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RESUMEN

Las semillas como ente vivo requieren conservar su viabilidad, germinacién y
vigor para asegurar el desarrollo de una nueva planta y su potencial de
produccion. La produccion de soja (Glycine max L. Merr.) en Argentina, tiene
como punto critico de deterioro durante el periodo de madurez fisioldgica a
cosecha, las condiciones climaticas adversas relacionadas a periodos
prolongados de lluvias, temperaturas templadas y alta humedad en el ambiente.
Adicionalmente, la semilla almacenada respira oxigeno del ambiente,
ocasionando como consecuencia y de acuerdo con la tasa de respiracion, el
deterioro de la misma. Otro aspecto es que la creciente expansion en la
produccion de semillas super6 la capacidad de almacenamiento por sistemas
tradicionales, obligando al productor a desarrollar nuevas estrategias de
almacenamiento. Como una posibilidad para mantener la calidad fisiol6gica se
propuso el método de almacenamiento al vacio, que limita el intercambio de aire
y humedad con el ambiente. En estas condiciones, la respiracion de la semilla
agota el oxigeno remanente, y reduce su actividad metabdlica, minimizando
pérdidas de calidad y permitiendo que el almacenamiento pueda durar por mas
tiempo. En el presente trabajo se evalud la calidad fisiolégica de la semilla de
soja bajo diferentes condiciones de almacenamiento y envasado. Se establecio
si el envasado al vacio mantiene en el tiempo la calidad fisiol6gica de las semillas
de soja. Y se determin6 el momento para cada tratamiento en el que la semilla
ya no cumplia con los estandares de calidad comercial. El ensayo se condujo en
la Facultad de Cs. Agrarias de Zavalla, 33°01’S, 60°53’0. Se almacenaron
semillas de soja de la variedad Agata (GMV) por un periodo de 12 meses en dos
ambientes (camara fria (C) a 4°C y galpon (G) a temperatura ambiente, (variando
entre 9y 29 °C durante el tiempo que dur6 el experimento) y dos condiciones de
envasado (al vacio (V) y en bolsas de propileno (P) no herméticas). Los cuatro
tratamientos analizados correspondieron a la combinacion entre los ambientes y
condiciones de envasado (CV, CP, GV, GP). Desde el inicio del experimento (t0)
y cada 30 dias consecutivos, se determinaron, sobre 900 simientes puras por
tratamiento, los siguientes parametros de calidad fisiolégica: Poder Germinativo
(PG), Energia Germinativa (EG, germinaciébn a los 5 dias), Vigor por

envejecimiento acelerado (EA) y Humedad (H) de la semilla. Los resultados se



analizaron mediante ANOVA no paramétrica, realizando prueba de Kruskal —
Wallis (F<0,05). Los tratamientos CP y CV tuvieron valores de PG de 80% desde
t0 y hasta los 180 y 300 dias de almacenaje (DDA), respectivamente; mientras
que GP y GV tuvieron valores por debajo de 80% desde los 60 y 120 DDA,
respectivamente; mostrando diferencias significativas a partir de los 180 DDA
(F=0,0482). La EG para GV cay6 desde 96% hasta 5,5% a partir de los 180 DDA,
en tanto CV, CP y GP mantuvieron un valor promedio por encima de 90% hasta
los 330 DDA; estadisticamente se encontraron diferencias a partir de los 180
DDA (F=0,0236). Para el vigor por EA, CV mantuvo valores por encima del 70%
hasta los 210 DDA; diferente a CP, GV y GA donde presentaron un valor inferior
al 70% después de los 30 DDA a partir de los 120 DDA se detectaron diferencias
significativas (F=0,0119). La condicién de envasado V para ambos ambientes
permitié conservar la H de la semilla cercana a la correspondiente al t0 (14,4%)
durante todo el experimento; el analisis estadistico arrojé que desde los 30 DDA
se detectaron diferencias significativas (F=0,0032). A partir de estos resultados
se postula que el efecto de la temperatura, fluctuante en G (9 - 29°C), podria
contribuir al deterioro de la calidad de las semillas observado para este ambiente.
Se concluye que bajo las condiciones del ensayo, el tratamiento CV permitid
conservar durante mayor tiempo la calidad fisiologica de las semillas de soja.



ABSTRACT

The seeds as a living organisms need to preserve their viability, germination and
vigor to ensure the development of a new plant and its production potential. The
production of soybean (Glycine max L. Merr.) in Argentina, has as critical
deterioration points during the period of physiological maturity at harvest, the
adverse climatic conditions related to prolonged periods of rains, temperate
temperatures and high humidity in the environment. In addition, the stored seed
breathe oxygen from the environment, causing as a consequence and according
to the rate of respiration, the deterioration of seed. Another aspect is that the
growing expansion in seed production exceeded storage capacity by traditional
systems, forcing the producer to develop new storage strategies. As a possibility
to maintain physiological quality, the vacuum storage method was proposed,
which limits the exchange of air and humidity with the environment. Under these
conditions, seed respiration depletes the remaining oxygen, and reduces its
metabolic activity, reducing quality losses and allowing storage to last longer. In
the present investigation the physiological quality of soybean seed under different
storage and packaging conditions was evaluated. It was established whether
vacuum packaging maintains the physiological quality of soybean seeds over
time. And the time was determined for each treatment in which the seed no longer
complied with commercial quality standards. The experiment was conducted at
the Faculty of Cs. Agricultural Zavalla, 33 ° 01'S, 60 ° 53'0. Agata soybean variety
(GMV) seeds were stored for a period of 12 months in two environments (cold
chamber (C) at 4 ° C and storehouse (G) at ambient temperature (ranging
between 9 and 29 ° C during the time of the experiment) and two packaging
conditions (vacuum (V) and non-hermetic propylene bags (P)). the four
treatments analyzed corresponded to the combination between environments
and packaging conditions (CV, CP, GV, GP). Since the beginning of the
experiment (t0) and every 30 consecutive days, the following parameters of
physiological quality were determined on 900 seeds per treatment: Germination
(PG), Germinative Energy (EG, germination at 5 days), Vigor by accelerated
aging (EA) and humidity (H) of the seed. The results were analyzed used non-
parametric ANOVA, using the Kruskal — Wallis test (F <0.05). The CP and CV
treatments had values of 80% PG from tO and up to 180 and 300 storage of days,



respectively; while GP and GV had values below 80% from 60 to 120 storage of
days, respectively; showing significant differences from 180 storage of days (F=
0.0482). The EG for GV fell from 96% to 5,5% at 180 storage of days, while CV,
CP and GP maintained an average value above 90% to 330 storage of days;
Statistically we found differences from the 180 (F= 0.0236). For the vigor by EA,
CV kept values above 70% until 210 storage of days; different to CP, GV and GA
where they had a value lower than 70% after 30 storage of days; from the 120
storage of days significant differences were detected (F=0.0119). The packaging
condition V for both environments allowed to conserve H seed close to the tO
(14.4%) throughout the experiment; the statistical analysis showed that from the
30 storage of days, significant differences were detected (F=0.0032) were found.
From these results it is postulated that the effect of temperature, fluctuating in G
(9 - 29°C), could contribute to the deterioration of the quality of seeds observed
for this environment. It is concluded that under the experiment conditions,
treatment CV allowed the physiological quality of soybean seeds for a longer

time.
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CALIDAD FISIOLOGICA DE LA SEMILLA DE SOJA (Glycine max L. Merr.),
BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y ENVASADO

INTRODUCCION

La soja es una especie originaria del sureste asiatico, con dataciones de material
de mas de 4800 afos de antigiedad; histéricamente para Argentina en el afio de
1909 se inician los primeros ensayos, pero a partir de la década del 70
protagoniz6 una fuerte expansion que modificé profundamente la estructura de
la produccion agropecuaria y agroindustrial en el pais. Hoy en dia, la cadena
agroalimentaria de la soja se ha proyectado como uno de los sectores mas
dindmicos y pujantes de la economia nacional, siendo el principal cultivo
sembrado y Argentina el primer exportador mundial de aceites y harinas de soja,

ademas de ser el tercer exportador mundial de grano (Martino et al., 2008).

La regién pampeana con 450.000 km?, procesa y comercializa el 80% del total
de la produccion de soja nacional (Martino et al., 2008). El total de area sembrada
en el pais en la campafia 2015/16 fue de 20,2 millones de hectareas,
acumulando una produccién de 55,3 millones de toneladas, representando un
rendimiento de 2,9 toneladas por hectarea (BCR, 2016).

Dentro de ésta gran cadena agroalimentaria, se encuentra la produccién de
semillas o simientes, la cuél es la base del cultivo y de la que se parte para
garantizar una nueva reproduccion o multiplicacion de la variedad. Desde los
inicios de la agricultura, ha existido la preocupacion en la conservacion de las
semillas, para mantener su facultad de estar vivas, es decir, germinar y dar una
produccion de una siembra a otra; de ésta forma, el hombre reconocié la

necesidad de almacenar, proteger y preservar las simientes (JICA, 2007).

De manera que, para garantizar la disponibilidad de las semillas tanto en
cantidad como en calidad requerida, es imprescindible recurrir a su
almacenamiento y conservacion. Lo primero se refiere a concentrar la produccién
en lugares estratégicamente seleccionados; en tanto que la conservacion implica
proporcionar a los productos almacenados las condiciones necesarias para que

no sufran dafios por la accién de plagas, enfermedades o del ambiente, evitando
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asi mermas en su peso, reducciones en su calidad o en casos extremos la
pérdida total (Ramirez, 1982).

Las semillas presentan propiedades fisiologicas que determinan su calidad,
algunos parametros de calidad son: poder germinativo, que se refiere a la
capacidad de la semilla de germinar y producir una plantula normal bajo
condiciones ambientales Optimas; se determina con una prueba de germinacion
estandar. Viabilidad, se remite a semillas viables que poseen el potencial de
producir una plantula normal; se determina mediante la prueba topografica de
tetrazolio. Y vigor que se define como, la suma total de aquellas propiedades que
determinan el nivel de actividad y comportamiento de lotes de semillas de
germinacién aceptable en un amplio rango de ambientes; se determina por varios
métodos como envejecimiento acelerado y conductividad eléctrica, entre otros
(ISTA, 2003; 2015).

Las semillas deben conservar su viabilidad, germinacién y vigor hasta el
momento en que serén utilizadas, a fin de asegurar el desarrollo de una nueva
planta y con ello la produccion de mas cosechas. Si una semilla pierde o reduce
su capacidad para generar una nueva planta, debe ser utilizada s6lo como grano.
Asi que, olvidar que la semilla es un ente viviente que respira oxigeno del
ambiente y produce como resultado diéxido de carbono, agua y energia que se
traduce en calor; da como consecuencia en la medida en que se acelere el

proceso de respiracion, el deterioro de la misma (Ramirez, 1982).

En la produccion de semillas de soja, uno de los puntos criticos de deterioro es
el riesgo por condiciones climaticas adversas. En las diferentes zonas
productoras de semillas de Argentina, uno de cada cuatro afios, se produce un
significativo deterioro de la calidad de la semilla debido a las condiciones
climaticas adversas, representadas con abundantes lluvias y altas temperaturas
durante el periodo de madurez fisiologica a cosecha afectando la calidad de la
semilla (Casini et al., 1997).

Ademas, en los ultimos 25 afios, el almacenamiento en sistemas tradicionales
(ambientes no controlados) ha crecido constantemente, acompafando y
superando la expansion de la produccion, pero aun asi con un déficit importante.
Este crecimiento se dio fundamentalmente al nivel del productor agropecuario,

quien tomé la decisién de guardar lo producido en su propio campo y debid
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desarrollar por si mismo una estrategia de almacenamiento y control de calidad
de sus granos (INTA, 2007).

La etapa de almacenamiento para la soja es una de las mas delicadas, ya que
es una especie cuyas semillas tienen una mayor susceptibilidad al
envejecimiento (Delouche, 2005). Por tal razén, el ambiente de almacenamiento
no debe tener una humedad relativa mayor que 65% y una temperatura ambiente
que no supere los 25°C. En aquellas areas donde su clima no permite obtener
naturalmente estos valores, se debe climatizar el ambiente de almacenamiento
(Casini, 2006).

Segun Popinigis (1976), en el almacenamiento de semillas, dos factores son
relevantes para afectar su calidad fisiologica: la humedad relativa del aire y la
temperatura. La humedad relativa del aire promueve el aumento o reduccion del
contenido de humedad de la semilla, hasta el punto higroscépico. La temperatura
influye en la velocidad de los procesos bioquimicos en la semilla; al elevarse se

aceleran las actividades respiratorias de la misma.

La temperatura ha sido identificada como el factor externo mas importante que
influye en la tasa respiratoria. La tasa de las reacciones biolégicas aumenta
generalmente dos o tres veces por cada aumento de 10°C en la temperatura,
dentro de los intervalos de temperaturas compatibles con la actividad celular
(Fonseca et al., 2002).

En cuanto a la humedad de la semilla, a mayor contenido de humedad hay mayor
actividad microbiana y, por lo tanto, la tasa de respiracion es mayor. Sin
embargo, durante el almacenamiento hermético la tasa de respiracion de la
semilla hiumeda puede desacelerarse mas rapidamente que la de una
relativamente mas seca. Esto ocurre porque cuando la concentracion de Oz es
menor que un determinado nivel critico, se produce un cambio de respiracién
aerObica a anaerdbica caracterizado por la desaceleracion en la tasa de
produccion de CO2 (Hyde y Oxley, 1960).

Durante el almacenamiento debe conservarse la calidad fisiol6gica del producto
cosechado al menor costo posible, asegurando la calidad. Por esto resultan

actividades fundamentales como: sanidad (S), limpieza (L), aireacion (A) y
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monitoreo (M); cuatro condiciones que constituyen el criterio del "SLAM” (INTA,
2007).

Para mantener la calidad fisiolégica de la simiente se han desarrollado distintos
métodos de almacenamiento, entre los que encontramos el hermético, que
consiste en almacenar o envasar el producto limitando el intercambio de aire y
humedad al producto. En estas condiciones, la respiracion de la semilla 'y de los
insectos agota el oxigeno remanente, provocando la muerte de estos ultimos,
generando una escasa actividad respiratoria, por lo que el almacenamiento de la

simiente puede durar mayor tiempo sin que exista deterioro (Ramirez, 1982).

El uso de sistemas herméticos posibilita un almacenamiento seguro, libre de
pesticidas y sostenible para muchos productos béasicos y semillas,
especialmente en climas calidos y humedos. La pérdida de calidad debido al
aumento de los acidos grasos libres (AGL) se impide a través de un ambiente
con poco oxigeno lo que permite la conservacion de semillas a largo plazo
(Villers et al. 2006).

Sin embargo, en algunos casos la respiracion de la semilla envasada al vacio se
puede exponer en términos anaerdbicos o de fermentacion. En este caso, la
ausencia o limitada disponibilidad de Oz activan otras vias metabdlicas para la
obtencién de energia, siendo esta menos eficiente. Hay muchos tipos de
fermentacién que difieren en los productos finales que se obtienen a partir del

piruvato (Campbell y Reece, 2007; Nelson y Cox, 2009).

El riesgo de deterioro por la condicion que presenta la semilla de soja a
almacenar respecto al tiempo de almacenamiento se muestraen la Tabla1;y en
cuanto al contenido de humedad, tal riesgo se define en términos de: bajo riesgo
a semillas con humedad entre 12 y 13%,; riesgo bajo-medio a semillas con
contenido de humedad entre 14 y 16% Yy riesgo medio-alto a semillas con un
porcentaje de humedad mayor a 16% (INTA, 2007)
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Tabla 1. Riesgo en semillas por tiempo de almacenamiento en relacion al contenido de

humedad.
TIPO DE GRANO BAJO MEDIO ALTO

Soja — Maiz- Trigo 13%

] 6 meses 12 meses 18 meses
Girasol 10%
Soja — Maiz- Trigo 14-16%

) 2 meses 6 meses 12 meses
Girasol 11-14%
Soja — Maiz- Trigo >16%

1 mes 2 meses 3 meses

Girasol >14%

Fuente: (INTA, 2007).

En cuanto a los parametros de calidad, la asemilla de soja debe comercializarse
con un valor minimo de 80% para el poder germinativo (INASE, 2003). Los
semilleros y multiplicadores productores de semillas compiten y se diferencian
comercializando semillas con PG superior al 80% y de excelente calidad, con
valores entre 91 y 100%. Los limites de la pureza definidos por el INASE (2003)
para semilla dados en porcentaje de peso son: valores minimos de 98,5% para
primera multiplicacion registrada; 98% para segunda y tercera multiplicacion

certificada; y 97,5% para identificada.

Aunque no se exige la informacion de vigor como norma para la comercializacion
de la semilla de soja, las simientes que al realizarles la prueba de envejecimiento
acelerado cuentan con un valor superior a 80%, presentan una calidad excelente
para el mercado. Siendo este un criterio determinado por cada comercializador

de semilla.

Complementando los parametros mencionados, existe otra expresion con un
valor fundamental denominada energia germinativa; refiriéndose al porcentaje
de semilla de la prueba de germinacién estandar que ha germinado en un tiempo

determinado como periodo energético (Folliott y Thames, 1983).

El desarrollo de la agricultura fue una de las transiciones claves en la historia de
la humanidad, la evolucién de las formas vegetales que fueron seleccionadas y
gue luego se convirtieron en cultivos domesticados favorecieron al sedentarismo
(Abbo et al., 2012, 2014).
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La domesticacion es un proceso de multiples pasos (Harris, 1989), consecuencia
de los cambios morfoldgicos, genéticos y ecoldgico-adaptativos entre las plantas
cultivadas en comparacion con los de las poblaciones silvestres de las cuales
derivan (Hancock, 2012; Zohary et al., 2012). Los rasgos y cambios provocados
por la domesticacion asociada al hombre y en los que difieren las especies
domesticadas de sus antecesores se denomina “sindrome de domesticacion”
(Harlan, 1971; Hammer, 1984). Ademas, estan relacionados con el crecimiento
temprano de las semillas sembradas e incluyen la pérdida de la inhibicion de la

germinacion y el aumento de tamafio de la semilla (Abbo et al., 2009).

El “sindrome de domesticacion” proporciona un marco donde se resaltan un
conjunto de caracteres que difieren entre los cultivos domésticos y sus
antepasados silvestres (Harlan et al., 1973; Hawkes, 1983; Zohary y Hopf, 2000;
Gepts, 2004). Estos caracteres pueden estar relacionados con diferentes
aspectos del cultivo en términos de lo que los hace evolucionar. Cabe sefalar
que el sindrome de domesticacion difiere para distintos tipos de plantas de
cultivo. (Zohary y Spiegel- Roy, 1975; Hather, 1996; Kislev et al., 2006).

Una de las principales diferencias entre los progenitores silvestres de
leguminosas respecto a las actuales especies domesticadas, se refiere a la tasa
de germinacion baja impuesta por la testa dura de estas (Ladizinsky, 1979, 1985;
Werker et al., 1979; Abbo et al., 2009, 2014; Fuller y Allaby, 2009).

Adicionalmente y en relacion con las caracteristicas de resistencia al deterioro
de la semilla de soja, se ha llegado a la conclusion que es una de las
herramientas mas efectivas para disminuir la incidencia de los factores adversos
(climéaticos y mecéanicos) que afectan su calidad; tal resistencia al deterioro, en
gran proporcion, se manifiesta en el tegumento que recubre a la semilla (Potts et
al., 1978).

El tegumento de la semilla de soja consta de tres capas: la exterior, llamada
epidermis, luego hipodermis y parénquima, la mas interna. La epidermis es la
gue le confiere mayor resistencia y que protege a la semilla del efecto del dafio
mecanico y climatico (Baskin, 2003; Chachalis, y Smith, 2001; y McDonald et al.,
1988). La resistencia al deterioro dada por la capa exterior, esta ligada a una

menor permeabilidad y resistencia al dafio mecanico. La dureza de esta capa
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también se relaciona con la mayor cantidad de lignina que la conforma (Alvarez
et al., 1997).

La epidermis esta compuesta por células isodiamétricas originadas en el
momento de la fertilizacion. Durante el desarrollo y madurez de la semilla, estas
células se elongan radialmente especialmente en la region del hilo. (Ma et al.,
2004).

El proceso de deterioro de las semillas de soja ha sido caracterizado por
Delouche citado por Franca Neto y Henning (1984), como inexorable, irreversible
y progresivo. Se define como un proceso que involucra cambios citologicos,
fisiologicos, bioquimicos y fisicos que, eventualmente, causan la pérdida de los
parametros de calidad y la muerte de la semilla. Este proceso esta predispuesto
y determinado por factores genéticos, sanitarios, ataques de insectos,
condiciones ambientales en el periodo de posmaduracion a precosecha,
métodos de cosecha, procesamiento de las semillas, y asi como de las
condiciones de almacenamiento y de transporte.

El deterioro de los tejidos en la semilla no se produce de manera uniforme, si no
que por lo general se inicia en areas meristematicas, especialmente en el
meristema radicular. La reparacion de los dafios producidos durante el
almacenamiento de las semillas, se produce durante la imbibicién, lo que
produce retraso en la germinacion y la pérdida de vigor o incluso, si los dafios
son muy importantes, las semillas se muestran incapaces de germinar o la
plantula muere después de hacerlo. Los dafios producidos en el ADN son la
causa de las malformaciones en las plantulas (Galvez, 2003).

El deterioro de las semillas implica muchos cambios bioquimicos Yy fisioldgicos,
incluyendo la pérdida de la actividad enzimatica, la pérdida de integridad de la
membrana y alteraciones genéticas, aunque la causa exacta de la pérdida de
viabilidad de las semillas todavia no esta claro (Sung y Chiu, 1995).

El envejecimiento de la simiente también se asocia con la acumulacién de
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), siendo las mas
perjudiciales el radical superéxido (H202) y el radical hidroxilo, que dafan las
membranas celulares, enzimas y acidos nucleicos (Sharma et al., 2006). La

peroxidacién de los &cidos grasos insaturados, se considerada como una de las
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principales razones ante la limitada capacidad de almacenamiento de las

semillas de soja (Sung, 1996).

Una observacion importante es que en condiciones de estrés las ROS se
generan en la célula, pero al mismo tiempo la maquinaria celular combate estas
ROS por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos (antioxidantes) (He y
Kermode, 2010; Kibinza et al, 2011).

Con todo lo mencionado se puede afirmar que el almacenamiento de semillas de
soja en instalaciones que no posean tecnologia de ambiente controlado,
aceleraria el deterioro de la calidad fisiologica. Por lo cual, se plantea que el
envasado al vacio, podria minimizar el deterioro de la calidad fisiologica de la
semilla de soja, como una posible alternativa para reducir tal pérdida en

condiciones inadecuadas de almacenamiento.
Por tanto, los objetivos de este trabajo fueron:

o Evaluar la calidad fisiologica de la semilla de soja, bajo diferentes
condiciones de almacenamiento y envasado.

o Establecer si el envasado al vacio mantiene en el tiempo la calidad
fisiolégica de las semillas de soja.

o Determinar el momento para cada tratamiento en el que la semilla ya no

cumple con los estandares de calidad comercial.
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MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Facultad de
Ciencias Agrarias ubicado en Zavalla, Santa fe (33°1'34.82"S-60°53'19.49"0)

(Fig. 1).

Figura 1. Emplazamiento del laboratorio de Fisiologia Vegetal en la Facultad de
Ciencias Agrarias, UNR, Zavalla.

El material vegetal utilizado para el ensayo, estuvo constituido por semillas de
soja de la variedad Agata, perteneciente al grupo de madurez 5 (GMV),
recolectada manualmente en el campo experimental de la Facultad de Ciencias
Agrarias y procesada en trilladora estatica Forti (Fig. 2), las simientes fueron
pasadas por una zaranda manual y finalmente por una clasificadora C.
PREUMAYR S.A. maquina No. 15191 (Fig. 3) con cribas para dos calibres de 5

y 7 mm.

Figura 2. Trilladora estéatica Forti.
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Del producto procesado se separaron muestras de 900 semillas puras para

realizar todas las determinaciones para cada tratamiento.
Tratamientos

Los tratamientos se detallan a continuaciéon y correspondieron a las
combinaciones de dos ambientes de almacenamiento con las dos condiciones

de envasado:

CP= Almacenamiento en camara fria a 4°C y envasado en bolsa de

polipropileno.

CV= Almacenamiento en camara fria a 4°C y envasado al vacio en bolsa

multicapa coextruida.
GP= Almacenamiento en galpon y envasado en bolsa de polipropileno.

GV= Almacenamiento en galpén y envasado al vacio en bolsa multicapa

coextruida.

Para envasar al vacio las semillas se utilizé una maquina Turbovag modelo 120

S (Fig. 4a y b) y una bolsa multicapa coextruida.
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Figura 4. Maquina Turbovag modelo 120 S, empleada para el envasado al vacio.

El almacenamiento de las semillas se realiz6 en condicion de temperatura
controlada y en galpén. En la primera condicién la semilla se almacen6 en una
camara fria (Fig. 5a) a la temperatura de 4°C, considerada Optima para la
conservacion de semillas ortodoxas a mediano plazo y correspondiente a la
condiciéon de banco de germoplasma activo para semillas de soja (Ellisr et al,
1985). La segunda condicion de almacenamiento fue en un estante ubicado en
galpén (Fig. 5b), bajo condiciones ambientales no controladas. En el caso del
galpén, se monitored la temperatura con sensores HOBO (Temp Logger de

referencia H08-001-02) dispuestos para tal ambiente.

Figura 5. a) CaAmara fria y b) Estante ubicado en galpén.

Determinaciones de laboratorio

La calidad fisiolégica de la semilla de soja almacenada, se midio a través de las

siguientes variables.

% de humedad de la semilla (H): Se realiz6 con un medidor de humedad H-5

FARMPRO (Fig. 6), registrando el promedio de dos repeticiones de 50 semillas

por tratamiento.
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Figura 6. Medidor de humedad FARMPRO.

Prueba De Germinacion Estandar (PG): Se empled el método de siembra en
papel (Top Paper - TP), con 4 repeticiones de 50 semillas; las que se
distribuyeron uniformemente entre dos capas de papel (Wypall de 28x42 cm)
previamente humedecido a saturaciébn con agua destilada, haciendo rollos y
colocandolos de forma vertical en la camara de germinacion a 25°C durante 8
dias (Fig. 7). A los 5 dias se realiz6 un primer conteo (energia germinativa, EA),
y alos 7 dias se efectud el conteo de plantulas normales (intactas, con defectos
leves, con infeccion secundaria), plantas anormales (dafiadas, deformadas o
desbalanceadas, podridas) y semillas no germinadas (duras, frescas y muertas)
(ISTA, 2015).

Figura 7. a) Rollos de papel de cada tratamiento y b) Rollos dispuestos verticalmente
en la cdmara de germinacion.

Viabilidad por tetrazolio (T): Inicialmente se hidrataron 100 semillas de soja por

tratamiento en recipientes con agua destilada durante 18 horas (colocandolos en
una estufa a 35°C), luego éstas se sumergieron en la solucion de sal 2,3-5 trifenil
tetrazolio de concentracion equivalente a 0,1% y se incubaron en oscuridad a
35°C durante 3 horas (Craviotto et al, 2011), para posteriormente evaluar cada

semilla agrupada en repeticiones de 50 (ISTA, 2003) (Fig. 8):

v Se retir6 el tegumento de cada semilla.
v' Se observé la homogeneidad de la coloracion.

v' Se observo la turgencia de los tejidos.
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v" Se identific6 la naturaleza de los dafios.

\

Se observo la localizacion y la profundidad de los colores y de los dafios.
v' Sobre esta base se obtuvo el porcentaje de viabilidad, de acuerdo con la
siguiente clasificacion: viable sin defectos, viables defectos leves, viables

defectos moderados, viables defectos severos y no viables.

Figura 8. a) Semillas de soja hidratadas con agua destilada; b) Semillas de soja

sumergidas en la solucién de tetrazolio y puestas en incubacion v c) Semillas de soja
tefidas y en proceso de evaluacion.

Vigor: Se realizaron dos pruebas, la primera con el método de envejecimiento
acelerado (EA), que consistio en colocar una capa de 200 semillas por
tratamiento (4 repeticiones) dentro de una minicamara de plastico (fabricada por
CEREALTOOLS®). Se llevaron a una estufa en condiciones de alta temperatura
(45°C) y alta humedad relativa (cercana al 100%) durante 48 horas (Fig. 9). La
lenta hidratacion y la gran actividad respiratoria provocada por la temperatura
elevada originan el proceso de envejecimiento acelerado. Luego se evalud el
deterioro de las simientes por medio de una prueba de germinacion estandar,

empleando el mismo método descrito para tal determinacion (ISTA, 2015).
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Figura 9. a) Capa de semillas de soja en minicamara; b) Minicamaras puestas en
estufa; ¢) Prueba de germinacion estandar mediante con el método de rollos de papel
vy d) Rollos de papel dispuestos verticalmente en camara de germinacion.

La segunda prueba se realizé determinando la conductividad eléctrica (CE)
individual para estimar la integridad de las membranas celulares y su estado de
deterioro. La conductividad se determiné en un analizador automatico de
semillas SAD 9000-S con N°. de serie 401 (Fig. 10): El equipo esta compuesto
por un dosificador, una bomba, un cabezal multielectrodo con 100 pares de
estos, una bandeja multiceldada y una computadora con un programa que
permite la medicién de la lixiviacion de electrolitos de semillas individuales y la

manipulacion de los datos obtenidos (INTA, 1997).

La prueba de vigor se hizo con una muestra de 100 semillas por tratamiento,
colocadas en la bandeja con agua destilada. Las determinaciones de CE se
realizaron en el tiempo cero y a las 24 horas de colocada la bandeja en una
camara a 23°C. Valores de mayor conductividad eléctrica indican mayor
liberacion de solutos de bajo peso molecular indicando semillas de menor vigor
(INTA, 1997).
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Figura 10. a) Cabezal multielectrodo, bomba y dosificador; b) Bandeja multiceldada; c)
Bandejas dispuestas en camara a 23°C y d) Programa de computadora que mide la
conductividad eléctrica.

Para la medicion inicial de las variables se consider6 un tiempo cero (t0),
estableciendo tal momento como el de mayor calidad fisioldgica de la semilla;
luego se continuaron las mediciones para cada variable durante un afio con una

frecuencia mensual.

Los datos de cada tratamiento luego de las doce determinaciones se analizaron
con el paquete de disefio InfoStat (2008). Para cada variable se realiz6 prueba
de normalidad de Shapiro-Wilks, se calcularon sus valores descriptivos y se
realizaron analisis de varianza no paramétrica mediante la prueba de Kruskal -
Wallis en cada momento de determinacién, con un nivel de significancia del 5%.
Se calcularon correlaciones entre las variables determinadas y la temperatura

registrada en el galpén.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La semilla almacenada en el galpon estuvo influenciada por las condiciones
ambientales, de manera que se registro la variacion mensual de la temperatura

dentro del galpon para el tiempo del experimento (Fig. 11).
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Figura 11. Temperatura promedio mensual redistrada dentro del galpdn.

Humedad de la Semilla

Como se aprecia en la Fig. 12, durante el periodo del experimento el contenido
de humedad en la semilla para CV y GV se conservé similar al registrado en el
t0 (14,4%). En la misma figura se puede notar el incremento de la humedad para
CP alcanzando un valor maximo de 24,35% y la pérdida de la misma para GP

con contenidos de 10,05% de humedad.
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Figura 12. Datos promedio de la humedad de la semilla durante el almacenamiento.

Segun Galvez (2003), cuando la humedad relativa en el almacenamiento de
semillas se encuentra muy cercana al 100% y se produce un leve enfriamiento,
se alcanza la saturacion y la humedad se condensa en la superficie de las

semillas. Si por el contario se produce un aumento en la temperatura, la
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humedad relativa decreceray, debido a la necesidad de permanecer en equilibrio

con el ambiente, la humedad de la semilla también decaera.

La ranura hiliar o fisura central en el hilo actla fisiol6gicamente como una valvula
higroscopica activa. La fisura se abre cuando la humedad relativa es baja
permitiendo que la semilla se seque, mientras que una alta humedad relativa
hace que la fisura se cierre evitando la absorcién de humedad (Hyde, 1954; Lush
y Evans, 1980). Esto podria explicar el comportamiento de la humedad en la
semilla envasada en polipropileno: Su incremento cuando la semilla estuvo
almacenada en camara de frio, y por el contrario, la pérdida de humedad de la

simiente almacenada en galpon.

Sorour y Uchino (2004) establecieron que la semilla de soja se puede mantener
durante 12 meses sin una disminucion excesiva de su PG, si la temperatura se

mantiene por debajo de 16°C y el contenido de humedad no es superior a 16,2%.

El andlisis estadistico arrojé que desde los 30 dias después de almacenamiento
(DDA) se detectaron diferencias significativas. Los datos de F mostrados en la
tabla 2, indican la significancia entre los tratamientos para cada tiempo de

determinacion.

Tabla 2. Valores de F mediante prueba de Kruskal-Wallis de la humedad de la semilla
para los tratamientos comparados (p<0,05).

DDA Cémara fria Galpén Significancia
Polipropileno Vacio Polipropileno Vacio F
30 15,65 13,95 13,25 14,15 0,0032
60 17,90 14,15 13,35 14,05 0,0041
90 21,30 14,25 11,45 14,25 0,0043
120 23,50 13,75 10,65 13,85 0,0032
210 21,60 12,55 10,35 12,70 0,0042
240 22,00 14,15 10,30 13,90 0,0023
270 22,85 13,55 11,90 13,40 0,0032
300 21,35 14,20 12,25 13,50 0,0025
330 22,80 14,10 13,40 13,50 0,0043
360 24,35 14,15 13,90 13,55 0,0025
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En la Fig. 13 se presenta la evolucion de la temperatura del galpon para los
tratamientos alli almacenados y la humedad de la semilla durante el experimento.
Se puede observar un incremento de la temperatura a partir de los 90 DDA, y un
descenso en los valores de humedad para la semilla almacenada en
polipropileno; asi mismo, cuando la temperatura baja alrededor de los 240 DDA,

dicho tratamiento reacciona con el incremento en el contenido de humedad.
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Figura 13. Humedad de la semilla almacenada en galpén, en relaciéon con la
temperatura promedio reqgistrada dentro del mismo.

Toole y Toole, citados por Delouche (1973); estudiaron la longevidad de las
semillas de soja asociada a la humedad y temperatura de almacenamiento, y
observaron que las simientes almacenadas a 10°C y 9,4% de H, mantuvieron
por mas de 10 afios el PG superior al 80%; almacenadas a 20°C por cinco afios
y a 30°C por un afio. Semillas con 13,9% de H su PG disminuy6 al 80% cuando
se mantuvieron a 30°C, en dos afios cuando fueron almacenadas a 20°C y a

10°C disminuy6 su PG en cinco afos.

Alencar et al. (2006), trabajando con soja a humedades de 11,2, 12,8y 14,8% y
temperaturas de 20, 30 y 40°C de almacenamiento, observaron una triple
interaccion entre la humedad, la temperatura y el periodo de almacenaje -similar
a lo ocurrido en el ensayo para los tratamientos almacenados en el galpon-. Los
resultados reportados demuestran que durante los 180 DDA se verifico que hubo
una disminucion en el porcentaje de semillas germinadas; esta tendencia fue
menos pronunciada en semilla almacenada con 12,2 y 12,8% de humedad a

20°C de temperatura.

La fluctuacién de la temperatura en el galpon seria posiblemente una causa
importante de la pérdida de humedad de la semilla envasada en polipropileno y

la actividad respiratoria de la semilla envasada al vacio. El incremento de la
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temperatura ambiental generaria una actividad metabdlica celular constante
independientemente de la condicion de envasado, deteriorando progresivamente
la semilla. A su vez, se puede sefialar que el incremento de la humedad en la
semilla almacenada en camara de frio y envasada en polipropileno, pudo generar

también procesos respiratorios, contribuyendo al deterioro de la simiente.

Energia germinativa

Como se observa en la Fig. 14, los valores de GV cayeron desde 96% hasta
5,5% a partir de los 180 DDA, mientras que CV, CP y GP mantuvieron un valor
promedio por encima del 90% hasta los 330 DDA.
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Figura 14. Energia germinativa para cada tratamiento.

Estadisticamente se encontr6 que a partir de los 180 DDA los tratamientos
difieren significativamente (Tabla3).
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Tabla 3. Valores de F mediante prueba de Kruskal-Wallis de la energia germinativa
para los tratamientos comparados (p<0,05).

DDA Camara fria Galpoén Significancia
Polipropileno Vacio Polipropileno Vacio F
30 97,50 98,50 98,50 98,00 0,9670
60 97,50 98,50 98,50 98,00 0,9670
120 99,00 98,50 96,50 99,00 0,3433
150 92,50 99,00 95,50 96.00 0,0692
180 98,50a 99,00 97,00 96,00 0,0236
210 98,00 100,00 93,50 83,50 0,0060
240 93,50 100,00 87,00 61,50 0,0032
270 93,50 99,00 88,50 25,00 0,0043
300 99,50 99,50 92,50 22,50 0,0047
330 73,00 98,00 68,00 14,00 0,0042
360 46,50 96,50 43,50 5,50 0,0051

Como menciona Borrajo (2006), la EG es un parametro muy Util porque nos da
una idea de la cantidad de semilla que rapidamente emergeré en el campo, lo
que garantizard el stand de plantas inicial, minimizando las pérdidas. Las
plantulas que se originan de las semillas que germinan rapidamente constituyen

el stock de plantacion de mejor calidad (Folliott y Thames, 1983).

El tratamiento de la semilla almacenada en el galpén y envasada al vacio no
garantizo el establecimiento de una adecuada poblacién de plantas en campo;
en contraposicion a los demas tratamientos de almacenamiento que segun los
datos, logran mantener durante mayor tiempo semillas con la caracteristica de

desarrollar un cultivo de mejor calidad.

Poder germinativo

Como se puede ver en la Fig. 15, la evolucién del PG para los tratamientos CP

y CV, arroj6 valores de 80% desde el inicio de las determinaciones hasta los 180
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y 300 DDA respectivamente, mientras que para GV y GP los valores estuvieron

por debajo del 80% desde los 60 y 120 DDA respectivamente.

PODER GERMINATIVO
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Figura 15. Poder germinativo de la semilla almacenada durante el experimento.

Los resultados observados en el andlisis estadistico mostraron que a partir de
los 180 DDA los tratamientos presentan diferencias significativas (Tabla4).

Tabla 4. Valores de F mediante prueba de Kruskal-Wallis del poder germinativo para
los tratamientos comparados (p<0,05).

DDA Camara fria Galpoén Significancia
Polipropileno Vacio Polipropileno Vacio F
30 78,00 87,00 80,50 87,50 0,0820
60 78,00 86,00 80,50 87,50 0,0820
120 84,50 87,25 73,50 84,00 0,0332
150 62,50 78,00 69,00 65,00 0,0596
180 80,50 87,00 77,50 67,50 0,0482
210 79,00b 91,00 69,50 45,50 0,0039
240 71,00 92,00 42,00 2,50 0,0027
270 62,00 83,50 48,50 1,00 0,0038
300 73,00 80,00 37,50 0,00 0,0026
330 15,00 43,50 0,00 0,00 0,0049
360 0,00a 16,50 0,00 0,00 0,0021
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El deterioro de la semilla que se produce ya sea por envejecimiento natural o
acelerado (debido al aumento del contenido de humedad y la humedad relativa),
ha sido estudiado por varios investigadores. Tales estudios revelaron que el
proceso de envejecimiento y el deterioro en la viabilidad de la semilla son
debidos principalmente a la produccion y acumulacion progresiva de especies
reactivas de oxigeno ampliamente citadas como el principal factor que causa el
envejecimiento de las semillas durante su almacenamiento prolongado
(Priestley, 1986).

En general, se reconoce que las semillas almacenadas durante mas tiempo son
propensas al dafno oxidativo debido al incremento acumulativo de ROS. Las
especies reactivas de oxigeno actlan como un mensajero a concentraciones
mas bajas, y un aumento del umbral dafaréa los &cidos grasos poliinsaturados de
fosfolipidos, ADN vy las proteinas. Posteriormente, la pérdida de viabilidad y la
germinacion reducida de las semillas son las repercusiones del deterioro
(Kranner y Colville, 2010).

Las semillas de soja almacenadas a temperatura ambiente, se someten a la
peroxidacion lipidica; la tasa de peroxidacién de lipidos se expresa como
malondialdehido formado, siendo un parametro importante para cuantificar el
grado de peroxidacion lipidica en semillas ricas en contenido de &cido linoleico
(Sung 1996). Los carbohidratos solubles generalmente disminuyen con el
envejecimiento de la semilla (Petruzelli y Taranto 1989) y este descenso podria
dar lugar a la limitada disponibilidad de sustratos respiratorios para la

germinacion (Sharma et al. 2005).

Segun lo mencionado anteriormente por la literatura, es posible atribuir la
disminucién en los valores de PG para GV, CP y GP, en términos de pérdida de
viabilidad y reduccion en la germinacion de las semillas, a la produccion de ROS
en altas concentraciones y a la peroxidacion de los lipidos. Para estos ultimos
se realizdé una determinacion aproximada mediante la prueba de CE, teniendo
en cuenta que evalta la condiciébn de las membranas plasmaticas, principal

blanco de la peroxidacion lipidica.

Ademas, en razén al incremento de la actividad respiratoria conforme al aumento
de la temperatura de almacenamiento, y tomando en cuenta lo dicho por Marassi

(2013), quien menciona que especies como la soja requieren de un contenido de
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humedad mayor (50%) base peso fresco, para que ocurra la germinacion; en
todos los tratamientos excepto CV, el PG podria haberse afectado por el dafio
causado en el proceso de imbibicién, ya que la semilla tenia un deterioro

avanzado y no fue posible reparar la maquinaria celular con este proceso.

Los resultados obtenidos en el ensayo arrojan que el PG mostré una caida en
los valores después de los 120 DDA para GV y GP. En este momento, la
temperatura del galpon aumentaba en mayor grado; y al mismo tiempo la semilla
en CP alcanzé uno de los valores maximos en contenido de humedad (20,3%).
Esto coincide con Alencar et al. (2206), donde observo que la caida del poder
germinativo fue mas rgpido y mayor a medida que se incrementa la temperatura

o la humedad de almacenamiento.

Vigor por el método de envejecimiento acelerado

En la Fig. 16 se muestra la evolucion del EA en funcion de los dias. CV mantuvo
un valor de 70% hasta los 210 DDA, mientras que para las semillas en CP, GV

y GP el envejecimiento disminuy6 desde los 120 DDA.
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Figura 16. Porcentajes de vigor por el método de envejecimiento acelerado.

En la prueba de vigor por envejecimiento acelerado, las diferencias significativas
se detectaron a partir de los 120 DDA, y a partir de los 300 DDA no se pudieron

analizar los datos (Tablab).
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Tabla 5. Valores de F mediante prueba de Kruskal-Wallis del vigor por envejecimiento
acelerado para los tratamientos comparados. (p<0,05).

DDA Camara fria Galpén Significancia
Polipropileno Vacio Polipropileno Vacio F
30 73,50 75,50 72,50 71,50 0,7130
120 45,50 77,00 57,50 45,50 0,0119
150 43,50 80,00 65,00 37,00 0,0052
180 1,50 77,50 36,50 22,50 0,0027
210 3,50 69,50 0,00 0,00 0,0023
240 0,50 53,00 0,00 0,00 0,0048
270 0,50 70,50 0,00 0,00 0,0048
300 0,00 55,50 0,00 0,00 sd
360 0,00 0,00 0,00 0,00 sd

Costa et al (1979) manifiestan que el porcentaje de germinacion y vigor de las
semillas de soja almacenadas por seis meses, disminuye acentuadamente,
debido probablemente a las reacciones progresivas de los tejidos deteriorados o
dafiados, que se encuentran asociados a las fluctuaciones de temperatura y

humedad relativa del ambiente durante el almacenamiento.

La literatura indica que, cuando las semillas se conservan en condiciones
normales y tienen aireacion suficiente, prevalece la respiracién aerdbica. Al
respirar las semillas pierden peso, aumentando la humedad y el contenido de
CO2 en los espacios entre ellas. Cuanto mas diversos sean estos procesos,
mayor serd la rapidez con la cual la semilla pierde su poder germinativo y vigor

(Kononkov y Garcia, citado por Mejia et al., 1978).

Los cambios relacionados con los lipidos de las semillas durante el
almacenamiento revelaron disminucion de fosfolipidos y &acidos grasos
poliinsaturados que conduce a una marcada disminucion en el vigor de la semilla
(Priestley y Leopold 1983).

En vista de lo mencionado, una posible explicacién de los valores de vigor
obtenidos por debajo del rango comercial minimo en la soja (80%), para la

semilla almacenada en galpon bajo las dos condiciones de envasado y para CP
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son: la pérdida de humedad, el incremento en la temperatura y por consiguiente
de la actividad respiratoria; ya que esto coincide con el momento en el que los

valores de vigor empiezan a decaer.

Viabilidad por tetrazolio y vigor por el método de conductividad eléctrica

Los datos obtenidos de la viabilidad y el vigor por el método de CE, no reflejan
un comportamiento o tendencia de los resultados conforme los tratamientos. Las
determinaciones de viabilidad por tetrazolio se realizaron segun los protocolos
de las reglas ISTA y ajustes descritos por Craviotto (2011); sin embargo, los
porcentajes se ajustan mas a una observacion subjetiva, por lo que no fueron
tomados en cuenta para el analisis de los resultados; de igual forma, los valores
obtenidos con la prueba de vigor mediante la conductividad eléctrica, no
manifestaron un efecto propio de los tratamientos, esto se atribuye posiblemente
a factores que afectaron la semilla en el proceso de pos cosecha y/o fallas en el
equipo de medicién; de tal manera que tampoco fueron incluidos para el andlisis

final.

Debido a todo lo mencionado, se puede decir que la condicion variable de la
temperatura en el galpon genera dafios irreversibles en toda la maquinaria
celular de las semillas alli almacenadas, influyendo en su metabolismo, ADN,
actividad enzimatica y propiedades del tegumento. La semilla en GV aunque no
perdié humedad, si se deterior6 mas rapidamente. Ademas, tomando en cuenta
las observaciones anotadas durante el ensayo, este tratamiento emitia un

caracteristico olor a descomposicion durante las determinaciones de PG y EA.

La domesticacion de la soja podria haber contribuido a la pérdida de la
resistencia natural al deterioro atribuida al tegumento, actualmente las semillas
cosechadas y posteriormente almacenadas no presenta ésta propiedad, por lo
que la conservacion de la calidad fisiologica es cada vez mas compleja, y su
pérdida cada vez mas acelerada. Esto se intensifica si no se mantienen las
condiciones Optimas de almacenamiento, como ambientes con temperatura y

humedad controlada.
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CONCLUSIONES

A partir de estos resultados se postula que, bajo las condiciones del ensayo, el
tratamiento correspondiente a la semilla almacenada en camara de frio y
envasada al vacio, permitié conservar durante mayor tiempo la calidad fisiolégica

de las semillas de soja.

El efecto de la temperatura fluctuante en el galpon podria contribuir al deterioro
de la calidad de las semillas. Por lo que el almacenamiento al vacio requiere
control de temperatura para que la semilla conserve la humedad de recibo, no
se vea afectada por la temperatura ambiente y se mantenga en un nivel de
hidratacion donde se continlen las reacciones quimicas e incremente la

longevidad de las semillas.

Segun los resultados obtenidos para el PG y EG podemos concluir que, el tiempo
de almacenamiento, en las condiciones de temperatura y humedad analizadas
en el presente trabajo, que permitan mantener la calidad fisiologica semilla de
soja por encima de los estandares establecidos comercialmente, seria de 6

meses.
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