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La relacion entre las caracteristicas fisicas de las
semillas y su calidad se investiga ampliamente me-
diante Glycine max, microtomografia, dafios, calidad
técnicas de imagen basadas en rayos X. La radiolo-
gia es una técnica no destructiva, empleada para el
analisis de caracteristicas internas y externas de las
semillas. Estas caracteristicas se refieren, principal-
mente, a la anatomia de las estructuras seminales y
a defectos o dafos que no pueden visualizarse facil-
mente. Ademas, |a radiologia aplicada en el analisis
de calidad de semillas permite identificar cambios fi-
siologicos que se producen en las simientes durante
el proceso de maduracion y que pueden tener una
importante influencia sobre la capacidad de germi-
nacion (Simak, 1991).

La radiografia de rayos X proporciona imagenes
bidimensionales de la semilla, siendo dtil para ca-
racterizar la morfologia de la semilla y los Uso de
Microtomografia de rayos X para la identificacion
de daios en semillas de soja. dafios en especies de
semillas grandes y planas. En tanto, la microtomo-
grafia de rayos X (micro-TC) se basa en los mismos
principios que los rayos X, pero obtiene un set de
imagenes transversales bidimensionales que, a tra-
vés de un algoritmo, se combinan para dar una ima-
gen tridimensional, permitiendo inspeccionar las di-
ferentes secciones de la semilla y hacer mediciones
internas (Stuppy et al., 2003). Este tipo de imagen

tridimensional de alta resolucion brinda la posibilidad
de hacer una visualizacion precisa de la morfologia
interna y los tejidos seminales, asi como también de
los danos en semillas voluminosas, de formas irre-
gulares y pequenas (Gomes & van Duijn, 2017). La
obtencion de imagenes tridimensionales con rayos X
en Giencia y Tecnologia de Semillas es cada vez mas
frecuente. El uso de la micro- TC se emplea cada vez
mas para lograr una caracterizacion mas precisa de
la morfologia y anatomia interna de las semillas, la
deteccion de danos internos debidos a la presencia
de insectos, danos ambientales o mecanicos, tales
como la presencia microfisuras internas no obser-
vables por la radiografia de rayos X convencional
(Gomes & van Duijn, 2017). De hecho, las imagenes
de rayos X en 3D han sido reconocidas como una he-
rramienta potencial para la clasificacion de semillas
basada en la caracterizacion de la morfologia interna
(Xia et al., 2019).

Por ser un método no destructivo, las semillas
analizadas con micro-TC pueden ser sometidas a
pruebas fisiologicas, con la finalidad de establecer
patrones que permitan estudiar la relacion causa-
efecto de la presencia de distintos danos en las se-
millas. La Prueba topografica por Tetrazolio (TZ) es
una prueba bioquimica que puede ser utilizada para
hacer una rapida estimacion de la viabilidad y vigor
de las semillas y para detectar la presencia de dafios
causados por distintos factores como el ambiente de
produccion, las picaduras de chinches y maquinarias
(ISTA, 2022).
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El objetivo del trabajo fue identificar danos en
semillas de soja (Glycine max L.) mediante el uso
de microtomografias de rayos X y comparar con los
resultados la Prueba topografica por Tetrazolio.

Materiales y Métodos

La obtencion de las imagenes de micro- TC se
realizo en el Departamento de Validacion de Equipos
y Componentes del Instituto Nacional de Tecnologia
Industrial (INTI), Rafaela, Santa Fe, Argentina. La se-
leccion del material y la Prueba topografica por Te-
trazolio se realizo en el Laboratorio de Semillas de
la Estacion Experimental Oliveros del INTA, Oliveros,
Santa Fe, Argentina.

Se seleccionaron semillas de soja con danos vi-
sibles del ambiente, caracterizados por la presencia
de arrugas en la zona periférica de los cotiledones,
abolladuras en zona periférica y central de cotiledo-
nes y eje embrionario. También se escogieron semi-
llas con lesiones visibles originadas por picaduras de
chinches.

Las imagenes de rayos X se tomaron en semillas
individuales con el equipo Imax 70 y se procesaron
con el software Dental Imaging 6130. Las micro-CT
se realizaron con el sistema Phoenix V tome x s -
General Electric, bajo una tension de 45 kV y una co-
rriente de 140 uA, y la reconstruccion de la imagen
tridimensional se realizo utilizando el software VG
Studio Max 3.0.

Eje Cilindro central
embrionaria

Dafio por
chinche
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Una vez obtenidas las imagenes de micro-TC, las
semillas se sometieron a la Prueba topografica por
Tetrazolio (ISTA, 2022). Cada semilla se colocd en-
tre papeles humedecidos durante 16 horas y luego
Se sumergio en una solucion de 2,3,5 trifenil cloruro
de tetrazolio, con una concentracion del 1% a 35°C
durante 3 horas y en oscuridad. Finalizado este perio-
do de tincion se elimind la solucion, se realizo el en-
juague con agua de red y se retiro el tegumento. De
cada semilla se tomaron imagenes fotograficas digi-
tales. Se identificaron los dafios presentes en cada
semilla mediante el reconocimiento de determinados
patrones. Estos patrones de danos son especificos
para las distintas especies; en este caso, para soja,
son los sintomas con los cuales el factor causante
del dano manifiesta su accion sobre las semillas de
una manera fisica y repetida en el tiempo.

Antes de someterlas a la Prueba de TZ, se ob-
tuvieron imagenes fotograficas digitales de cada
semilla seca con los diferentes darios, y luego de
finalizado el periodo de tincion, empleando una ca-
mara Hayear 51 MP con sensor de imagen CMOS
Panasonic de 51 megapixeles de 2, 33 pulgadas. La
camara posee 3 lentes: Navitar 1-6010; Navitar (1X)
1-615 y Navitar (05X) 1-6232.

Resultados

La inspeccion visual de las imagenes de micro-
CT permitio reconocer la naturaleza del dario en cada
semilla individual y caracterizar la localizacion, la ex-
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Figura 1. Semilla de soja con presencia de danos causados por picaduras de chinches sobre eje embrionario y
cotiledones. A) Imagen digital fotogrifica de semilla seca con tegumento; B) imagen de microtomografia de rayos X
y C) imagen digital fotogrifica de semilla sin tegumento luego de ser sometida a la Prueba topogrifica por TZ.
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tension y la profundidad, estimando el estado fisiolo-
gico y la integridad fisica de las semillas.

Enla Figura 1 se observa un conjunto de tres ima-
genes de la misma semilla de soja, que correspon-
den a una foto digital: la imagen de micro-CT y una
foto digital de la semilla luego de la Prueba TZ. La
semilla de la Figura 1 presenta dafnos causados por
picaduras de chinche ubicadas en el extremo distal
del eje embrionario y en cotiledones. Este dano en
las semillas secas se observa, generalmente, como
areas deprimidas de color blanco o crema que pue-
den o no estar necrosados Yy, a veces, manifiestan
cierta depresion en el area afectada (Figura 1 A). En
laimagen de micro-TC se observa con nitidez el dafo
presente en el extremo del eje embrionario que afecta
su normal morfologia, asi como también en el area
central del cotiledon, evidenciando areas deprimidas
de contornos irregulares que afectan la forma es-
férica tradicional de la semilla de soja (Figura 1 B).
Ademas, se observa el dafio producto de la picadura
de chinche en la zona terminal de la radicula y en la
plumula.

En la imagen de la semilla sometida a la Prue-
ba de TZ se observan tejidos con diferentes colora-
ciones, asociadas a la actividad respiratoria de los
mismos. Los tejidos de color rosado intenso indican
una buena hermeticidad y permeabilidad de la semi-
lla, caracteristicas de tejidos fisiologicamente sanos
y viables. Por el contrario, el color blanco aparece en
los tejidos como consecuencia de falta completa de
actividad respiratoria y, por lo tanto, estos tejidos se
consideran muertos. Corroborando, de esta mane-
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ra, la muerte de tejidos producto de las picaduras de
chinche (Figura 1 C).

La presencia de chinches y la falta de control
apropiado en el momento oportuno en los lotes de
produccion, provoca un dafo que presenta un pa-
tron caracteristico y facil de diagnosticar tal como
se muestra en la Figura 1 C. Este patron es de ocu-
rrencia azarosa sobre la semilla y, ademas, posee
sintomas muy bien definidos y de facil visualizacion.
Las areas afectadas por las picaduras de chinches
son generalmente de color blanco, amarillo 0 crema
y poseen una consistencia granulosa 0 corchosa.
Ademas, suelen ser areas deprimidas y con frecuen-
cia con una apariencia de estrella dada por lineas de
fisuras radiales, que parten desde el centro de la pi-
cadura hacia los bordes de la misma. El borde de
estas lesiones suele ser de contornos irregulares y
pueden aparecer varias picaduras de distintos tama-
nos en la misma semilla. La profundidad y gravedad
del dano por picadura de chinche esta relacionado
con el momento de aparicion del insecto, cuanto mas
temprano es el ataque mayor seran los dafos, lle-
gando incluso al aborto de la semilla.

En la Figura 2 se observa un conjunto de tres ima-
genes de la misma semilla de soja, que correspon-
den a una foto digital: la imagen de micro-CT y una
foto digital de la semilla luego de la Prueba TZ. En
estas imagenes se observa una semilla de soja con
presencia de dafno del ambiente en la zona periférica
de los cotiledones, en la zona opuesta al eje embrio-
nario. En la semilla seca (Figura 2 A) se identifica el
dano causado por el ambiente de produccion, con
un marcado arrugamiento del tegumento que genera
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Figura 2. Semilla de soja con presencia de dano del ambiente. A) Imagen digital fotografica de semilla seca con
tegumento arrugado en la zona opuesta al hilo; B) imagen de micro-TC) y C) imagen digital fotografica de semilla
f sin tegumento luego de ser sometida a la Prueba topografica por TZ.
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garras claramente visibles que pueden observarse
con nitidez en la imagen de micro- TC. En la misma,
también se puede identificar el area del hilo y en el eje
embrionario se observan, en detalle, el cilindro cen-
tral y la plimula protegida entre ambos cotiledones
(Figura 2 B).

La imagen de micro-TC (Figura 2 B) permite ob-
servar, claramente, la profundidad de las garras lo
largo del perimetro dorsal de la semilla, que se ma-
nifiestan de manera homologa en la periferia de los
cotiledones, afectando la convexidad de los bordes
de la semilla. Se detecta un area de diferente nivel de
gris en el area proximal del cotiledon, proxima a la
zona de union de los cotiledones con el eje embrio-
nario. Por otra parte, en los patrones de tincion en
la Prueba de TZ, se evidenciaron las garras de tejido
muerto caracteristicas de dafo ambiental, y un area
sin tincion en el casquete superior y en el eje embrio-
nario (Figura 2 C).

El ambiente de produccion puede generar lesio-
nes en las semillas durante el proceso permanente
de hidratacion y deshidratacion que experimentan las
estructuras seminales con los ciclos propios de la
humedad relativa del ambiente. Durante estos ciclos,
la semilla gana y pierde humedad con mayor o menor
intensidad y/o aceleracion del proceso a lo largo de
las horas del dia y del periodo de crecimiento. Esta
mecanica de hidratacion y deshidratacion produce

Daiio del
ambiente

por
chinche

expansion y compresion de las estructuras semina-
les, generando lesiones que se visualizan como “ga-
rras”. Estas lesiones pueden estar presentes en todo
el perimetro de la semilla, pero principalmente y con
mayor frecuencia, en el area dorsal de los cotiledo-
nes opuesta al eje embrionario (Figura 2 C).

Las condiciones ambientales excesivamente se-
veras son capaces de provocar serios problemas
de calidad en la semilla de soja. Las temperaturas
elevadas y el estrés hidrico en el suelo, durante pe-
riodos prolongados en la etapa de activo crecimiento
de las semillas, pueden provocar alteraciones fisicas
y fisiologicas. Con respecto a las alteraciones fisicas
de las semillas de soja, los sintomas caracteristicos
corresponden a la alteracion de la forma natural es-
férica de la semilla y la produccion de arrugamientos
y abolladuras pronunciadas (Figura 3 A).

En la imagen de micro-TC se observan profundas
abolladuras y arrugas en el tegumento, tanto en los
cotiledones como en el eje embrionario, que afectan
la forma esférica natural de la semilla. La misma se
encuentra aplanada sobre su eje longitudinal con una
depresion mas pronunciada en la zona distal del coti-
ledon izquierdo. En dicha zona de los cotiledones se
visualizan areas oscurecidas, producto de dafnos por
picadura de chinche (Figura 3 B).

La observacion de la semilla tefiida luego de la
Prueba de TZ, permite identificar los dafios causados

Dafio del
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Figura 3. Semilla de soja con presencia de dafios del ambiente (arrugado y abollado) y de chinche. A) Imagen digital
fotogrifica de vista dorsal de una semilla seca con tegumento; B) imagenes de micro-TC de la semilla en su vista
dorsal y C) imagen digital fotografica de vista dorsal de la semilla sin tegumento luego de sometida a la Prueba

E-f topogrifica por TZ.
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por el ambiente y por la picadura de chinche en los
cotiledones (Figura 3 C). El dano de la picadura de
chinche se observa como un area de tejido amarillo
fuertemente deprimida, que genera una importante
deformacion del cotiledon. Respecto al dafio cau-
sado por el ambiente, se pueden observar extensas
areas de tejido muerto en ambos cotiledones como
resultado del severo estrés sufrido por la semilla a
causa del ambiente (Figura 3 C).

Conclusiones

La inspeccion por micro-CT proporciona image-
nes de alta resolucion, siendo una herramienta efi-
ciente para investigar los danos ambientales y por
picaduras de chinches en las semillas de soja, per-
mitiendo la asociacion con patrones de tincion de la
Prueba topografica por Tetrazolio.
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