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Variabilidad de la viabilidad y vigor
de lotes de semillas de soja con presencia
de simientes verdes pertenecientes a
cultivares de distintos grupos de maduraciéon
producidos en dos fechas de siembra

GALLO, C."; ENRICO, J.M.2; CRAVIOTTO, R."; ARANGO, M.’

RESUMEN

Temperaturas superiores a los 32 °C combinadas con estrés hidrico durante el llenado de granos de soja
pueden provocar la aparicion de semillas verdes. Estas simientes pueden ocasionar fallas en la germinacion
de los lotes, problemas durante el acondicionamiento y dificultades para el almacenamiento. Los objetivos del
presente trabajo fueron determinar la calidad fisiolégica de lotes de semillas de soja pertenecientes a distintos
grupos de madurez, sembrados en dos fechas de siembras y con distintos contenidos de semillas verdes y
estimar la viabilidad y el vigor de las semillas verdes. Se emplearon 5 lotes de semillas de cultivares de grupos
de madurez Ill y IV sembrados tempranamente, con diferentes % de semillas verdes (4, 11, 16, 38 y 53%) y
5 lotes de grupo de madurez VI y VIl sembrados tardiamente, con 3, 7, 11, 13 y 19% de semillas verdes. La
calidad fisioldgica fue evaluada mediante la Prueba Topografica por Tetrazolio. Se utilizaron 4 repeticiones
de 50 semillas para cada cultivar. El porcentaje de dafio ambiental fue = 52% en todos los cultivares. En las
semillas de los grupos de madurez sembrados tempranamente los dafios ambientales fueron extensos y ubi-
cados en el eje embrionario. En las semillas de los grupos de madurez sembrados tardiamente, las lesiones
ambientales fueron de poca extension y superficiales. Las semillas verdes que permanecieron sin tincion en
la PTT fueron clasificadas como no viables. Todos los materiales evaluados, presentaron un alto porcentaje
de dafo ambiental, siendo los cultivares de GM Il y IV los que presentaron dafios mas criticos. Las semillas
verdes pueden ser viables cuando el eje embrionario y la zona de unién de éste con los cotiledones no pre-
sentan danos profundos ni deterioro fisioldgico.

Palabras clave: calidad, semilla, Glycine max, tetrazolio, ambiente.

ABSTRACT

Temperatures over 32°C combined with hydric stress during soybean seed filling can cause the appearance
of green seeds. These seeds can cause occasional failures in lot germination, problems during conditioning
and difficulties in storing. The objectives of the present work were to determine the physiological quality of
soybean seed lots belonging to different maturity groups sown in two planting dates and with different contents
of green seeds, and to estimate the viability and vigor of the green seeds. Five seed lots from early planting
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maturity groups Ill and IV cultivars were utilized, with different % of green seeds (4, 11, 16, 38 and 53%) and
5 lots of late planting maturity groups VI and VII, with 3, 7, 11, 13 and 19% of green seeds. Physiological qua-
lity was evaluated using the Topographical Tetrazolium Test. Four repetitions of 50 seeds were used for each
cultivar. The percentage of environmental damage was = 52% in all cultivars. In seeds from early planting
maturity groups, environmental damages were extensive and located in the embryonic axis. In seeds from late
planting maturity groups, environmental lesions were less extensive and superficial. Green seeds that were
not stained in the TTT were classified as non-viable. All the material evaluated showed a high percentage of
environmental damage, but the MG Il and |V cultivars presented the greatest critical damage. Green seeds
can be viable when the embryonic axis and the proximal area where it joins the cotyledons do not present deep

or physiological damage.

Keywords: quality, seed, Glycine max, tetrazolium, environment.

INTRODUCCION

Las temperaturas superiores a 32 °C, conjugadas con
periodos prolongados de déficit hidrico en el suelo durante
el llenado de los granos, son condiciones ambientales que
pueden provocar desbalances fisioldgicos en las plantas de
soja (Wiebold, 2002). Durante la formacion de las semillas,
los tejidos de las vainas y del tegumento de las simientes
se contraen y elongan como resultado de fluctuaciones de
humedad y temperatura que ocurren durante todo el dia
(Arango et al., 2006). Este proceso de hidratacion y des-
hidratacion que se produce en las estructuras seminales,
origina dafios denominados ambientales que afectan a la
calidad fisiolégica. Frente a estas condiciones estresantes,
los mecanismos enzimaticos que degradan los pigmentos
clorofilicos acumulados en las semillas durante su desarrollo
pueden ver alterado su normal funcionamiento generando
la aparicion de simientes verdes al final del ciclo del culti-
vo (Gallo et al., 2009). La viabilidad de las semillas verdes
depende de la localizacién, profundidad y extension de los
tejidos con clorofila. La cantidad de tejido cotiledonar verde
puede ser limitante para la germinacion ya que indica falta
de maduracion de esos tejidos y por lo tanto, la movilizacion
de las reservas hacia el eje embrionario puede ser afectada
(Zorato et al., 2007). Las semillas verdes también pueden
ocasionar problemas durante el acondicionamiento y dificul-
tades para el almacenamiento (Craviotto et al., 2001).

Scheeren et al. (2005), estudiaron la relaciéon entre la
presencia de clorofila y la maduracion de las semillas de
soja y evaluaron la calidad fisiolégica de las semillas con
diferente coloracion concluyendo que las simientes verdes
poseen una calidad fisioldgica inferior a las semillas ama-
rillas. Sin embargo, Craviotto et al. (2006a) determinaron
que las semillas de soja pueden ser fisiolégicamente ma-
duras pero presentar coloracion verde en algunas areas
y, por lo tanto, lotes de simientes que presentan elevados
contenidos de semillas verdes pueden poseer un alto va-
lor de germinacion. Las disimiles condiciones fisiologicas
que pueden presentar las semillas verdes conllevan a la
necesidad de identificar y cuantificar las simientes verdes
capaces de germinar a fin de definir si el destino del lote

de semillas sera la siembra. Asimismo, debido a la influen-
cia del ambiente sobre la calidad final de las semillas de
soja, la correcta eleccion del Grupo de Madurez (GM) de
los cultivares, y la Fecha de Siembra (FS) adquieren gran
importancia en la siembra.

Los objetivos del presente trabajo fueron a) determinar
la calidad fisiolégica, en términos de viabilidad y vigor, de
lotes de semillas de soja pertenecientes a distintos grupos
de madurez, sembrados en dos fechas de siembras y con
distintos contenidos de semillas verdes y b) estimar la via-
bilidad y el vigor de las semillas verdes.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Semillas de
la Estacion Experimental Agropecuaria Oliveros del INTA
(EEA Oliveros). Las muestran fueron obtenidas de ensa-
yos de la Red Nacional de Cultivares de Soja en la EEA
Oliveros.

Se emplearon 5 lotes de semillas con diferentes conte-
nidos de semillas verdes, pertenecientes a cultivares de
GM Il 'y IV sembrados tempranamente el 17 de octubre de
2007 y 5 lotes de semillas de los GM VI y VIl sembrados
tardiamente el 20 de diciembre de 2007 (tabla 1).

Sobre 50 gramos de semillas enteras se determiné el
porcentaje de semillas verdes para cada cultivar. Las se-
millas con tonalidad verde se separaron manualmente. La
identificacion de las semillas verdes se realizé6 de manera
visual y fueron seleccionadas todas las simientes con tona-
lidad verde de diferente intensidad y distribuidas en areas
de distinta extension sobre el tegumento.

La Viabilidad y el Vigor de las semillas de soja fueron
evaluados mediante la Prueba Topografica por Tetrazolio
(PTT). Esta prueba, basada en la reaccion de coloracion
de los tejidos vivos en presencia de una solucion de sal
de cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio, permiti6 ademas di-
ferenciar distintos tipos de dafios en las semillas. En pre-
sencia de la solucién de la sal de tetrazolio, se expresa la
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Cultivar GM Semillas Verdes (%)
NK 43 v 4
SPS 3900 ] 11
NK 34 ] 16
NK 32 1] 38
A 4613 \Y 53
TOB 7800 VI 3
RMO 67 VI 7
MERCEDES 76 VIl 11
NA 7708 RG VI 13
A 6411 RG \ 19

Tabla 1. Cultivares, Grupos de Madurez y Porcentaje de semillas
verdes de las muestras analizadas.

actividad de las enzimas respiratorias deshidrogenadas en
los tejidos vivos de las semillas. Estas enzimas catalizan
la reaccion de los iones hidrégeno liberados por la respira-
cién de los tejidos vivos con la sal de tetrazolio, formando
una sustancia estable, no difusible, de coloracién rosada —
rojiza, denominada trifenil formazan que permite distinguir
en las semillas a las areas vivas (areas de color rojo) de
las areas muertas que no poseen coloracion (Hampton y
Tekrony, 1995).

Se utilizaron 4 repeticiones de 50 semillas para cada
cultivar. Cada repeticion fue preacondicionada en rollos de
4 hojas de papel toalla humedecidas a saturacion (Scott
Brand, Airflex, Kimberly-Clark). Los rollos se colocaron en
bolsas de polietileno de 100 micrones y se mantuvieron
a temperatura ambiente durante 18 horas (AOSA, 2000).
Finalizado el periodo de preacondicionamiento, se sumer-
gieron las simientes en la solucion de tetrazolio al 0.1%,
en bafio termostatico (Vicking, Modelo Masson, Buenos Ai-
res, Argentina) a 35 °C, durante 2.5 horas y en oscuridad.
Luego de la incubacion, las semillas se enjuagaron con
abundante agua corriente y se evaluaron individualmente.
Los colores que se observaron en las semillas permitieron
identificar distintos estados fisioldgicos de las mismas: ro-
sado palido (tejido sano y vigoroso); rojo intenso (tejido en
proceso de deterioro); blanco mate (tejido muerto) y verde
(tejido inmaduro).

Las variables observadas en cada semilla fueron: viabi-
lidad, vigor, dafios ambientales y semillas verdes sin tin-
cion. Se considerd la extension, profundidad y la ubicacién
del tejido deteriorado o muerto y del tejido verde. El dafio
ambiental fue identificado como fuelles, garras y/o bandas
de tejidos muertos en ambos cotiledones (fig.1); y también
como tejidos rojos intenso indicando un importante dete-
rioro (fig.2).

Las semillas fueron clasificadas por su viabilidad en cua-
tro categorias: 1) semillas viables sin defectos, 2) semillas

Figura 1. Semillas tefiidas con fuelles de dafio ambiental.

Figura 2. Semillas completamente tefiidas con coloracién rojo intenso.
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viables con defectos leves, 3) semillas viables con defectos
moderados y 4) semillas viables con defectos severos.

La clasificacion de las semillas en los distintos niveles
de viabilidad se realizd segun: a) la ausencia o presencia
de dafio ambiental y/o tejidos verdes sin tincion y su loca-
lizacion, extension y profundidad; b) el estado fisiolégico
del eje embrionario y cotiledones segun la coloracién y c)
la homogeneidad y la turgencia de los tejidos (Hampton y
Tekrony, 1995).

Los resultados de viabilidad fueron expresados como
Porcentaje de Semillas Viables, obtenido de la sumatoria
de las cuatro categorias de viabilidad.

Para determinar el vigor, las semillas viables sin defectos
fueron consideradas como semillas de vigor alto, mientras
que las semillas viables defectos leves y viables defectos
moderados fueron consideradas como semillas de vigor
medio y vigor bajo respectivamente (Craviotto y Arango,
2006; Craviotto et al., 2008). Se consideraron a las semi-
llas de vigor alto, medio y bajo para calcular el porcentaje
de semillas vigorosas.

Los datos se expresaron en porcentajes y fueron trans-
formados usando el arco seno de la raiz cuadrada de la
proporcién (arc sen Vx/100). Se realizé un analisis de in-
ferencia basada en dos muestras (Prueba T), con un nivel
de significacion del 0.05. Se utilizé el software estadistico
InfoStat (InfoStat, Grupo InfoStat/FCA. Universidad Nacio-
nal de Cordoba, 2007).

RESULTADOS

Para conocer la disponibilidad hidrica del suelo se utili-
zaron datos provenientes de balances hidricos diarios de
ensayos de seguimiento de agua en el suelo en la EEA
Oliveros durante la campafia 2007/08 en cultivos de soja
sembrados el 10 de octubre (siembra temprana) (fig.3) y

el 14 de diciembre (siembra tardia) (fig.4). Los cultivares
empleados corresponden al GM Ill y VI.

En la siembra temprana, para los GM lll y IV, el perio-
do de llenado (R5 — R7) coincidié con el mes de enero
y principios de febrero donde se registraron temperaturas
maximas superiores a los 30 °C y estrés hidrico. En los
cultivares de GM VI y VII, el llenado de granos se produjo
con temperaturas maximas que oscilaron entre 27 °C y
32 °C (fig.5). A mediados de marzo, se registraron heladas
tempranas que ocasionaron la muerte de plantas antes de
finalizar el ciclo del cultivo en los GM VI y VII.

Los graficos de balance hidrico diario (fig. 3 y 4) mues-
tran la evolucion del contenido de agua disponible para el
cultivar DM 3700 (GM llIl) y para el cultivar A 6411(GM VI)
en los que se realiz6 el seguimiento de humedad durante
el ciclo del cultivo (Andriani, 2010). Se observa la linea de
capacidad maxima de agua disponible (AUM) del suelo ex-
plorado por las raices y la linea de estrés hidrico (L. Str.)
50% del agua util maxima, correspondiente a ese volumen
de suelo. Cuando el agua disponible en el suelo para los
cultivares se encontré por debajo de la linea de estrés hi-
drico, los mismos se encontraron en déficit hidrico y cuanto
mayor es la diferencia mayor es la intensidad del mismo.
Los sitios experimentales tuvieron distintas condiciones hi-
dricas en el suelo durante el ciclo del cultivo.

Los datos agrometeoroldgicos prevalentes durante el pe-
riodo R5 — R7 permitieron concluir que las plantas de todos
los materiales sembrados en ambas FS sufrieron estrés
hidrico y térmico con distintos niveles de intensidad (fig.5).
Los cultivos sembrados tardiamente también sufrieron la
ocurrencia de heladas tempranas en R6.

La pérdida de viabilidad y vigor de las semillas de los
GM sembrados tempranamente estaria explicada por el
alto porcentaje de semillas con dafios ambientales (entre
54% y 85%) ubicados en zonas criticas para la viabilidad
como son la region de unién del eje embrionario con los
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Figura 3. Balance hidrico diario en soja temprana. AUM: agua util maxima. L.Str.: limite de estrés hidrico. Agua Uutil existente para culti-

vares DM 3700 y A 6411.
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Figura 4. Balance hidrico diario en soja de 2da. AUM: agua util maxima. L.Str.: limite de estrés hidrico. Agua util existente para cultivar
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Figura 5. Temperaturas medias méximas (Tmax), medias (Tmed) y mi-
nima (Tmin) durante el periodo de los estadios R5 -R7 de los cultivares
de GM lll y IV (rectangulo blanco), GM VI (rectangulo negro) y GM VI
(rectangulo gris). Campaiia 2007/08.

cotiledones, el cilindro central y corteza del eje radicula-hi-
pocotilo, y la plumula y que permitieron clasificarlas como
no viables (tabla 2).

Los cv A4613, NK 32 y NK 34 presentaron los valores mas
altos de viabilidad respecto al resto de los cvs sembrados en
la misma fecha. Con respecto al vigor, el cv. A 4613 difirid
significativamente del resto de los cv manifestando el mayor
% de semillas vigorosas. Sin embargo, en todos los cvs, los
valores de viabilidad y vigor indicaron baja calidad fisiolégica.

En todos los materiales evaluados, independientemen-
te del cultivar y de la FS, se observaron valores de dafio
ambiental 252% (tabla 2). Sin embargo, en los cultivares
sembrados tempranamente el dafio ambiental fue de gran
extension y estuvo ubicado en el eje embrionario afectan-
do a la corteza y al cilindro central, explicando los bajos

GALLO, C.’; ENRICO, J.M.?; CRAVIOTTO, R."; ARANGO, M.’
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Fecha de Siembra Cultivar GM \Viabilidad (%) Vigor (%) Dafo Ambiental (&) Semillas verdes sin tincion (%)
NK 43 v 42b 28c 83b 29¢c
SPS 3900 Il 42b 26bc 85b 19bc
Temprana NK 34 1] 52ab 35b 74b 7a
NK 32 1] 57a 34bc 85b 9a
A 4613 1\ 61a 55a 54a 4a
TOB 7800 VIl 87¢ 80bc 65b 1a
RMO 67 \l 84bc 72abcd 92a 7b
Tardia MERCEDES 76 VIl 73abc 62ab 76ab 9bc
NA 7708 RG \ 71abc 66abc 52b 7b
A 6411 RG VI 74a 56a 92a 1a

Valores acompafiados de una misma letra, en la columna y para una misma FS, no difieren entre si por la prueba T(a=0,05)

Tabla 2. Porcentajes de Viabilidad, Vigor, Dafilo Ambiental y Semillas con tejidos verdes sin tincion, de semillas de soja de diferentes
cultivares y grupos de madurez (GM), sembrados en dos fechas de siembra (temprana y tardia) obtenidos en la Prueba por Tetrazolio.

Figura 6. Semilla verde no viable. Eje embrionario muy deteriorado y
cotiledones sin tincion.

Figura 7. Semilla verde no viable. Eje embrionario muerto y cotile-
dones sin tincion.

valores de viabilidad y vigor. El cv. A 4613 se diferencid
estadisticamente del resto de los materiales manifestando
el menor % de semillas dafadas por el ambiente.

En el caso de los materiales sembrados tardiamente,
el dafio ambiental se caracterizé por ser poco extenso y
superficial, permitiendo clasificar a las semillas como via-
bles con defectos leves o viables con defectos moderados.
Estos dos niveles de viabilidad no fueron limitantes de la

produccién de plantulas y permitieron explicar los valores
de viabilidad superiores al 70% (tabla 2).

Con respecto al porcentaje de simientes verdes sin tin-
cion, los materiales evaluados en la FS tardia, manifesta-
ron valores comprendidos entre el 1% y el 9%. En la FS
temprana, con excepcion de los cultivares NK 43 y SPS
3900 que presentaron 29% y 19% respectivamente, los de-
mas cvs no difirieron estadisticamente de entre (tabla 2).
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Figura 8. Porcentajes de semillas verdes antes de la tincion y des-
pués de la tincién en la Prueba de Tetrazolio correspondiente a
diferentes cultivares sembrados en dos fechas de siembra (FS).

En todas las muestras analizadas, las semillas verdes
que permanecieron sin tincion en la PTT fueron clasificadas
como no viables debido a la existencia de ejes embrionarios
con falta total de tincién y presencia de tejidos flacidos, o
bien con coloracion rojo intensa que denota un activo dete-
rioro. Se observaron semillas verdes con ejes embrionarios
deteriorados o muertos y cotiledones con coloracion verde
en la totalidad de su superficie (fig. 6 y fig. 7).

Los porcentajes de semillas verdes observados en las
muestras antes de iniciar la PTT y los porcentajes de se-
millas con tejidos verdes sin tincion presentes al finalizar
el tiempo de tincion difieren estadisticamente entre si en
ambas FS, siendo el valor p<0.0001 para la FS temprana y
p=0.0131 para la FS tardia (fig.8)

Las muestras analizadas presentaron diferentes conte-
nidos de semillas verdes antes de ser sometidas a la PTT,
siendo los cultivares SPS 3900 y NK 43, pertenecientes
a los GM Il y IV respectivamente, los que manifestaron
los mayores porcentajes de semillas verdes (38% y 53%
respectivamente). El resto de los cultivares manifestaron
contenidos de semillas verdes iguales o inferiores a 19%,
independientemente de la FS (fig.8).

En los materiales de la FS temprana, los cultivares NK
43, SPS 3900 y NK 34, aproximadamente el 50% de las
semillas verdes de las muestras permanecieron sin tincion
al final de la PTT, y fueron clasificadas como semillas no
viables. Por otro lado, en el cv NK 32 el 81% de las semi-
llas verdes de la muestra permanecio sin tincion y en el cv
A 4613 todas las semillas verdes de la muestra fueron no
viables debido a que sus tejidos verdes permanecieron sin
tincién al final de la PTT (fig.8).

En la FS tardia, los cultivares RMO 67, Mercedes 76 y NA
7708 RG tuvieron aproximadamente un 50% de las semillas
verdes de la muestra que no se tifieron al final de la PTT;
mientras que en los cultivares TOB 7800 y A 6411 RG sola-
mente el 14% y 33% de las semillas verdes de la muestra
respectivamente no se tifieron al final de la PTT (fig.8).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Entre los cultivares estudiados se encontraron diferen-
cias significativas con respecto al contenido de semillas
verdes, siendo SPS 3900 y NK 43, pertenecientes a los
GM lll'y IV los que manifestaron los valores mas elevados.
Ensayos realizados por Cencig y Villar (2006) también de-
mostraron que los cultivares de GM lll y GM IV sembrados
en fechas tempranas muestran mayor tendencia a presen-
tar elevados porcentajes de granos verdes.

Los resultados obtenidos indicarian que los tejidos ver-
des pueden poseer actividad respiratoria y tefirse durante
la PTT, mientras que otras estructuras seminales verdes
son incapaces de reducir la sal de tetrazolio, permanecien-
do sin tincion. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Craviotto et al., 2006b), quiénes identificaron un alto
porcentaje de semillas de soja con grandes areas de color
verde que no lograron alcanzar la tincion caracteristica del
tetrazolio. La ausencia de tincion de estos tejidos verdes
demostro fallas en la reduccion de la sal de tetrazolio a
formazan por parte del sistema enzimatico respiratorio de
las semillas verdes.

Ademas de las particularidades manifestadas por las se-
millas verdes respecto a la tincion de los tejidos verdes, el
dafio ambiental se manifesté con iguales sintomas en to-
das las semillas del lote, independientemente del grado de
madurez de los tejidos seminales. Sin embargo, la influen-
cia del dafio ambiental sobre la pérdida de viabilidad y vigor
dependié de la estructura seminal afectada por el mismo.
Asi también fue manifestado por Franca Neto et al. (2005)
y Zorato et al. (2007) quiénes observaron semillas de soja
con elevados porcentajes de dafio ambiental, y argumen-
taron que segun la intensidad del dafo ambiental sobre
estructuras seminales esenciales, se produce una reduc-
cion del vigor y de la germinacién de los lotes de semillas.
Segun Craviotto et al. (2008), el grado de penetracion del
dafo en el interior del eje radicula-hipocdtilo, y que afecte
la integridad de la corteza y del cilindro central, redundara
en un grave defecto para la futura plantula e incluso la no
produccion de ella.

Todos los materiales evaluados, independientemente
de la fecha de siembra, presentaron un alto porcentaje de
dafio ambiental. Este dafio se manifesté con diferente nivel
de gravedad, siendo los cultivares de GM Il y IV los que
presentaron dafios mas criticos para la viabilidad y el vigor,
reduciendo la calidad fisiologica.

Los cultivares NK 43 y SPS 3900 presentaron los ma-
yores niveles de semillas verdes no viables y de dafio am-
biental y la calidad fisiolégica mas baja respecto al resto de
los cultivares.
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El porcentaje de semillas verdes no viables fue variable
entre los materiales evaluados, independientemente del
contenido de semillas verdes inicial. Esto permite concluir
que las semillas verdes de soja pueden ser viables cuando
el eje embrionario y la zona de union de éste con los cotile-
dones no presentan dafios profundos ni deterioro fisioldgico.
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