar longitud, ancho, circularidad, área proyectada, perímetro y otras variables morfométricas asociadas, que permiten la caracterización y diferenciación de variedades de arroz. “P-TRAP” (AL-Tam et al., 2013) es capaz de reconocer las semillas en una fotografía de una panícula, cuantificarlas y determinar distintos parámetros de forma y tamaño. Además, otros programas como “CellProfiler” (Carpenter et al., 2006), e “ImageJ” (Schindelin et al., 2012; Severini et al., 2011), si bien no fueron desarrollados en primera instancia para semillas de arroz, fueron evaluados para su uso en este cultivo por Mussadiq et al. (2015). Por lo tanto, es posible usar herramientas existentes y adaptarlas al cultivo de arroz. 

				En años anteriores, la evaluación de la germinación se realizaba mediante la aplicación de técnicas manuales (Mussadiq et al., 2015). El uso de las imágenes digitales para evaluar germinación en arroz ha favorecido la estandarización del proceso, ya que a través de una fotografía se pueden detectar semillas germinadas y no germinadas (Watt et al., 2020). Además, con este tipo de metodologías, es posible recolectar un banco de imágenes (Gehan et al., 2017) y caracterizar las variedades de arroz según las características de la semilla, para de este modo potenciar procesos de mejoramiento genético en este cultivo (Nguyen & Norton, 2020). 

				Se han desarrollado programas informáticos que permiten la cuantificación automatizada de semillas germinadas en series de fotografías de lotes en imbibición. Por lo general, las diferencias en color y forma permiten a los algoritmos distinguir las semillas con protrusión radicular. En semillas de arroz, Lurstwut y Pornpanomchai (2017) desarrollaron un método basado en reconocimiento de patrones de textura, color y forma por medio de inteligencia artificial a partir de redes neurales. Sin embargo, al igual que con la determinación de caracteres morfométricos, otros paquetes poseen el potencial de ser o ya fueron adaptados para semillas de arroz. El “SeedGerm” (Colmer et al., 2020) es una plataforma para evaluar características morfológicas (área, perímetro, proporción de la longitud mayor y longitud menor, entre otras) y la germinación a través de la detección de la rotación de la semilla, cambio en el área, longitud de la radícula, por medio de reconocimiento de patrones con redes neuronales. 

				El “Germinator” (Joosen et al., 2010), es un paquete de software que cuantifica la germinación mediante imágenes digitales, por medio de la detección de diferencias del contraste de colores entre la radícula y la cubierta de la semilla. Dicho paquete también proporciona un diseño experimental aleatorio y construye curvas de germinación e interpola parámetros como la germinación máxima (Gmax), el tiempo para alcanzar el 50 % de germinación (t50) como medida de la velocidad de germinación y el intervalo de tiempo entre 16 % y 84 % de germinación (u otro rango de germinación que indique el usuario) como estimación de la uniformidad (U8416). Una de las ventajas de este software, es que permite definir parámetros para la germinación, la cual si se hace de forma manual puede variar según la persona evaluadora. El uso del “Germinator” se ha evaluado en las semillas de Arabidopsis thaliana (Joosen et al., 2010; Vidigal et al., 2016), Brassica spp. (Joosen et al., 2010), Hylocereus spp. (Zerpa-Catanho et al., 2019), X Triticosecale Wittmack (Alvarez et al., 2019) y Baccharis spp. (Moreno-Pizani et 
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				al., 2019). En arroz, se ha utilizado el “Germinator” para calcular curvas de germinación (Onwimol et al., 2016), sin embargo, el conteo de semillas germinadas se realizó de forma manual, no de forma automatizada. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue optimizar el “Germinator” como complemento de análisis automático de calidad germinativa de semillas de arroz.

				Materiales y métodos

				Material vegetal

				Los ensayos se desarrollaron en el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica (San José, Costa Rica), durante el periodo 2015-2018. Para la optimización de los parámetros de segmentación de las imágenes digitales, en la determinación de la correlación entre la cuantificación de la germinación manual y la metodología de detección automática de germinación con el software “Germinator” (Joosen et al., 2010), y los ensayos de envejecimiento, se utilizaron semillas de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad Palmar 18. La validación del uso del paquete de software “Germinator” para cuantificar la germinación, se realizó con semillas de las variedades de uso comercial Palmar 18, Lazarroz FL, Nayudel FL, Garabito FL 163, Nayuribe FL, Sierpe 250, Cuenca FL, Sibú FL, Lagunas CL, CFX-18, CR 5272, INTA CR-1508, GURI INTA y PUITA INTA, durante los años 2016–2018. Estas son variedades registradas, tanto vigentes como retiradas, por lo que las características varietales de cada una se detallan en el Registro de Variedades Comerciales de arroz (Oficina Nacional de Semillas, 2020). 

				Las semillas utilizadas en todos los ensayos fueron suministradas por el Laboratorio Oficial de Análisis de Calidad de Semillas del CIGRAS y producidas bajo un sistema comercial de producción de semillas. 

				Optimización de la obtención de curvas de germinación por medio de imágenes digitales

				La determinación de la germinación (tanto estandarizada como de forma automática) se realizó con cuatro repeticiones por muestra, el número de muestras analizado varió según el ensayo. Cada repetición tuvo cien semillas. Para la determinación automatizada se colocaron las semillas en una caja plástica (37 × 27 × 9 cm), con una doble capa de papel azul de germinación que abarcó un área de 30,8 × 23 cm dentro de la caja, la cual se humedeció con 150 mL de agua destilada. Se ajustaron los papeles en el centro de la bandeja (con la misma distancia entre los márgenes y los bordes). Las semillas se colocaron sobre el papel de germinación en diez filas de diez semillas y se dejó como mínimo 2-3 cm de margen respecto al borde del papel. Durante el periodo de cuantificación de la germinación, las cajas de plástico con las semillas se incubaron en una cámara de germinación a una temperatura de 30 ± 2 ºC, iluminación difusa (lámparas fluorescentes), con intervalos de encendido-apagado cada 12 h y una humedad relativa de 98 %.

				Para la optimización del “Germinator” para cuantificar de forma automática la germinación en arroz, se tomaron fotografías (Figura 1a-b) con una cámara digital durante 96 horas en periodos de 0, 24, 48, 72 y 96 h. La cámara fotográfica se posicionó dentro de una estructura con luz similar a la descrita por Joosen et al. (2010), con ligeras modificaciones. Primero, se construyeron dos paneles que se colocaron uno al lado del otro, cada uno con tres tubos fluorescentes de luz blanca (30 cm de largo, 8 vatios), colocados de forma vertical detrás de una lámina de acrílico blanco de 3 mm de grosor, para producir una intensidad lumínica de 615 lux en medio de los paneles, donde se colocaron las semillas para ser fotografiadas. Luego, se instaló una cámara digital de modo que permitió la toma de imágenes con vista superior de los lotes de semillas colocados en medio de los paneles de luz. La cámara 
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				se ajustó con una velocidad de obturador de 1/6 s, un factor de exposición de F/8 y un coeficiente ISO de 100. La cámara se controló por medio del software Camera Control Pro 2 (versión 2.16.0). 

				Las imágenes se procesaron mediante el software “ImageJ” (Schindelin et al., 2012). Primero se cortaron las fotografías de manera que se enmarcó el área en donde se encontraban las semillas, se excluyeron bordes del papel azul y de la bandeja de germinación y se optimizaron los parámetros de encuadre y segmentación, para definir los umbrales límites requeridos para lograr una separación de los diferentes objetos de la imagen. Para ello, se ajustó el contraste de la imagen a 0,2 % de saturación, luego se realizó una segmentación de color con base en el espacio de color YUV entre 0-255 y se analizó cada imagen dos veces. En el primer análisis, la imagen se modificó con valores 70-255, 0-160 y 130-255, para contabilizar las semillas al excluir los píxeles en color blanco (YUV-, Figura 1c); mientras que para el segundo análisis, se utilizaron los valores 90-255, 0-160 y 80-255, para incluir los píxeles en color blanco (por ejemplo, la radícula) (YUV+, Figura 1d). 

				La germinación se analizó mediante el paquete de software “Germinator” (Joosen et al., 2010). Los datos obtenidos de “ImageJ” se importaron a una hoja de cálculo llamada “Germinator_Table 2.01” (incluida en el paquete) y se calculó la germinación a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas, la germinación máxima (Gmax), el intervalo de tiempo en alcanzar el 50 % de germinación (t50), el área bajo la curva de germinación (AUC) y el tiempo en horas transcurrido entre 16 % y 84 % de germinación (u8416). Se determinó y ajustó la curva de germinación con la hoja de cálculo “Germinator_curve_fitting 1.29”. La interpolación a partir de la curva de germinación se realizó según lo descrito por El-Kassaby et al. (2008), con la función de Hill de cuatro parámetros:

				En donde “y” es el porcentaje de germinación acumulativa en un tiempo “x”, “y0” es el intercepto con el eje “y”, “a” es la asíntota o la germinación máxima acumulativa y equivale a la capacidad de germinación, “b” es un parámetro que representa la forma y pendiente de la curva de germinación y “c” representa el tiempo requerido para que germine el 50 % de las semillas viables. Luego, se realizó un conteo manual de semillas que presentaron protrusión radicular para relacionarlo con los datos obtenidos de forma automática en 120 imágenes.
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					Figura 1. Uso de análisis de imágenes digitales para cuantificar la germinación en semillas de arroz. (a) Muestra de arroz (Oryza sativa L.) con cincuenta semillas cv. Palmar 18, (b) muestra de arroz con una semilla donde se observa la protrusión radicular (arriba) y otra sin germinar (abajo), (c) imagen analizada donde se escogió un umbral (YUV-) para seleccionar las cubiertas de las semillas e (d) imagen analizada donde se utilizó un umbral (YUV+) para seleccionar las cubiertas y la radícula. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2015.

					Figure 1. Use of digital image analysis to assess rice seed germination. (a) Sample with fifty seeds of rice (Oryza sativa L.) ‘Palmar 18’, (b) sample with a seed with radicle protrusion (up) and a seed without germination (down), (c) analyzed image using a threshold (YUV-) to select the seed coats, and (d) analyzed image using a threshold (YUV+) to select the seed coats and the radicle. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2015.
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				Validación del “Germinator” con análisis de germinación estándar

				La validación del “Germinator” como método para cuantificar la germinación de forma automática en semillas de arroz, se realizó con un panel de 126 muestras, las cuales se procesaron mediante los parámetros antes descritos y se analizaron con el “Germinator”. Además, las mismas muestras se analizaron de forma manual mediante el método de germinación estándar, el cual se basa en los lineamientos establecidos por la ISTA (2022), con la versión vigente de la norma según el año en que se realizó el análisis. 

				El método de germinación del ISTA se determina a partir del porcentaje de plántulas normales (plántulas que cuentan con el desarrollo adecuado y proporcionado de las estructuras esenciales). Las estructuras esenciales de una plántula de arroz son: coleóptilo, primera hoja (bien desarrollada emerge a través del coleóptilo o, si no ha emergido, deberá ocupar más del 50 % del coleóptilo), radícula (con numerosos pelos radicales) y raíces seminales. Además, se debe determinar el porcentaje de plántulas anormales (plántulas que no cuentan con el desarrollo adecuado de las estructuras esenciales), semillas muertas (semillas que no germinaron y que se pueden aplastar al ejercer presión sobre ellas) y semillas no germinadas (semillas que no germinaron, pero que no se pueden aplastar al ejercer presión sobre ellas). Según lo establece la norma, se realizó un primer conteo a los siete días después de la siembra, donde se evaluó el número de plántulas normales y el número de semillas muertas y un segundo conteo a los catorce días, donde se evaluaron los cuatro parámetros antes mencionados (plántulas normales, plántulas anormales, semillas muertas y semillas no germinadas). 

				Validación del “Germinator” con experimentos de envejecimiento acelerado y controlado

				Para comprobar el potencial de uso de la metodología de determinación automática de curvas de germinación a partir de imágenes digitales, se establecieron dos experimentos. Para esto las semillas de arroz Palmar 18 se sometieron a un protocolo de envejecimiento acelerado (EA) y otro de envejecimiento controlado (EC), para afectar de forma negativa su vigor de germinación. 

				El protocolo de EA se basó en el estándar internacional de la ISTA (2018) para evaluación del vigor de semillas con algunas modificaciones. Se tomaron cajas de germinación, se les agregó 900 mL de agua destilada (10 % del volumen de la caja) y se les introdujo una estructura de reja que permitió la colocación de las semillas por encima de la lámina de agua sin contacto directo. Se separaron cuatro grupos de cuatrocientos semillas y se introdujeron en una bolsa de malla de nylon, se colocaron dentro de la caja y encima de la reja, cierre hermético de la caja y se colocó en una cámara de ambiente controlado ajustada para mantener la temperatura a 42 °C de forma constante. La humedad relativa dentro de la caja se mantuvo a 95 % de humedad. Las semillas permanecieron en esas condiciones por un total de cuatro días, durante los cuales se tomaron cuatro grupos de semillas a los dos, tres y cuatro días, y se establecieron los ensayos de germinación sobre papel azul, como se describió en la sección de “Optimización de la obtención de curvas de germinación por medio de imágenes digitales”. 

				Para el segundo experimento, se ejecutó el protocolo de EC según se realiza en el Jardín Botánico Kew del Reino Unido (Newton et al., 2009). Para ello, se utilizaron soluciones de cloruro de litio en lugar de solo agua para lograr humedades relativas específicas dentro de las cajas de envejecimiento (Hay et al., 2008). Primero, se colocaron cinco grupos de cuatrocientos semillas en presencia de 1800 mL de una solución 38,5 % (m/v) de LiCl (abarcó el 20 % del volumen de la caja), que brinda una humedad relativa de 47 % a 25 °C, en una cámara de ambiente controlado por dos semanas para su rehidratación. Luego, las semillas se colocaron en presencia de una solución de 30 % (m/v) de LiCl, que brinda una humedad relativa de 67 % y se mantuvieron a 45 °C por 30 días. Durante el periodo de incubación, se tomaron cuatro grupos de cien semillas a los cinco, diez, veinte y treinta días, y se establecieron los ensayos de germinación sobre papel azul. Para ambos protocolos se establecieron ensayos de germinación con semillas intactas como testigo. 
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				Análisis estadístico

				La relación entre los conteos de protrusión radicular determinada manual y automática, se analizó mediante una regresión lineal. Se realizó estadística descriptiva (valores mínimos, valores máximos, promedios, desviaciones estándar y coeficientes de variación) para estudiar las distintas variables analizadas. Los gráficos de barras se realizaron con el paquete de R “ggplot2” (versión 3.3.2). Para entender la relación entre las distintas variables se realizó un análisis de correlaciones mediante el paquete de R “qgraph” (versión 1.7.9), para lo cual se utilizó el método de “Spearman”. En el caso de los experimentos de EA y EC, la comparación de medias se realizó por medio de ANOVA. En el caso del número de semillas germinadas en el tiempo, se realizó la separación de medias por medio de una prueba de Tukey y, en el caso de las variables de vigor, se utilizó la prueba t de Student (n=4, p<0,05).

				Resultados

				El coeficiente de determinación entre la germinación automática obtenida con el “Germinator” y la germinación cuantificada de forma manual fue alto (R2>0,99) (Figura 2). Cabe recalcar que este conteo manual se realizó basado en conteos de la protrusión radicular, que es lo que cuantifica el “Germinator”, y no el conteo convencional de plántulas normales para evaluar la calidad fisiológica de las semillas. 

			

		

		
			
				
					Figura 2. Relación entre la germinación automática obtenida con el análisis de imágenes digitales (eje x) y el conteo manual de la protrusión radicular (eje y) en semillas de arroz (Oryza sativa L.) cv. Palmar 18. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2015.

					R2: coeficiente de determinación.

					Figure 2. Relation between the automatic seed germination obtained with the digital image analysis (x-axis), and the manual counting of root protrusison (y-axis) in rice (Oryza sativa L.) seeds cv. ‘Palmar 18’. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2015.

					R2: coefficient of determination.
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				La Gmax varió de 69 % a 100 % al evaluar la germinación en un panel de 126 muestras de arroz en un lapso de tres años (Figura 3). La germinación promedio fue de 92 % (± 8 %) y el coeficiente de variación (CV) fue de 0,08 (Cuadro 1). El “Germinator” además de cuantificar la Gmax, también cuantificó de forma simultánea el t50, 

			

		

		
			
				
					Figura 3. Germinación máxima (a los cuatro días después de la imbibición) de 126 muestras de arroz (Oryza sativa L.) evaluadas mediante el uso de imágenes digitales. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2016-2018. 

					Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la media (n=4).

					Figure 3. Maximum germination (four days after imbibition) of 126 samples of rice (Oryza sativa L.) evaluated with the digital image analysis. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2016-2018. 

					Error bars indicate the standard deviation of the mean (n=4).
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				Cuadro 1. Estadísticas descriptivas para variables relacionadas con la viabilidad de semillas de arroz (Oryza sativa L.) cuantificadas por medio de análisis de imágenes digitales y por medio del método de germinación estándar. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2016-2018. 

				Table 1. Descriptive statistics for seed viability related traits in rice (Oryza sativa L.) quantified with digital image analysis and with the conventional seed germination method. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2016-2018. 

				
					Método

				

				
					Análisis de imágenes digitales

				

				
					Método convencional

				

				
					Variable

				

				
					Gmax

				

				
					t50

				

				
					u8416

				

				
					AUC

				

				
					PN

				

				
					PA

				

				
					SM

				

				
					SNG

				

				
					Valor mínimo

				

				
					76,9

				

				
					32,3

				

				
					6,1

				

				
					17,2

				

				
					38,0

				

				
					1,8

				

				
					0,0

				

				
					0,0

				

				
					Valor máximo

				

				
					100,0

				

				
					72,9

				

				
					36,8

				

				
					62,5

				

				
					94,8

				

				
					32,0

				

				
					32,8

				

				
					56,3

				

				
					Promedio

				

				
					92,0

				

				
					50,5

				

				
					20,5

				

				
					42,3

				

				
					78,9

				

				
					9,8

				

				
					5,7

				

				
					5,5

				

				
					Desviación estándar

				

				
					10,8

				

				
					8,0

				

				
					6,7

				

				
					9,3

				

				
					10,6

				

				
					5,2

				

				
					4,8

				

				
					8,8

				

				
					Coeficiente de variación

				

				
					0,1

				

				
					0,2

				

				
					0,3

				

				
					0,2

				

				
					0,1

				

				
					0,5

				

				
					0,8

				

				
					1,6

				

				AUC: área bajo la curva de germinación; Gmax: germinación máxima; PA: plántulas anormales; PN: plántulas normales; SNG: semillas no germinadas; SM: semillas muertas; t50: tiempo en horas para alcanzar el 50 % de la germinación; u8416: tiempo en horas transcurrido entre 16 % y 84 % de germinación / AUC: area under the curve; Gmax: maximum germination; PA: abnormal seedlings; PN: normal seedlings; SNG: non germinated seeds; SM: dead seeds; t50: time to obtain 50 % of germinated seeds; u8416: time between 16 % and 84 % of germinated seeds. 
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				u8416 y el AUC (Cuadro 1). En el caso del t50, algunas muestras alcanzaron el 50 % de la germinación al cabo de 32,3 horas (Cuadro 1). La U8416 evidenció que algunas muestras requirieron seis horas para pasar de 16 % a 84 % de germinación (Cuadro 1). 

				Los datos obtenidos mediante el método de germinación estándar mostraron que la variación observada fue alta, ya que los valores fluctuaron desde 38 % hasta 94,8 % en número de plántulas normales (Figura 4). El valor promedio para esta variable fue de 78,8 % (± 10,6 %) y el CV fue de 0,13 (Cuadro 1).

				Se observaron correlaciones entre las variables evaluadas mediante imágenes digitales y con los resultados obtenidos mediante la metodología estándar. En cuanto a las variables determinadas de forma automática, la Gmax estuvo correlacionada de forma positiva con el área bajo la curva (rho = 0,52), al mismo tiempo tuvo correlación negativa con el t50 (rho =−0,36). La máxima correlación se observó entre el t50 y el AUC (rho = −0,93). El número de plántulas normales presentó una correlación negativa con el número de plántulas anormales (rho =−0,54), el número de semillas muertas (rho =−0,36) y el número de semillas latentes (rho =−0,42). Aunque las variables de Gmax y el número de plántulas normales podrían considerarse variables análogas entre ambos métodos, al hacer una correlación entre ambas variables se observó una correlación positiva baja (rho = 0,34), lo que indica que son variables complementarias y no son redundantes. 

				Se realizaron pruebas de EA y EC con el “Germinator” para mostrar la sensibilidad del método para detectar diferencias en vigor de semillas. Se utilizó el conteo automático de semillas germinadas a lo largo de cuatro días de germinación, en semillas deterioradas de forma controlada por medio de dos protocolos distintos. Se observó 

			

		

		
			
				
					Figura 4. Conteo de plántulas normales a los catorce días de la siembra en 126 muestras de arroz (Oryza sativa L.) evaluadas mediante el método de germinación estándar. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2016-2018. 

					Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la media (n=4).

					Figure 4. Normal seedlings counting at fourteen days after sowing in 126 rice (Oryza sativa L.) samples evaluated with the conventional seed germination method. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2016-2018. 

					Error bars indicate the standard deviation of the mean (n=4).
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				que el EA y el EC redujeron el vigor de las semillas, pero los protocolos presentaron respuestas distintas. El EA (Figura 5a) que utilizó agua destilada como agente humidificador, tendió a ser más agresivo que en el que se utilizó la solución de LiCl (Figura 5b). 

				En ambos protocolos de envejecimiento se observó una reducción del vigor de germinación de forma específica, sin afectar la Gmax (Figura 6). El EA (Figura 6a) presentó una tendencia a reducir significativamente la velocidad de germinación de forma más drástica que el EC (Figura 6b), manifestado por un aumento del t50 más acelerado a partir del segundo día de EA. La estimación de la uniformidad U8416 presentó tendencias inversas en ambos protocolos de envejecimiento, en donde el EA tendió a generar un efecto positivo sobre la uniformidad en comparación con el EC. En ambos protocolos, el U8416 no fue posible calcularlo a los cuatro días de EA y 30 días de EC, pues la germinación total fue menor al 84 %. En consecuencia, las áreas bajo la curva de germinación presentaron una reducción en ambos protocolos, sin embargo, en el caso del EC, fue hasta después del décimo día que se observó una AUC significativamente menor al testigo, mientras que en de EA fue desde el quinto día. 

			

		

		
			
				
					Figura 5. Uso de análisis de imágenes digitales para cuantificar la germinación en ensayos de (a) envejecimiento acelerado (a 95 % de humedad relativa por 0, 2, 3 y 4 días) y (b) controlado (a 67 % de humedad relativa por 0, 5, 10, 20 y 30 días) en semillas de arroz (Oryza sativa L.) cv. Palmar 18. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2018.

					Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la media (n=4). Letras distintas indican diferencias significativas luego de una comparación de medias basado en la prueba de Tukey (p<0,05). NS = no hubo diferencias significativas. 

					Figure 5. Use of digital image analysis to quantify the germination in (a) accelerated (at 95 % relative humidity for 0, 2, 3, and 4 days) and (b) controlled (at 67 % relative humidity for 0, 5, 10, 20, and 30 days) aging test in rice (Oryza sativa L.) seeds cv. Palmar 18. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2018.

					Error bars indicate the standard deviation of the mean (n=4). Different letters indicate significant differences according to a Tukey test (p<0.05). NS = non-significant differences observed. 
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				Discusión

				 Hubo una relación positiva baja entre la Gmax cuantificada de forma automática y la germinación cuantificada de manera convencional (rho (spearman)= 0,34); similar a lo reportado en plántulas de maíz, en donde se encontraron correlaciones positivas (R2= 0,664) de las cuantificaciones de la germinación de semillas mediante métodos automáticos y la emergencia en campo (Wagner et al. 2011). Es de esperar que dicha correlación no sea lineal, puesto que en el caso de la variable Gmax, al estar basada en protrusión radicular, es posible que incluya tanto plántulas normales como anormales. Sin embargo, las correlaciones entre las variables obtenidas por medio de análisis de imágenes y la metodología estándar, indican la complementariedad de los resultados, lo cual contribuye a la obtención de mayor cantidad de información en un mismo ensayo. Dentro de las variables evaluadas de forma automática, cabe destacar que el t50 fue la que tuvo mayor efecto sobre la curva de germinación en sí, manifestada por el AUC. La velocidad de germinación fue una variable de importancia en el panel evaluado y es probable que tenga el potencial de ser estudiado a futuro en programas de producción de semilla y de mejoramiento genético. Se 

			

		

		
			
				Figura 6. Uso de análisis de imágenes digitales para determinar variables de vigor de germinación en ensayos de envejecimiento (a) acelerado (EA) (a 95 % de humedad relativa por 0, 2, 3 y 4 días) y (b) envejecimiento controlado (EC) (a 67 % de humedad relativa por 0, 5, 10, 20 y 30 días) en semillas de arroz (Oryza sativa L.) cv. Palmar 18. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2018.

				Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la media (n=4). Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba t de Student (p<0,05). t50: tiempo en horas para alcanzar el 50 % de la germinación; u8416: tiempo en horas transcurrido entre 16 % y 84 % de germinación; AUC: área bajo la curva de germinación.

				Figure 6. Use of digital image analysis to quantify germination vigor in (a) accelerated aging (EA) tests (at 95 % relative humidity for 0, 2, 3, and 4 days) and (b) controlled (EC) (at 67 % relative humidity for 0, 5, 10, 20, and 30 days) in rice (Oryza sativa L.) seeds cv. Palmar 18’. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Costa Rica, 2018.

				Error bars indicate the standard deviation of the mean (n=4). Different letters indicate significant differences according to a Student’s t-test (p<0.05). t50: time in hours to obtain 50 % of germinated seeds; u8416: time in hours between 16 % and 84 % of germinated seeds; AUC: germination area under the curve.
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				podría valorar el uso de este método automático en la evaluación de la germinación de arroz y compararla con los resultados de la germinación en campo. 

				La inducción de envejecimiento de semillas como método que permite estudiar el proceso de deterioro de las semillas, permitió la validación del “Germinator” como metodología para detectar cambios en el vigor de germinación. La cuantificación automática evidenció que la temperatura y la humedad de incubación de ambos protocolos afectaron la longevidad de las semillas de forma diferente, así como se ha reportado en la literatura (Whitehouse et al., 2015). Los protocolos de envejecimiento es probable que causaran la degradación de las moléculas de reserva (Walters, 1998) y generaran alteraciones del metabolismo respiratorio (Yin et al., 2016). En consecuencia, en una primera fase, las semillas perdieron el potencial máximo de germinación de forma gradual hasta que, en una segunda fase, dicho potencial se redujo de forma drástica (Ellis & Roberts, 1980). En el caso de las semillas sometidas al EA, la Gmax mostró una fase drástica de disminución del potencial germinativo a partir del día tres; en el caso del EC, no fue sino hasta el día diez en que las semillas comenzaron una reducción rápida de su Gmax. 

				La diferencia entre las humedades relativas a las cuales las semillas se sometieron en ambos protocolos de envejecimiento, puede explicar las respuestas observadas. Las semillas pueden adsorber el agua del aire circundante y la temperatura tiene un efecto positivo en este proceso (Wang et al., 2017). En consecuencia, y en conjunto con una temperatura por encima de los 40 °C, el vigor de las semillas se puede ver reducido significativamente. Además, es posible que el ambiente saturado de humedad del EA haya causado la imbibición de las semillas (Jimenez et al., 1989), lo cual pudo, a su vez, activar los cambios metabólicos que ocurren durante la fase I de la germinación (Rajjou et al., 2012). Lo anterior podría explicar el efecto positivo sobre la uniformidad de germinación de las semillas sometidas al EA por tres días, aunque su vigor haya sido afectado de forma negativa. 

				Conclusiones

				La optimización del paquete de software “Germinator” aportó una mayor descripción de la calidad en lotes de semillas de arroz de forma automatizada, por lo que se puede considerar como complemento para el análisis de la calidad germinativa de semillas de arroz. Se mostró la versatilidad del método para ser utilizado en un grupo amplio y variado de muestras y, a su vez, la posibilidad de integrarlo a los métodos de análisis rutinarios. Se propone la integración de esta metodología (o similares) a los análisis de calidad de semillas que se realizan de forma rutinaria en un laboratorio o banco de semillas, como una alternativa de bajo costo y alta reproducibilidad para potenciar la verificación de estándares de calidad de semillas de arroz.
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Resumen

Introduccién. El uso de andlisis de imagenes digitales con el “Germinator” permite evaluar la germinacién de las
semillas de forma automética. Ademds de la germinacién méxima, se pueden cuantificar otros parémetros asociados
al vigor de forma simultinca. Objetivo. Optimizar el “Germinator” como complemento de andlisis automdtico
de calidad germinativa de semillas de arroz. Materiales y métodos. Los experimentos se realizaron en el Centro
para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) durante el 2015 al 2018. Se optimizé el paquete de software
denominado “Germinator” en la variedad Palmar 18 y despuss se probé con un panel de 126 muestras de semillas
de amroz compuesta por catorce variedades. Se cuantificaron curvas de germinacion, los datos obtenidos de forma
automética se compararon con conteos manuales de protrusién radicular y con una metodologia estandarizada. Ademds,
se realizaron experimentos de envejecimiento acelerado y envejecimiento controlado para mostrar la sensibilidad del
método automatizado. Resultados. La relacién entre la germinacién obtenida de forma automética y la cuantificada de
forma manual fue alta (R= 0,99). La germinacién méxima, cuantificada por medio del anlisis de imagenes varié de
69 % a 100 % en el panel de 126 muestras. La correlacién entre la germinacién evaluada mediante imagenes digitales
¥ el método esténdar fue de rho (spearman)= 0,34, El “Germinator” permitié cuantificar de forma simulténea otras
variables asociadas con el vigor de las semillas, como el pardmetro t50, que es el tiempo que la muestra de semillas
toma para alcanzar el 50 % de la germinacién. Adems, el método automatico revels el efecto diferenciado de dos
protocolos de envejecimiento. Conclusiones. El uso de andlisis de imAgenes en arroz permiti6 evaluar la germinacién
de forma automatica basado en la protrusién radicular y también posibilité cuantificar otras variables complementarias
asociadas al vigor de la semilla (t50).

Palabras clave: calidad de semillas, vigor, fenotipado, envejecimiento acelerado, envejecimiento controlado.
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