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RESUMEN

La calidad fisiologica (CF) de semillas de soja puede verse afectada por el
ambiente de produccién, el manejo del cultivo, las condiciones ambientales pre- y
post-cosecha y el mejoramiento genético. De estos factores, uno de los mas
importantes, son las condiciones ambientales que prevalecen durante los periodos
de madurez fisiolégica (MF) a madurez comercial (MC) y de MC hasta la cosecha
efectiva (CO). En Argentina, en la principal zona productora de semillas, en uno de
cada cuatro afios se produce un significativo deterioro de la calidad de la semilla
debido a condiciones climéticas adversas presentes en el periodo mencionado. En
general, condiciones de alta humedad relativa (HR) y alta temperatura (T) y/o la
alternancia de humedecimiento y desecacion posterior a que el cultivo alcanzo la
MF y previos a la cosecha, favorecen al deterioro de las semillas impactando
sobre distintos atributos de la CF como la viabilidad, el vigor y el poder
germinativo. En general se ha establecido que retrasos en la fecha de siembra y/o
cosecha afectan severamente la CF de las semillas. Sin embargo, en ningan caso
se ha estimado con exactitud el momento en que la semilla ya no cumple con los
estandares de calidad comercial y su relacion con las condiciones ambientales
gue prevalecieron durante el periodo MF-CO. Tampoco se ha establecido si hay
un momento fenoldgico en el cual el cultivo es menos susceptible al deterioro por
condiciones ambientales desfavorables (weathering). Otros factores de gran
importancia que puede influir en la CF de las semillas son los genéticos, entre los
gue se encuentra el tamafio de las semillas. En relacion a esta variable, poco se
conoce acerca de la evolucion del deterioro en semillas de distinto tamafio a partir
de MF, si esta evolucion es diferente en condiciones ambientales contrastantes o
si hay diferencias en el momento en que semillas de distinto tamafio ya no
cumplen con los estandares de calidad comercial. Es por ello que los objetivos del
presente estudio fueron: i) Determinar como influye la fecha de siembra y/o el
momento de cosecha sobre la CF de la semilla de soja, ii) Evaluar cobmo varia la
CF de semillas de soja con diferente tamafo, en funcién del tiempo transcurrido
entre la MF y el momento de la cosecha en dos fechas de siembra contrastantes,
iil) Estimar en funcién de las condiciones ambientales imperantes en precosecha,
el momento en el que las semillas de soja ya no cumplen con los estandares de
calidad comercial, iv) Determinar si hay un periodo, entre la MF y la cosecha en el
que las semillas son menos susceptibles al deterioro por “weathering”. Para
cumplir con estos objetivos se utilizaron dos variedades comerciales que diferian
en el tamafo de las semillas: A 5009 RG (semilla grande, 195 g) y A 6126 RG
(semilla pequeiia, 126 g). Con el objeto de generar condiciones ambientales
contrastantes, ambos genotipos fueron sembrados en dos fechas de siembra (FS),
una temprana (FS1, 30 de Noviembre, 2017) y la otra tardia (FS2, 04 de Enero,
2018). A partir de MF se realizaron muestreos periddicos en los que se evaluaron
distintos atributos de CF hasta los 105 dias luego de la MF. Los resultados
obtenidos demostraron que el grado de deterioro que presentaron las semillas por
condiciones ambientales adversas durante el periodo de MF-cosecha, estuvo
afectado por el estadio fenolégico en que se encontraba el cultivo y por el
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contenido de humedad de la semilla (HS). Se demostré que si en el momento en
el que se producen condiciones ambientales adversas (i.e. alta humedad relativa y
alta temperatura), las semillas se encuentran en MF o con niveles de HS
superiores a los de cosecha, la resistencia al deterioro es mayor, permitiendo
conservar valores de CF elevados durante un periodo de tiempo mas prolongado.
Para todos los tratamientos se prob6d ademas que los valores de CF se
mantuvieron altos durante practicamente todo el periodo de MF-MC. Por otro lado,
se observo que las variables fecha de siembra y cosecha no permitieron predecir
con exactitud el momento en el que se produce el deterioro de la CF semillas. Es
por ello, que se postula a la HS como variable predictora del impacto que podrian
tener las condiciones ambientales sobre la CF de las semillas durante el periodo
de MF a cosecha. En relacion al tamafio de la semilla se observo, para ambas FS,
una mayor resistencia al deterioro en la variedad de semillas pequefas. La
existencia de variabilidad genética en la resistencia al deterioro pre-cosecha
evidencia la importancia de incluir esta caracteristica como factor de seleccién, en
los planes de mejoramiento orientados a disminuir la incidencia de los factores
ambientales adversos sobre la CF de las semillas de soja.

Palabras Claves: Soja, Semilla, Calidad Fisiologica.



ABSTRACT

Physiological quality (PQ) of soybean seeds can be affected by weather
conditions, crop management, pre- and post-harvest environment, and breeding.
Several studies have shown that delaying the sowing date and/or harvest can
affect severely seed quality. However, it had not been accurately estimated the
time that seeds not satisfying the commercial quality standards and its relation with
the weather conditions prevailing from PM to harvest. It is also unknown if there is
a phenological stage in which crops are less susceptible to the damage produced
by adverse environmental conditions (weathering). Otherwise, genetic factors such
as seed size (SZ) can also affect seed PQ. Thus, the objectives of this study were:
i) Determine the effect of sowing date and harvest time on PQ of soybean seeds, ii)
Evaluate how PQ of soybean seeds change in varieties with different SZ from PM
to harvest time in two contrasting sowing dates, iii) Estimate the time when
soybean seeds not longer satisfy the commercial quality standards in relation to
pre-harvest weather conditions, iv) Determine if there is a period from PM to
harvest, in which seeds are less susceptible to weathering deterioration. Two
soybean varieties differing in SZ (large seed, 195 mg, and small seed, 126 mg)
were sown at early and late sowing dates. From PM and during a period of 105
days, samples were taken regularly to evaluate PQ of seeds. Results
demonstrated that the seed level of damage caused by adverse environmental
conditions during the PM-harvest period essentially depend on the crop
phenological stage and seed moisture (SM) content. It was proved that if during
adverse weather conditions crops are in PM or with SM greater than harvest levels,
the deterioration resistance is higher, keeping up the PQ of seeds for a longer
period of time. Also, PQ remains high during the PM-commercial maturity period. In
addition, sowing date and harvest time variables were not useful to accurately
predict the time that seed PQ is damaged. So, we postulate SM as a predictor
variable of the effect of weather conditions on seed PQ during the PM-harvest
period. Related to SZ, a higher resistance of deterioration was observed for the
small SZ. The existence of genetic variability in the resistance to pre-harvest
deterioration shows the importance of including this characteristic, as selection
criteria, in breeding plans aimed to reduce the incidence of adverse environmental
factors on the PQ of soybean seeds.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del cultivo de soja

La soja es la oleaginosa que mayor superficie ocupa en el mundo, siendo
Estados Unidos, Brasil y Argentina, los principales paises productores y
exportadores. Ademas, es la principal fuente de proteina vegetal para la
alimentacion animal, y la segunda fuente de aceite vegetal después del aceite de
palma (http://inta.gob.ar). Particularmente en Argentina, su cultivo masivo
comenzo en la década de 1970, con un area sembrada de 660.000 hectareas (ha)
y 1.400.000 toneladas (t) producidas en la campafia 1976/77. En los siguientes
aflos su produccion mostr6 un desarrollo creciente y sostenido llegando a
17.300.000 ha sembradas y 56.500.000 t producidas para la campafia 2018/19
(BCR, 2019), lo que representa un aumento de 27 veces la cantidad de hectareas
sembradas respecto a la campafia 1976/77. Del total de la produccion de soja
nacional, la regién pampeana con 450.000 km?, procesa y comercializa el 80%
(Martino et al., 2008). El incremento de la superficie sembrada en estos ultimos
afios ha llevado a un aumento en el uso de insumos al inicio de la campafia,
siendo la semilla el principal y mas importante insumo en cualquier sistema
agropecuario. Frente a este panorama, surge entonces la necesidad de contar con
la disponibilidad de lotes de semillas de 6ptima calidad a fin de lograr siembras
exitosas en términos de rapidez y uniformidad en la implantacién del cultivo (Gallo
et al., 2011).

Por otro lado, la vasta distribucion geogréafica que ha alcanzado este cultivo
a nivel mundial se ha debido a su plasticidad genética, presentando variedades
gue se adaptan a las distintas combinaciones climéticas, o que ha permitido
seleccionar genotipos adaptados a cada zona de produccién. La soja presenta una
gran variabilidad en la longitud de su ciclo, definido en funcion de los dias desde la
siembra hasta la madurez para una latitud determinada, debido principalmente a la
respuesta diferencial de cada genotipo a la temperatura y al fotoperiodo, lo que
permitié agrupar originalmente a los mismos en 13 grupos de madurez (GM, del
000 al X). Actualmente, con el proposito de hacer mas precisa la caracterizacion
del ciclo de un determinado cultivar, se utiliza el concepto de grupo de madurez
relativo, en el que se identifica el grupo de madurez con un namero arabico
seguido de un decimal, lo que permite subdividir en diez cada GM tradicional
(Zhang et al., 2007). La disponibilidad de distintos GM y de diferentes hébitos de
crecimiento (indeterminado, determinado y semi-determinado) se ha constituido en
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Introduccion

la principal estrategia de manejo para ubicar los periodos criticos en momentos de
mejor oferta ambiental (adecuacion del ciclo a la oferta ambiental). A pesar de ello,
en las zonas de produccion, la soja puede estar expuesta a situaciones aleatorias
de sequia o de exceso de precipitaciones durante todo su ciclo ontogénico,
generando estreses hidricos de intensidad y duracion variable que ocasionan
importantes pérdidas tanto de rendimiento en grano como en la calidad fisiol6gica
(CF) y bioquimica de la semilla (Specht et al., 1999; Baigorri y Croatto, 2000; Oya
et al., 2004; Sinclair et al., 2007).

1.2. Calidad fisiolégica de la semilla de soja

La calidad fisiolégica (CF), aplicada a un lote de semillas de cualquier
especie, se refiere a la aptitud del conjunto de semillas individuales de alcanzar
una adecuada implantacion del cultivo en el campo.

Se ha postulado que la CF de las semillas de soja alcanza su méaximo en la
madurez fisioldgica (MF, definida como el fin del periodo de llenado, momento en
el que la semilla alcanza su maximo peso seco y su contenido de humedad es 50-
55 %) (Harrington, 1972; Delouche, 1980; Miles et al., 1988). Sin embargo, otros
autores postulan que la maxima CF se obtiene cuando finaliza el proceso de
desecacion, que es la ultima fase del desarrollo, y se alcanza el estado de semilla
madura y seca (definido como el momento en que el contenido de humedad de la
semilla ha descendido naturalmente hasta 14-15 %) (Ellis et al., 1987; Zanakis et
al., 1993 y 1994). Este ultimo estadio suele denominarse también madurez
comercial (MC). Ademas, dado que la cosecha (CO) se suele realizar luego de
alcanzada la MC, desde el punto de vista fisiol6gico, y basandonos en la HS, el
periodo MF-CO puede dividirse en dos sub-periodos: MF-MC y MC-CO, durante
los cuales los factores ambientales (tanto biéticos como abidticos) pueden afectar
diferencialmente la CF de las semillas.

En este contexto, es necesario aclarar que los estadios fisioldgicos basados
en la humedad de la semilla (HS) no coinciden exactamente con los estadios
fenolégicos observados en el campo. Si bien la MF suele coincidir,
aproximadamente, con el estadio R7 (inicio de madurez, una vaina normal en el
tallo principal con el color tipico de vaina madura), se requieren de 5 a 10 dias de
tiempo seco luego de R8 (final de la madurez, momento en el que el 95% de las
vainas de la planta presentan el color tipico de vaina madura) para que las
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semillas reduzcan su contenido de humedad a menos del 15 % (MC) (Fehr y
Caviness, 1977).

La CF de una semilla esta definida por diferentes atributos, los cuales se los
puede diferenciar como primarios y secundarios. Dentro de los atributos primarios
se encuentra la viabilidad (V), el poder germinativo (Pg), el vigor (Vig) y la sanidad,
y dentro de los secundarios, encontramos la pureza genética, la pureza fisico-
botanica, la HS, la integridad de las membranas, el aspecto de la semilla, la
densidad, el tamafio, la formay el peso.

La V de un lote de semillas habla de la condicion primaria de “estar vivas”,
se remite a semillas viables que poseen el potencial de producir una plantula
normal. Para el caso de simiente de soja este valor deberia ser igual o superior al
90 %, vy ello significa que este atributo es de primerisima importancia y sin el cual
no se pueden esperar mayores valores de Pg y/o de Vig (Craviotto et al., 2011).
De tal manera que estos dos ultimos atributos de la calidad son altamente
dependientes del grado de V del lote de semillas. El Pg se refiere a la capacidad
de la semilla para germinar y producir una plantula normal bajo condiciones
ambientales O6ptimas. Este atributo es el mas utlizado dado que para la
comercializacion de semillas de soja se exige un valor minimo de 80 % (INASE,
2003). El Vig se define como la suma total de aquellas propiedades que
determinan el nivel de actividad y comportamiento de lotes de semillas de
germinacion aceptable en un amplio rango de ambientes (ISTA, 2015). A
diferencia del Pg, el Vig no presenta un valor minimo de comercializacion. Sin
embargo, Egli y TeKrony (1995) establecieron que con valores de Vig mayores al
80 %, las semillas son consideradas de alto Vig, con valores entre 60 % y 80 % el
Vig es medio y con valores menores a 60 % la semilla es considerada de bajo Vig.
Si bien los atributos primarios de calidad como V, Vig y sanidad no son
obligatorios para la comercializacion son de gran importancia para determinar la
calidad de un lote de semillas.

El uso de semillas de soja de buena calidad posee una serie de ventajas al
momento de realizar la siembra. Entre dichas ventajas se mencionan la capacidad
de germinar y producir una plantula con aptitudes para desarrollarse normalmente.
Esto esta intimamente relacionado con una buena condicion de V debido a que las
semillas que germinan y producen plantulas normales poseen sus estructuras
esenciales sanas y vigorosas. Ademas, permite minimizar de manera importante
los riesgos de fallas en la emergencia, permitiendo aprovechar el momento
oportuno de siembra y evitar los perjuicios tanto econdmicos como agronémicos
(e.g. retraso en la fecha Optima) que implica una resiembra. Por ultimo, disponer
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de semilla de alta CF posibilita contar con una garantia de desempefio
satisfactorio en condiciones ambientales variables. Esta caracteristica de los lotes
de semillas corresponde a su condicion de Vig, el cual es uno de los atributos méas
importantes a tener en cuenta al momento de seleccionar un lote de semillas para
la siembra (Gallo et al., 2011).

1.3. Factores que influyen sobre la calidad fisiol6gica de semillas de soja

La CF de las semillas de soja puede verse afectada por el ambiente de
produccién, manejo del cultivo, factores ambientales pre- y post-cosecha, asi
como por el mejoramiento genético (Casini et al., 1997). De estos factores, uno de
los més importantes, son las condiciones ambientales que prevalecen durante el
periodo MF-CO. En Argentina, en la zona productora de semillas, en uno de cada
cuatro afios se produce un significativo deterioro de la calidad de la semilla debido
a condiciones climaticas adversas presentes en el periodo mencionado (Casini, et
al., 1997). Estos dafios ambientales afectan la V, el Vig y el Pg de las semillas.

En diversos trabajos se ha observado que condiciones de alta humedad
relativa y alta temperatura y/o la alternancia de humedecimiento y desecacion
posterior a que el cultivo alcanz6 la MF y previos a la cosecha, favorecen al
deterioro de las semillas (Cartter y Hartwig, 1962; Delouche et al. 1962; Diniz et
al., 2013). Este rapido deterioro y la posterior pérdida de calidad de las semillas,
previas a la cosecha, debido a condiciones ambientales adversas es conocido
universalmente como “weathering” (Andrews, 2016). Este fendmeno puede causar
entre otros dafos, el agrietamiento del tegumento de las semillas, aumentando la
posibilidad de que las mismas se dafien durante el procesamiento,
acondicionamiento y manejo. También favorece la infeccién por patdgenos como
Phomopsis spp. (Forti et al., 2013).

En comparacion con otros cultivos, la semilla de soja se deteriora mas
rapidamente durante el periodo MF-CO (Priestley et al., 1985). Esto se debe en
parte a la presencia de una capa seminal altamente permeable, a través de la cual
la semilla absorbe facilmente la humedad, retrasando su deshidratacion y
favoreciendo altas tasas respiratorias que reducen no solo la cantidad de azucares
y otros materiales almacenados en las semillas, sino también su calidad (Howell et
al., 1959; TeKrony et al., 1980). Ademas, la semilla de soja posee dentro de su
composicién quimica altos contenidos de &cidos grasos poli-insaturados que
comprometen su CF en periodos relativamente cortos (Ferguson, 1995).
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El deterioro de las semillas en el campo se genera debido a dafios en el
sistema de membranas, la auto-oxidacién de lipidos, el agotamiento de sustancias
de reserva, la inhabilidad de disociacion de los ribosomas, la muerte de células
meristematicas, la degradacion e inactivacion de enzimas, la formacion y
activacion de enzimas hidroliticas, la degradacion de estructuras funcionales, la
acumulacion de sustancias toxicas y la invasidon de hongos que provocan entre
otras cosas, la disminucion de la velocidad de germinacion, del crecimiento y del
desarrollo de plantulas normales en el campo (Delouche, 2002). Por lo tanto, un
factor importante a tener en cuenta para evitar este rapido deterioro debido al
“weathering”, es el momento en el que se efectua la cosecha.

Retrasos en la cosecha extienden el periodo de exposicion de las plantas al
ambiente, intensificando el deterioro de las semillas (Andrews, 2016). En este
punto Green et al. (1966) informaron que cuando la cosecha de soja fue retrasada
debido a la presencia de precipitaciones, semillas que habian alcanzado la
humedad de cosecha, sufrieron un gran deterioro de su calidad, manifestandose a
través de reducciones en la germinacion y emergencia a campo. Por su parte,
Diniz et al. (2013), reportaron que retrasos en la cosecha de 30 dias posterior a
que el cultivo alcanzé la madurez de cosecha, generaron disminuciones en el Pgy
en el Vig. Similares resultados fueron observados por Nangju (1977); TeKrony y
Egli (1980); Bauer et al. (2003). Una particularidad que presentan estos trabajos
es que en ninguno de ellos se ha caracterizado como ha sido la evolucion de los
atributos de CF en el tiempo. En general se han realizado pocos muestreos luego
de MF, con lo cual no es posible determinar con exactitud el momento en el que
dichos atributos ya no cumplian con los estandares de calidad comercial y su
posible relacion con las condiciones ambientales presentes durante los periodos
MF-MC y MC-CO. Por otro lado, si bien se ha establecido que la presencia de
condiciones ambientales adversas luego de que el cultivo ha alcanzado la MF
produce un rapido deterioro de la CF de las semillas, no se sabe con precision si
hay un periodo entre la MF y la cosecha en el cual el cultivo es menos susceptible
al deterioro por “weathering”.

Otro de los factores de gran importancia que puede influir en la calidad
fisiologica de las semillas son los genéticos. Dentro de los mismos, se encuentran
aspectos relacionados con el tegumento y/o con el tamafio de las semillas.

En relacion al tegumento de las semillas, el mismo ha sido intimamente
relacionado con la resistencia al deterioro (Potts et al., 1978). El tegumento de la
semilla de soja consta de tres capas: la exterior, llamada epidermis, la intermedia
llamada hipodermis y la mas interna denominada parénquima. La epidermis esta
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constituida por células isodiamétricas las cuales se elongan radialmente sobre
todo en la region del hilo durante el desarrollo y madurez de la semilla y es en
general, la capa que le confiere mayor resistencia 'y protege a la semilla del efecto
del dafio mecanico y climatico. Por su parte, la dureza de esta capa ha sido
relacionada con el contenido de lignina que presenta la misma (McDonald et al.,
1988; Alvarez et al., 1997; Chachalis et al., 2001; Baskin, 2003).

En relacion al tamafio de las semillas, algunos autores sostienen que
semillas pequefias germinan mas rapidamente que semillas grandes en distintos
niveles de humedad. Esta mayor velocidad en la germinacién seria de gran
importancia para lograr obtener densidades de plantas uniformes en el campo
(Green et al., 1965; Edwards y Hartwig, 1971; Adebisi, et al., 2013). Sin embargo,
otros autores no han encontrado diferencias en germinacion y vigor entre semillas
de distinto tamafo (Rezapour, 2013). Por el contrario, Burris et al. (1973)
encontraron un menor porcentaje de emergencia a campo en semillas mas
pequefias. Similares resultados fueron observados en otros cultivos como en maiz
(Roy et al., 1996) o en trigo. En este ultimo cultivo se observé que el tamafio de la
semilla correlaciond positivamente con el vigor, indicando que semillas mas
grandes producen plantulas mas vigorosas (Ries y Everson, 1973).

En los trabajos mencionados anteriormente los objetivos estuvieron
centrados en caracterizar como el tamafio de la semilla influia sobre distintas
variables relacionadas con la calidad de las mismas y su efecto final sobre el
desarrollo de las plantas en el campo. Sin embargo, los valores de calidad
observados al momento de la implantacién del cultivo, dependen por un lado, de
las condiciones ambientales que se presentaron en la estacion de crecimiento
anterior, especialmente los previos a la cosecha de esa semilla, y por otro, de las
condiciones de almacenamiento posteriores a la cosecha y previas a la siembra.
En relacion a las condiciones ambientales pre-cosecha, se han realizado pocos
trabajos en los que se ha evaluado si semillas de distinto tamafio podrian
presentar diferente comportamiento frente a condiciones ambientales adversas
(“weathering”) previo a la cosecha del cultivo y si ello podria incidir sobre la CF de
las mismas. Nangju (1977), encontré diferencias en el porcentaje de germinacion
entre semillas de distinto tamafio cuando las mismas fueron cosechadas en
distintos momentos luego de MF. En dicho estudio se observé que para el periodo
evaluado las semillas mas pequefias presentaron menor deterioro en relacion a
las semillas grandes. Similares resultados fueron presentados recientemente por
Ali et al. (2018), quienes encontraron que semillas pequefias y semillas con
tegumento duro, fueron mas resistentes al deterioro en el campo (“weathering”).
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Como se menciond anteriormente, si bien en los trabajos citados se caracterizé el
efecto del tamafio de las semillas combinado con el momento de cosecha sobre
atributos de CF, en general se han realizado pocas evaluaciones de los mismos
luego de la MF. Por lo tanto, poco se sabe como es la evolucion de dichos
atributos en semillas de distinto tamafio a partir de MF, si esa evolucién es
diferente en condiciones ambientales contrastantes, si hay diferencias en el
momento en que semillas de distinto tamafio ya no cumplen con los estandares de
calidad comercial y si hay un momento desde MF hasta la cosecha efectiva en el
cual semillas de distinto tamafio son menos susceptible al deterioro por
“‘weathering”. Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, los objetivos de
este trabajo fueron:

e Determinar cémo influye la fecha de siembra y el momento de la cosecha
sobre la calidad fisiologica de la semilla de soja.

¢ Evaluar cdmo varia la calidad fisiologica de semillas de soja con diferente
tamafio, en funcion del tiempo transcurrido entre la madurez fisiologica (MF)
y la madurez de cosecha (MC) y entre la MC y la cosecha efectiva (CO), en
dos fechas de siembra contrastantes.

e Estimar, en funciéon de las condiciones ambientales imperantes en pre-
cosecha, el momento en el que las semillas de soja ya no cumplen con los
estandares de calidad comercial.

e Determinar si hay un periodo, entre la MF y la CO, en el que las semillas
son menos susceptibles al deterioro por “weathering”.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Vegetal

El material vegetal utilizado para el experimento desarrollado en esta Tesis,
pertenece a la empresa Nidera Semillas. En una primera etapa se evaluaron cinco
genotipos que diferian en tamafio y GM: NS 3220 STS, A 5009 RG, NS 5258, A
6126 RG y NS 6248 (Tabla 1). Las semillas fueron pasadas por una zaranda
manual para homogenizar calibre y eliminar impurezas. A continuacion, mediante
una balanza electronica (Mettler Toledo, Buenos Aires, Argentina) se obtuvo el
peso de mil semillas (P1000).

Tabla 1. Caracteristicas de los genotipos comerciales originalmente evaluados
para el ensayo.

Genotipo P1000 (g) Humedad (%)
NS' 3220 STS® 190 12,4
A® 5009 RG* 195 12,0
NS 5258 172 12,6
A 6126 RG 126 12,7
NS 6248 175 13,6

NS: Nidera Semillas.
2STS: Soja Tolerante a Sulfonilureas
A Asgrow.
* RG: Resistente a Glifosato

De este grupo de genotipos se seleccionaron aquellos que presentaban el
mayor y el menor P1000 y GM similares (A 5009 RG y A 6126 RG,
respectivamente) (Tabla 2). Como primera determinacion y antes de la
implantacion del cultivo en el campo, se evaluo el Pg de ambos, siendo de 86 %
para semilla grande (A 5009 RG) y 94 % para semilla pequefia (A 6126 RG).
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Tabla 2. Caracteristicas de los genotipos comerciales seleccionados para el
ensayo de campo.

A 5009 RG 5.0 Indeterminado Blanca 195
A 6126 RG 6.1 Determinado Blanca 126

*Grupo de madurez relativo, Zhang et al. (2007)

De aqui en adelante los dos genotipos seleccionados A 5009 RG y A 6126 RG se
denominaran 5009 y 6126, respectivamente, a los efectos de simplificar y facilitar
la lectura.

2.2. Disefio experimental

El experimento desarrollado en este trabajo de Tesis se llevd a cabo
durante la campafia 2017/18 en el sector de campo y en los laboratorios del
LEFIVE, ubicados en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad Nacional de Rosario, Zavalla, Santa Fe, Argentina (33°01" S, 60°52°
0).

Con el objeto de generar condiciones ambientales contrastantes durante el
periodo MF-CO para los dos genotipos seleccionados, se realizaron dos fechas de
siembra (una temprana y la otra tardia, Tabla 3). En cada siembra, los dos
genotipos se sembraron en parcelas de seis surcos de 55 m de largo,
distanciados a 0,52 m. La densidad de siembra final fue de 20 plantas.m™. Para
lograr la densidad obijetivo, las parcelas fueron sembradas al triple de la densidad
y raleadas entre los estadios V2 y V3 (dos y tres hojas totalmente expandidas,
respectivamente, Fehr y Caviness, 1977). Se utiliz6 un disefio en bloques
completos al azar con tres repeticiones. Ademas, se empleo riego suplementario
para evitar el déficit hidrico y se controlaron insectos, enfermedades y malezas
durante todo el ciclo del cultivo. Desde la siembra, y de manera continua, se
registraron: la temperatura media (T media, °C), la humedad relativa (HR, %) y las
precipitaciones (mm). Ademas se calculé el déficit de presion de vapor atmosférico
(DPV) usando la siguiente ecuacion:

DPV = [(100 — HR)/100] * PVS Ec. [1]

Siendo HR la humedad relativa y PVS la presion de vapor saturado.
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Para la caracterizacion de los estadios fenologicos en el campo se utilizé la
escala de Fehr y Caviness (1977).

Tabla 3. Fechas de los estadios fenoldgicos correspondientes a cada genotipo y
fecha de siembra.

o2 | e

S 30/11/2017 30/11/2017 04/01/2018 04/01/2018
VE 09/12/2017 09/12/2017 10/01/2018 10/01/2018
R1 19/01/2018 02/02/2018 19/02/2018 24/02/2018
R5 19/02/2018 01/03/2018 10/03/2018 16/03/2018
R7 26/03/2018 05/04/2018 14/04/2018 24/04/2018
R8 10/04/2018 20/04/2018 19/05/2018 24/05/2018

'S, VE, R1, R5, R7 y R8 corresponden a los estadios fenoldgicos siembra, emergencia, inicio de
floracion, inicio de llenado de semillas, inicio de madurez y plena madurez, respectivamente, segin
escala de Fehr y Caviness (1977).

2FS1, primera fecha de siembra.

*Fs2, segunda fecha de siembra.

A partir de MF (R7) se realizaron muestreos periddicos cada 15 dias hasta
los 90 dias posteriores a dicho estadio. Ademas, se realizé una caracterizacion
adicional de los materiales a los 105 dias posteriores a MF. En cada muestreo se
cosecharon manualmente 400 vainas, tomadas al azar, dentro de cada parcela.
Dichas vainas se utilizaron para llevar a cabo las determinaciones de laboratorio.

2.3. Determinaciones de laboratorio

La CF de las semillas de soja cosechadas, se midi6 a través de las
siguientes variables:

Porcentaje de humedad de la semilla (HS): Se realiz6 con un medidor de humedad
H-5 FARMPRO (Curitiba, Brasil), registrando el promedio de tres repeticiones por
tratamiento, en aquellas semillas que contenian una HS del 25 % o0 menos. Para
las semillas que superaban este valor, la HS se determind por diferencia de peso.
Para ello, se tomaron tres repeticiones de 50 semillas por tratamiento registrando
el valor de peso humedo, luego esas muestras se llevaron a estufa a 60 °C,
durante cuatro dias. Posteriormente se volvieron a pesar cada muestra obteniendo
el valor de peso seco. Una vez registrado los dos valores se obtuvo el porcentaje
de humedad de las semillas utilizando la siguiente ecuacion:
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HS = [(peso humedo — peso seco)/peso humedo)] x 100. Ec. [2]

Para verificar que los datos obtenidos mediante esta udltima metodologia
correlacionaban con los obtenidos con el medidor de humedad, se tomd una
muestra de algunos tratamientos con HS mayores al 25 % y se compararon
ambas metodologias. Esta comparacién corrobor6 que ambas metodologias
arrojaban valores de HS similares (R? = 0,80).

Prueba de Germinacion Estandar (GE): Para esta prueba se emple6 el método de
siembra en papel (Top Paper - TP). Se realizaron cuatro repeticiones de 50
semillas para cada bloque, genotipo y fecha de siembra. Para cada repeticion las
semillas se distribuyeron uniformemente entre dos capas de papel (Wypall de 28 x
42 cm) previamente humedecidas a saturacién con agua destilada. Luego se
enrollaron las respectivas capas de papel conteniendo las semillas y se colocaron
de forma vertical en una camara de germinacion a 25°C durante 7 dias. Este
ensayo permitié la observacion directa y la cuantificacion de las plantulas que
evolucionaban mostrando estructuras intactas y equilibradas y las plantulas con
defectos de distintas naturaleza. En la cuantificaciébn se agruparon las plantulas
como: plantulas normales (intactas, con defectos leves, con infeccidon secundaria),
plantulas anormales (dafiadas, deformadas o desbalanceadas, podridas) y
semillas no germinadas (duras, frescas y muertas) (Reglas ISTA, 2003).

Viabilidad por Tetrazolio (VTZ): Para esta determinacion, inicialmente se
hidrataron 50 semillas por tratamiento en recipientes con agua destilada durante
18 horas (acondicionamiento rapido), luego se sumergieron en una 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 una de las semillas (ISTA Working Sheets, 2003). El
acondicionamiento rapido de las semillas es una modificacion a lo sugerido por
ISTA, 2003 y Craviotto et al., 2011 para la obtencion de los resultados dentro de
las 24 horas. Sumergiendo directamente las semillas secas en agua se logra una
rapida hidratacion de las semillas, esta practica es poco recomendada ya que las
semillas de soja son muy susceptibles a la hidratacién rapida pudiendo provocar
fisuras o fracturas conocidas como “cracking”. El fisurado espontaneo de los
tejidos surge como consecuencia a las fuerzas de traccion que se generan entre
los tejidos con diferentes grados de humedad. Sin embargo el cracking se puede
diferenciar ya que no presenta los signos caracteristicos de un dafio mecanico.
Considerando que se realiz6 una cosecha manual (dafio mecéanico cero) esta
modificacion nos permitié obtener resultados en 24 horas sin alterar los niveles de
VTZ y VigTZ. Luego de obtenida la coloracion, se retird el tegumento de cada
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semilla, se observo interna y externamente el color, la homogeneidad de la
coloracion, la turgencia de los tejidos, se identificé la naturaleza de los dafios, se
observo localizacién, extension y profundidad mediante sucesivos cortes
transversales en las diferentes estructuras seminales. Es muy valioso saber los
tipos de dafos del ambiente, de chinche, mecéanicos, fracturas o malformaciones
genéticas que afectan la viabilidad y vigor del lote y determinan la ubicacion de las
semillas en cada nivel. Para cuantificar los dafios se observa en detalle cada
semilla analizando la superficie externa e interna de los cotiledones y del eje
embrionario, para asignar un valor de viabilidad en funcién de la localizacion. En
funciéon de las partes o estructura esenciales de las semillas que se encuentren
afectadas por distintos tipos de dafios, mayor gravedad revestira la situacion y la
semilla seré clasificada como poseedora de un menor Nivel de Viabilidad. La zona
de union del eje embrionario con los cotiledones, denominada &rea proximal, es el
lugar fisico por donde circulan todos los asimilados acumulados en los cotiledones
en direccion a los apices terminales crecimiento de la radicula y plumula durante el
proceso de germinacion. En esta zona se hallan ubicados los puntos o areas de
insercion de los dos cotiledones con el eje embrionario. De esta manera los dafios
ubicados en el extremo opuesto a la zona o area de unién, denominada area
distal, revisten una importancia menor en la medida en que se alejan de la parte
media del cotileddon. El color que adquiere la semilla nos indica la actividad
respiratoria de los diferentes tejidos y como consecuencia el estado de vitalidad de
dichas estructuras. Los colores que se presentan en las semillas se pueden
atribuir a distintos estados fisioldgicos: Blanco brillante (tejido sano y vigoroso),
rosa palido (tejido sano y vigoroso), rojo intenso (tejido en proceso de deterioro),
blanco mate (tejido muerto) y verde (tejido inmaduro). Los datos luego se volcaron
a una planilla la cual poseia 5 columnas representativas de los 5 niveles de
viabilidad, con graficos de semillas individuales para consignar los dafios
presentes en cada una. Los 5 niveles o categorias se identifican como: Nivel 1
(viables sin defectos), nivel 2 (viables defectos leves), nivel 3 (viables defectos
moderados), nivel 4 (viables defectos severos) y nivel 5 (no viables). Una vez
caracterizados los dafios, el valor que expresa el nimero de semillas viables se
obtuvo de la suma de los niveles 1 a 4 inclusive. Del nimero obtenido se calcul6 el
porcentaje sobre el total de la muestra.

Vigor (Vig): La determinacion de esta variable se realizé mediante tres pruebas
diferentes:

a) La primera consistio en el método de envejecimiento acelerado
(VigeEA). Mediante esta prueba se sometieron a las semillas a condiciones
adversas de temperatura y humedad relativa, en cortos periodo de tiempo
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sufriendo un severo estrés. Para realizar esta prueba se colocaron 50 semillas de
cada tratamiento sobre una cesta cribada dispuesta sobre soportes en una
minicAmara o caja plastica (CEREALTOOLS, Rosario, Argentina) con agua en su
interior. Dentro de dicho microambiente se alcanza una humedad relativa superior
al 95 % en una condicion de alta temperatura 42 °C. La lenta hidratacién y la gran
actividad respiratoria provocada por la temperatura elevada dan origen a un
proceso de envejecimiento acelerado de las semillas de la muestra. Luego de un
periodo de 48 horas bajo este tipo de estrés se evaluo el deterioro de las semillas
a través de la prueba de germinacion estandar (descrita previamente), clasificando
a las plantulas como normales, anormales, semillas frescas, semillas muertas y
duras (ISTA, 2015). El resultado de la prueba consiste en determinar el porcentaje
de plantulas normales obtenidas luego del tratamiento. Los lotes que muestran
mayor porcentaje de plantulas normales (> 80%) se clasifican como vigorosos.

b) La segunda prueba se realizé determinando la conductividad
eléctrica (VigCE) individual de cada semilla con el objeto de estimar la integridad
de sus membranas celulares y su estado de deterioro. Esta prueba arroja valores
estimados y utiliza la gran facilidad que tiene la especie soja para liberar
electrolitos al medio acuoso en el comienzo del proceso de imbibicién. Estos iones
son liberados por las semillas desde su interior y son reveladores del estado de los
tejidos y estructuras seminales. En términos generales se puede establecer que a
mayor nivel de calidad del lote de semillas, menor es la liberacion de sustancias
por parte de las semillas sumergidas en agua destilada. La conductividad eléctrica
(CE) se determind utilizando un analizador automatico de semillas SAD 9000-S
con N° de serie 4010, desarrollado por la empresa Consultar SRL, Rosario,
Argentina. El equipo estd compuesto por un dosificador, una bomba, un cabezal
multi-electrodo con 100 pares de electrodos, una bandeja con 100 celdas y una
computadora con un programa que permite la medicion de la lixiviacion de
electrolitos por parte de las semillas individuales (INTA, 1997). La prueba de vigor
se hizo con una muestra de 100 semillas por tratamiento, colocadas
individualmente en cada celda de la bandeja conteniendo agua destilada. Cada
bandeja con las semillas se llevé a la camara de germinacion a 23 °C por un
periodo de 24 h. Pasado este tiempo, se retiraron las semillas y se procedi6 a la
determinacién de la CE. Valores de mayor CE indicaban mayor liberacion de
solutos de bajo peso molecular a la solucién indicando que las semillas
presentaban menor vigor (INTA, 1997). Esta prueba arroja ademas valores
estimados de Pg.
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c) La tercera prueba se realizé mediante la técnica de tetrazolio (TZ).
Teniendo en cuenta los tipos de dafo, la localizacién y la profundidad de los
mismos y a partir de la clasificacion citada en el apartado VTZ, se estimo el
porcentaje de vigor de las semillas. Para determinar el vigor de las semillas
evaluadas en la prueba de viabilidad por Tetrazolio se consideran a las semillas
clasificadas como viables sin defectos (nivel 1) como de alto vigor, a las semillas
viables defectos leves (nivel 2) como de vigor medio y las viables defectos
moderados (nivel 3) como de bajo vigor. Las semillas consideras como viables
defectos severos (nivel 4) no se computan dentro del vigor. De la misma manera
que en viabilidad el porcentaje se obtiene sobre el total de semillas de la muestra
analizada.

Los valores umbrales que se tomaron para las variables analizadas fueron:
80 % para Vig (Egli y TeKrony, 1995), 80 % para Pg (INASE, 2003) y 90 % para V
(Craviotto et al., 2011).

2.4. Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a andlisis de la varianza (ANAVA). Previo a la
realizacion del ANAVA se comprobo el cumplimiento de los supuestos del mismo.
Para ello se ajustdé un modelo lineal mixto en el que se consideraron la fecha de
siembra, genotipo y momento de cosecha y sus interacciones como factores fijos y
bloque como factor aleatorio. Para las estimaciones se utiliz6 el método de
estimacion de maxima verosimilitud restringida (REML). El modelo lineal utilizado
se muestra a continuacion:

Yi=H+pi+aj+ B+ i+ (aB) + (@y)i+ (BY)a+ (aBY) + Eix

Donde Y es la variable respuesta, | es la media general, p; es el efecto de bloque, a; es
el efecto del genotipo, Bk es el efecto de la fecha de siembra, y; es el efecto del momento
de cosecha, (aB)i es el efecto de la interaccién genotipo*fecha de siembra, (ay); es el
efecto de la interaccion genotipo*momento de cosecha, (By)« es el efecto de la
interaccion fecha de siembra*momento de cosecha, (By)w es el efecto de la interaccion
genotipo*fecha de siembra*momento de cosechay &y es el efecto residual.

Todas las variables analizadas presentaron homogeneidad de varianzas.
En relacion a la distribucion de los residuos, todas las variables presentaron
distribucion normal, (PgGE, PgCE, VigEA, VigCE vy VigTZ), excepto HS y VTZ.
Para éstas dos Ultimas variables los datos se transformaron de tal manera que
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siguieran una distribucién normal. En el caso de VTZ, se utilizo la transformacion
arcsen (,/(%/100) y para HS, se utiliz6 vx.

Teniendo en cuenta que los distintos muestreos se realizaron sobre la
misma unidad experimental (parcela), podria existir correlacion residual entre las
observaciones. Es por ello, que se decidi6 modelar dicha correlacion temporal
combinando distintas estructuras de correlacion residual (simetria compuesta, sin
estructura y autorregresivo continuo de orden 1). Mediante el criterio de
verosimilitud penalizada Akaike (AIC) se eligié el modelo que mejor describia los
datos, y usando este modelo se realizaron inferencias acerca de las medias
mediante el analisis de minimas diferencias significativas (LSD; a < 0,05). Por otra
parte, para verificar la existencia de efectos principales de los distintos factores y
sus interacciones se utilizé la prueba de Wald.

Las estructuras de correlacion elegidas para las distintas variables fueron:
sin estructura para PgGE, HS y PgCE, errores independientes para VIigEA, VigCE
y VTZ y simetria compuesta para VigTZ.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete
estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2019).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En general, el retraso en la cosecha causd un deterioro en la CF de las
semillas en los dos genotipos caracterizados y en ambas fechas de siembra. Estos
resultados concuerdan con los informados por Green et al. (1966), Bauer et al.
(2003) y Andrews (2016), quienes registraron el efecto adverso de la exposicién al
deterioro en el campo sobre la calidad de las semillas. No obstante, el
comportamiento de los genotipos para cada una de las variables evaluadas difirid
significativamente en funcién de la fecha de siembra y el momento de la cosecha
(Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de la varianza de las variables caracterizadas en el ensayo:
humedad de la semilla (HS), prueba de germinacion estandar (PgGE), poder
germinativo por conductividad eléctrica (PgCE), Vigor por envejecimiento
acelerado (VIigeA), Vigor por conductividad eléctrica (VigCE), Vigor por tetrazolio
(VigTZ) y Viabilidad por tetrazolio (VTZ), para cada fecha de siembra (FS),
genotipo (G) y momento de cosecha (CO), y sus respectivas interacciones.

ANAVA® HS PgGE PgCE VigEA VigCE VigTZ VTZ
F82 HkkkO Kkkk Fekokok Kkkk Fekokok Fekokok *

G3 dekokok Kkkk Fekokok Kkkk Fekokok Fekokok dekokk
CO4 dekokok Kkkk Fekokok Kkkk Fekokok Fekokok Kokkk
FSx G dekokok n56 ns *k Ns Fekokok dekokk
ES x CO dekokok Kkkk Fekokok Kkkk Fekokok Fekokok Kokkk
G x CO dekokok Kkkk Fekokok Kkkk Fekokok Fekokok A
FSx Gx CO *kkok Fkkok *kkok Fkkk *kkk *kkk *kk

TANAVA: Andlisis de la Varianza.
2FS: Fecha de Siembra.

% G: Genotipo.

4CO: Momento de Cosecha.

5 * ek ke y ek indican diferencias significativas a los niveles de probabilidad de 0,05; 0,01; 0,001 y 0,0001,
respectivamente.
®ns: indica diferencias no significativas.

Para todas las variables analizadas, el genotipo 6126 (semillas pequefias)
sembrado en la FS2, fue el que mostré los mayores valores de CF y menor
velocidad de deterioro durante el periodo caracterizado. Por el contrario, el
genotipo 5009 (semillas grandes), sembrado en la FS1, mostro un rapido deterioro
de su CF desde las primeras etapas de evaluacién (Figura 1; Figura 2A'y 2B y
Figura 3A, 3B y 3C).

Uno de los primeros atributos de CF que es imprescindible conocer y que
es de gran utilidad a la hora de decidir que lotes de semilla se usaran para la
siembra es el de viabilidad (V), ya que es un buen indicador del estado fisico y
fisiologico de las semillas del lote (Craviotto et al., 2011). En este ensayo los
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mayores valores de Viabilidad por Tetrazolio (VTZ) se observaron entre MF y MC,
no encontrandose diferencias significativas entre genotipos en ambas FS (Figura
1). El hecho que la V promedio se mantuviera con valores altos y similares durante
el periodo MF-MC (99,5 % para ambos genotipos en la FS1y 96,9 y 98,3 % para
5009 y 6126, respectivamente, en la FS 2) (Figura 1) difiere tanto de
investigaciones previas que postulan que la maxima CF de la semilla se alcanza
en MF (Tekrony et al., 1980; Marcos-Filho, 2005; Carvajal et al., 2018) como de
las que sostienen que la maxima CF se obtiene en MC (Ellis et al.,1987; Zanakis
etal., 1993y 1994).

Los valores de VTZ se mantuvieron altos en los cuatro tratamientos hasta
un periodo de entre 30-45 dias desde madurez fisiolégica (DDMF; Figura 1),
momento a partir del cual, las diferencias entre los mismos se manifestaron con
mayor intensidad, presentando el genotipo de semilla pequefia en la FS2 los
mayores valores de VTZ y el genotipo de semilla grande en ambas fechas de
siembra los menores valores. Por otra parte, para los dos genotipos
caracterizados se observé que la caida en los valores de VTZ se produjo en
momentos similares dependiendo de la fecha de siembra. En la FS1, la mayor
caida en los valores de VTZ se registré entre los 45 y 60 DDMF para el genotipo
5009, mientras que para el genotipo 6126 se observaron dos caidas: entre los 15y
30 DDMF y entre los 45 y 60 DDMF. En la FS2, en ambos genotipos la caida en
este atributo se observé entre los 30 y 45 DDMF (Figura 1). Al final del periodo de
evaluacion (105 DDMF) los menores valores de VTZ se registraron en el genotipo
5009 en ambas FS, difiiendo significativamente del genotipo 6126 (P < 0,05;
Figura 1). Ademas, el genotipo de semillas pequefias mostro diferencias
significativas entre las FS1 y FS2 a partir de los 60 DDMF. Sorprendentemente, el
genotipo de semillas pequefias sembrado en la FS2 fue el Unico tratamiento que
mantuvo valores de VTZ cercanos al umbral (90 %) durante todo el periodo de
evaluacion (105 dias) (Fig. 1).
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Figura 1. Viabilidad por Tetrazolio (% de semillas viables) en funcién de los Dias Desde
Madurez Fisiol6gica, para los genotipos 5009 (semillas grandes, lineas azules) y 6126
(semillas pequefias, lineas rojas). Para ambos genotipos la linea continua representa la
primera fecha de siembra (FS1) y la linea discontinua la segunda fecha de siembra (FS2).
Para cada punto, las lineas verticales representan el error estdndar de la media. Cuando
dichas lineas no se ven es porque el error estandar es menor que el tamafio del simbolo.
La linea de puntos horizontal representa el valor umbral para la variable caracterizada (90
%). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos, dentro de cada
momento de cosecha, segun LSD (P < 0,05). Las flechas indican la Madurez Comercial
(MC) para el genotipo 5009 (azul) y 6126 (roja), sembrados en las fechas de siembra 1
(flechas enteras) y 2 (flechas punteadas).

Otro de los atributos de CF de gran importancia y que es imprescindible
considerar si se pretende comercializar un lote de semilla como fiscalizada es el
Poder Germinativo (Pg).

La prueba de germinacién estandar (GE) indica el grado en que las semillas
del lote son aptas para germinar y producir plantulas normales en condiciones
optimas (Craviotto et al., 2011). En relacion a éste atributo, el comportamiento de
los genotipos en las dos FS fue similar al de V. Los mayores valores de PgGE se
registraron entre MF y MC. El valor de PgGE se mantuvo elevado (> 80%) hasta
los 45 DDMF en todos los tratamientos, momento a partir del cual aumentaron las
diferencias entre los mismos (Figura 2A). Desde los 60 DDMF y durante el resto
del periodo evaluado el genotipo 5009 sembrado en la FS1 presento los menores
valores para esta variable y el genotipo 6126 sembrado en la FS2, los mayores.
Los otros dos tratamientos mostraron valores intermedios. Al final del periodo de
evaluacion (105 DDMF), el genotipo 5009 sembrado en ambas FS presentd los
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valores mas bajos de PgGE, seguido por el genotipo 6126 sembrado en la FS1, y
finalmente por ese mismo genotipo sembrado en la FS2 (Figura 2A, Foto 1). Este
altimo tratamiento mantuvo valores de PgGE por encima del umbral (80 %)
durante todo el periodo de evaluacion (105 DDMF).

Por otra parte, al igual que lo ocurrido con VTZ, para los dos genotipos
caracterizados se observd que las caidas en los valores de PgGE ocurrieron en
momentos similares dependiendo de la fecha de siembra. Mientras que en la FS1,
la mayor caida se registro entre los 45 y 60 DDMF; en la FS2 se observo una
caida anticipada en este atributo a partir de los 30 DDMF (Figura 2A).

La caracterizacion del Pg de las semillas se realiz6 ademas a través de la
prueba de conductividad eléctrica (PgCE). Los resultados obtenidos a partir de
este andlisis fueron similares a los registrados por la prueba de GE, sélo que las
diferencias entre tratamientos comenzaron a observarse a partir de los 45 DDMF
(Figura 2B).

Por medio del analisis correlacion de Pearson se corroboré el grado de
asociacion que existia entre las dos metodologias utilizadas para caracterizar el
Pg (CE y GE), encontrandose valores elevados para dicha asociacion (r = 0,90; P
< 0,001). El hecho de que ambas metodologias presenten valores similares resalta
la ventaja principal que presenta el andlisis de CE, con el cual es posible obtener
valores orientativos de la CF de las semillas en 24 h (Craviotto et al., 2011).
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Figura 2. Poder Germinativo por Prueba de Germinacién Estandar (% de plantulas
normales; 2A) y por Conductividad Eléctrica (% estimado de poder germinativo; 2B), en
funcion de los Dias desde Madurez Fisiologica, para los genotipos 5009 (semillas
grandes, lineas azules) y 6126 (semillas pequefias, lineas rojas). Para ambos genotipos la
linea continua representa la primera fecha de siembra (FS1) y la linea discontinua la
segunda fecha de siembra (FS2). Para cada punto, las lineas verticales representan el
error estandar de la media. Cuando dichas lineas no se ven es porque el error estandar
es menor que el tamafio del simbolo. La linea de puntos horizontal representa el valor
umbral para la variable caracterizada (80 %). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos, dentro de cada momento de cosecha segun LSD (P <
0,05). Las flechas indican la Madurez Comercial (MC) para el genotipo 5009 (azul) y 6126
(roja), sembrados en las fechas de siembra 1 (flechas enteras) y 2 (flechas punteadas).

En las fotos que se muestran a continuacion se puede notar claramente las
diferencias en el porcentaje de plantulas normales caracterizadas por la prueba de
GE para los distintos tratamientos a los 105 DDMF. Las fotos 1A y 1C
corresponden al genotipo 5009. En las mismas se puede observar una mayor
cantidad de semillas muertas, con presencia de hongos y plantulas anormales,
mostrando un bajo potencial para continuar desarrollandose en plantas aceptables
cuando crecen bajo condiciones Optimas. En cambio en las fotos 1B y 1C
(genotipo 6126) se observan mayormente plantulas normales, con potencial para
continuar desarrollandose en plantas aceptables bajo condiciones éptimas; y en
menor medida plantulas anormales y semillas muertas que concuerdan con los
resultados descriptos previamente.
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Foto 1. Prueba de Germinacion Estandar para los genotipos 5009 y 6126 en la fecha de
siembra 1 (1A y 1B, respectivamente) y fecha de siembra 2 (1C y 1D, respectivamente),
correspondientes al muestreo tomado a los 105 dias desde la madurez fisiologica.

Por lo general, el primer componente de calidad que muestra sefiales de
deterioro es el vigor de las semillas, seguido por una reduccién en la germinacién
0 en la produccion de plantulas normales, y finalmente por la muerte de las
semillas (Ferguson, 1995). En el presente trabajo se observd que la variable
VigEA fue la méas afectada, encontrandose diferencias significativas entre
tratamientos a partir de los 15 DDMF (Figura 3A). Tal como se citara
anteriormente, el genotipo 6126 en la FS2 mostré los mayores valores de vigor,
manteniéndose con valores cercanos a los aceptables hasta los 30 DDMF. Por el
contrario, el genotipo 5009 en la FS1, mostro una rapida disminucion del vigor a
partir de los 15 DDMF, con valores que se presentaron muy por debajo del umbral
establecido para esta variable (80 %). En relacion a los otros dos tratamientos
(5009-FS2 y 6126-FS1), presentaron valores intermedios de VIigEA. A diferencia
de las variables caracterizadas anteriormente, si bien el genotipo 6126 sembrado
en la FS2, presentd mayores valores de vigor hasta los 45 DDMF, difiriendo
significativamente de los otros tres tratamientos (P < 0,05). Pasado este momento,
y hasta el final de la evaluacion, no se detectaron diferencias entre genotipos y FS
(Figura 3A).
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La rapida disminucion en el vigor reportado en este estudio, demuestra la
importancia de utilizar esta variable como medida complementaria a la prueba de
germinacion estandar, para poder prever con anticipacion como se comportaran
las semillas en condiciones de campo.

El vigor fue caracterizado ademas a través de las pruebas de conductividad
eléctrica y tetrazolio. En comparacion con la metodologia descripta en el parrafo
anterior (VigEA), estos dos andlisis mostraron mayores valores de vigor en la
primera etapa de evaluacion.

Similar a lo ocurrido con las variables de VTZ y PgGE, para la FS1 la mayor
caida en los valores de VigCE se observo entre los 45 y 60 DDMF. Sin embargo,
el genotipo 5009 mostr6 desde el inicio de la evaluacion valores de vigor por
debajo del umbral establecido para esta variable (80 %). Para la FS2, mientras
que el genotipo 5009 mostré una marcada caida en los valores de VigCE entre los
30 y 45 DDMF, el genotipo 6126 mantuvo valores superiores al umbral durante
todo el periodo de evaluacion (105 dias, Figura 3B). En el caso de la variable
VigTZ, la misma mostr6 un comportamiento similar a la variable caracterizada
anteriormente. En la FS1 los valores de VigTZ se mantuvieron elevados en el
genotipo 5009 hasta los 45 DDMF, momento a partir del cual se observo una
importante caida en los mismos. En cambio, para el genotipo 6126 se registraron
dos caidas en los valores de VigTZ, una entre los 15 y los 30 DDMF vy la otra entre
los 45 y 60 DDMF (Figura 3C). En la FS2, ambos genotipos mantuvieron valores
de VigTZ por encima del umbral (> 80 %) hasta los 30 DDMF. Sin embargo,
mientras que el genotipo 6126 se mantuvo con valores proximos al umbral durante
todo el ensayo, el genotipo 5009 cayé de manera constante, luego de los 30
DDMF, hasta llegar a un minimo de 7 % a los 105 DDMF (Figura 3C).

Por otro lado, estas dos pruebas permitieron diferenciar claramente las
semillas pequefias de las grandes, siendo éstas Ultimas las que mostraron
menores valores de vigor a partir de los 60 DDMF. A su vez, para el genotipo de
semilla pequefia, hubo una clara diferenciacién entre las dos FS, observandose un
mejor comportamiento en la FS2, fecha que mostro valores aceptables de CF
durante todo el periodo de evaluacion (105 DDMF) en ambas metodologias
empleadas (Figura 3B y 3C).
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Figura 3. Vigor por Envejecimiento Acelerado (% plantulas normales; 3A), Vigor por
Conductividad Eléctrica (% de semillas vigorosas; 3B) y Vigor por Tetrazolio (% de
semillas vigorosas; 3C) en funcién de los Dias desde Madurez Fisioldgica, para los
genotipos 5009 (semillas grandes, lineas azules) y 6126 (semillas pequefias, lineas rojas).
Para ambos genotipos la linea continua representa la primera fecha de siembra (FS1) y la
linea discontinua la segunda fecha de siembra (FS2). Para cada punto, las lineas
verticales representan el error estdndar de la media. Cuando dichas lineas no se ven es
porque el error estdndar es muy pequefio. La linea de puntos horizontal representa el
valor umbral para la variable caracterizada (80 %). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos, dentro de cada momento de cosecha segun LSD (P <
0,05). Las flechas indican la Madurez Comercial (MC) para el genotipo 5009 (azul) y 6126
(roja), sembrados en las fechas de siembra 1 (flechas enteras) y 2 (flechas punteadas).

Tanto la prueba de VIigCE como la de VigTZ, son medidas que
complementan la prueba de VigEA. Si bien los valores de VIigCE y VigTZ
presentaron un alto grado que correlacion entre si (r = 0,80; P < 0,0001), cuando
se las relacion6 con VigEA el grado de correlacion fue mucho menor (r = 0,61; P <
0,0001 y r = 0,52; P < 0,0001, para VigTZ y VIigCE, respectivamente).
Posiblemente estas diferencias se deban a que la prueba de VIigEA, es de las tres
la de mayor exigencia, en la que se expone a las semillas a condiciones extremas
de temperatura y humedad, favoreciendo al deterioro rapido de las mismas. Pese
a las diferencias en la metodologia utilizada, las tres mostraron en general
patrones similares de deterioro para los distintos tratamientos caracterizados.

Como se citara anteriormente, una de las principales ventajas de la
realizacion de la prueba de CE es que permite una rapida interpretacion de los
resultados. Ademas, es una metodologia que permite caracterizar en forma
indirecta el grado de integridad que presentan las membranas. Los resultados
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obtenidos en este ensayo pusieron en evidencia diferencias en la integridad de las
membranas entre los distintos tratamientos caracterizados. El genotipo de semilla
grande (5009) sembrado en la FS1 fue el que presentd mayores dafios en sus
membranas, lo que puede haber demorado la reparacion de las mismas liberando
mas electrolitos al medio y generando menores valores de PgCE y de VigCE. En
cambio, en el genotipo de semilla pequefia (6126) sembrado en la FS2, al
presentar un nivel de dafio menor, la reparacion de las membranas debe haber
sido mas rapida, lixiviando menos electrolitos al medio, y mostrando finalmente los
mayores valores de PgCE y de VigCE (Foto 2).
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Foto 2. Imagenes por pantalla de la PC de andlisis de CE del SAD 9000-S donde se
muestran los valores de una medicién de CE en cada una de las celdas en los distintos
tratamientos y valores estimados de Vigor y Poder Germinativo para los genotipos 5009 y
6126 sembrados en la fecha de siembra 1 (2A y 2B, respectivamente) y fecha de siembra
2 (2C y 2D, respectivamente), correspondientes al muestreo realizado a los 105 dias
desde la madurez fisiologica.

Una de las principales limitaciones que presentan tanto prueba de CE como
la de germinacién estandar, es que no permiten identificar las causas que
producen el deterioro de las semillas. Y es en este punto donde la prueba de
tetrazolio adquiere gran importancia en el esclarecimiento del tipo de dafio que
presentan las semillas (Salinas et al., 2001).
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La Tabla 5 se muestran los distintos tipos de dafio que se registraron a
partir de la prueba de tetrazolio, en los dos genotipos caracterizados en ambas FS
y para los distintos momentos de cosecha. Para los cuatro tratamientos se
registraron altos porcentajes de dafo ambiental (Foto 3). Estos dafios se
incrementaron a partir de los 45 DDMF en el genotipo de semilla grande sembrado
en la FS1; y a partir de los 30 DDMF en los otros tres tratamientos (semilla grande
en la FS2 y semilla pequefia en ambas FS). Por otra parte, tal como se observo en
las distintas pruebas en las que se evalu6 la CF de las semillas, el genotipo de
semilla pequefia sembrado en la FS2, fue el que registré los menores porcentajes
de dafio ambiental. A partir de esta caracterizacion se pudo corroborar que la
caida en los distintos atributos de CF evaluados, estuvo relacionada con las
condiciones ambientales presentes en el periodo de MF-cosecha. En general, el
dafio ambiental es uno de los factores que méas afecta a las semillas durante el
periodo mencionado, manifestandose sus efectos sobre la viabilidad, germinacion
y vigor de las mismas (Mohan y Ram, 2005).

Respecto de los factores bibticos, un efecto importante sobre la CF de la
semilla es el producido por insectos picadores-suctores (colectivamente referidos
como dafio por chinches). En este ensayo los dafios por chinches fueron bajos,
excepto para el genotipo 6126 a los 30 DDMF en la FS1, que present6 un 29 % de
dafio debido a que coincidio con un periodo de lluvia e inestabilidad en cual no se
pudo pulverizar para su control (Tabla 5). Este atague puntual podria explicar la
caida inusual en las variables Viabilidad y Vigor por Tetrazolio registrada a los 30
DDMF en dicho genotipo sembrado en la FS1 (Figura 1 y 3C). En relacién al dafio
por enfermedades fungicas de fin de ciclo, el mismo fue bajo ya que dichas
enfermedades fueron controladas efectivamente con aplicaciones de fungicidas
durante todo el ciclo del cultivo. Ademas, no hubo dafios mecénicos debido a que
la cosecha se realiz6 manualmente y los dafios por fractura fueron bajos,
mayormente en los Ultimos muestreos posiblemente causados por un mayor
deterioro del tegumento (Tabla 5).
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Tabla 5. Descripcion de los dafios (expresados en %) identificados por la Prueba
de Tetrazolio en los dos genotipos 5009 (semilla grande) y 6126 (semilla
pequefia), en las dos fechas de siembra y en los diferentes momentos de
medicion (DDMF).

Fecha de Siembra 1

5009 6126
DDME Tipo de dafio (%) Tipo de dafio (%)
Ambiental Chinche Fractura Otros Ambiental Chinche Fractura Otros
0 0 0 0 0 4 0 0 0
15 33 0 0 0 13 0 0 0
30 28 0 0 0 90 29 0 0
45 64 0 0 0 87 5 1 1
60 100 13 0 0 91 7 0 0
75 98 3 0 0 99 2 0 0
105 100 0 3 0 100 11 1 1
Fecha de Siembra 2
5009 6126
DDME Tipo de dafio (%) Tipo de dafio (%)
Ambiental Chinche Fractura Otros Ambiental Chinche Fractura Otros
0 10 0 0 1 1 0 0 6
15 12 0 0 0 13 11 0 5
30 51 1 0 0 46 5 0 1
45 83 7 0 0 37 1 0 3
60 99 9 0 1 51 2 0 1
75 97 7 0 1 40 1 1 0
105 100 6 0 0 73 7 0 2

" DDMF: Dias desde madurez fisioldgica.
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Foto 3. Ejemplos de semillas caracterizadas a partir de la prueba de tetrazolio con
distintos tipos y niveles de dafios. Semillas viables sin defectos (a), dafio ambiental
tradicional moderado (b), dafio ambiental mas picadura de chinche (semilla no viable; c),
otros tipos de dafios como tejidos inmaduros (semilla no viable; d) y malformaciones
genéticas (semilla no viable; e).

Teniendo en cuenta que la causa principal del deterioro de la CF de las
semillas fue ambiental (Tabla 5) y que la misma se registr0 en momentos
especificos del periodo evaluado para los distintos tratamientos, a continuacion se
analizé la evolucion de la T, la HR, el DPV vy las lluvias a partir del estadio
fenolégico R7 - 4d del genotipo 5009, mas precoz, hasta R7 + 105d del genotipo
6126, mas tardio (Figura 4).

La Figura 4 muestra las fluctuaciones diarias y la tendencia estacional de
los factores ambientales analizados. Respecto de la tendencia estacional, se
puede observar que mientras que la HR se mantuvo con un promedio ajustado
cercano al 80 % durante el periodo evaluado, la temperatura promedio ajustada
cayo gradualmente de aproximadamente 24 a 7 °C, y el DPV de 5 a 1 kPa durante
el mismo periodo. No obstante, se registraron marcadas fluctuaciones en el
promedio diario para cada uno de estos factores. Por ejemplo, para la HR se
observo un periodo continuo de valores cercanos al 100 % entre el 28 de Abril y el
10 de Mayo (Recuadro-Figura 4A,). Este incremento en la HR coincidié con un
periodo baja demanda atmosférica (0.53 a 0,25 kPa, Recuadro-Figura 4B). Esta
situaciéon fue provocada por abundantes precipitaciones (126.5 mm) caidas
durante el periodo mencionado (Recuadro-Figura 4C). Este ejemplo muestra con
claridad la interaccion existente entre los factores climaticos analizados.
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Figura 4. Evolucién diaria de la Temperatura Media (T, °C) y la Humedad Relativa (HR,
%) (4 A); el déficit de presion de vapor atmosférico (DPV, kPa) (4 B), y las lluvias (mm) (4
C) desde la madurez fisiol6gica (MF) - 4 d del genotipo 5009 (mas precoz) en la fecha de
siembra 1 (FS1), hasta MF + 105 d del genotipo 6126 (mas tardio) en la fecha de siembra
2 (FS2). Las flechas de trazo fino indican Madurez Fisiol6gica (MF) y las de trazo grueso
Madurez Comercial (MC), para los genotipos 5009 (azul) y 6126 (rojo). Para la MF las
flechas finas enteras y punteadas corresponden a las FS1 y F2, respectivamente. Para la
MC las flechas gruesas llenas y vacias corresponden a las FS1 y FS2, respectivamente.
El recuadro dentro de cada figura corresponde a un temporal de alta HR, bajo DPV y
abundantes precipitaciones que se registré desde el 28/04 hasta el 10/05.

Como puede observarse en la Figura 4, en el periodo en el que se
registraron altas precipitaciones y alta HR (temporal ocurrido entre 28 de Abril y el
10 de Mayo), en la FS1 ambos genotipos ya habian alcanzado la MC. Mientras
gue en la FS2 el genotipo 5009 estaba en MF + 14 d y el genotipo 6126 estaba en
MF + 4 d. Lo que significa que, si bien en la FS2 ninguno de los dos genotipos
habia alcanzado la MC cuando comenzé el temporal, el genotipo 5009 tenia un
mayor grado de deshidratacion que el genotipo 6126.

Dado que el estado de desarrollo de la semilla (caracterizado como su
porcentaje de humedad, HS) es un factor importante en la respuesta de la misma
a las condiciones ambientales, a continuacion se caracterizo la evolucion de la HS,
a partir de la MF, de los dos genotipos estudiados en las dos FS (Figura 5).
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Figura 5. Evolucién de la Humedad de la Semilla en funcién de los dias desde Madurez
Fisioldgica. Las barras azules corresponden al genotipo 5009 (semillas grandes) y las
barras rojas al genotipo 6126 (semillas pequefias), sembrados en las fecha de siembra 1
(FS1, barras llenas) y en la fecha de siembra 2 (FS2, barras vacias).

Dada las diferencias entre los genotipos y fechas de siembra, al momento
en que se produjo el temporal, los distintos tratamientos se encontraban con
distintos niveles de HS. Mientras que el genotipo 5009 y 6126 en la FS1 habian
alcanzado niveles de HS 6ptimos para la cosecha (~ 14%, Figura 5), el genotipo
5009 en la FS2 aun se encontraba en el periodo de deshidratacion rapida (~ 23%),
por lo que para estos tres tratamientos los granos sufrieron un proceso de
rehidratacion. Esta rehidratacion se evidencio claramente en la Figura 5 para los
dos genotipos sembrados en la FS1, los cuales pasaron de tener valores de HS de
~ 14 % a los 15 DDMF, a valores de 35 % en el genotipo 5009 a los 45 DDMF y
31 % en el genotipo 6126 a los 30 DDMF. Por el contrario, al momento del
temporal el genotipo 6126 en la FS2, se encontraba con altos niveles de HS (~
53%), por lo que si bien la deshidrataciéon en principio no fue rapida para este
tratamiento, luego del temporal la misma continuo sin marcados inconvenientes
(Figura 5).

Es importante tener en cuenta que la semilla de soja deshidratada presenta
un tegumento muy delgado y una capa seminal altamente permeable, lo que hace
gue la misma sea muy higroscopica y se hidrate y deshidrate con gran facilidad
ante fluctuaciones en la HR (TeKrony et al., 1980). En relaciéon a esto ultimo, se ha
demostrado que las fluctuaciones en la HR y/o el estrés por altas temperaturas
que ocurren luego de MF generan un dafio oxidativo en las células, llevando a un
rapido deterioro de las mismas. Este dafio oxidativo es generado por especies
reactivas de oxigeno tales como: superoxido, peréxido de hidrogeno, radicales
libres de hidréxilo, etc; que aumentan su produccién y acumulacién ante
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condiciones ambientales adversas (Foyer et al., 1994). Las especies reactivas de
oxigeno inician el envejecimiento de las semillas a partir de la degradacion de los
fosfolipidos de la membrana celular y del deterioro de proteinas estructurales y
funcionales y del material genético (Raijou et al., 2012; Fu et al., 2015; Kurek et
al., 2019). Este deterioro en las membranas fosfolipidicas se pudo evidenciar
cuando se evaluaron los atributos de CF a través de las pruebas de conductividad
eléctrica (PgCE y VigCE, Figura 2B Y 3B).

En general se ha observado que el deterioro de las semillas en soja esta
asociado con el retraso en la siembra y/o cosecha (Miranda et al., 1996; Mohan y
Ran, 2005; Muhammad y Khalil, 2013). De hecho algunos autores han establecido
gue con retrasos en la cosecha de entre 15 y 30 dias luego de R8 (MC), la CF de
las semillas se reduce significativamente (Diniz et al., 2013; Ali et al., 2018). Sin
embargo, en este trabajo se observé que la magnitud del deterioro de las semillas
y el momento en el que el mismo se produce no estd asociado con la época de
siembra y/o cosecha, sino que depende por un lado, de las condiciones
ambientales (T, HR vy lluvias) presentes durante los periodos MF-MC y MC-
cosecha, y por otro del estadio de desarrollo en el que se encuentra el cultivo y el
contenido de HS al momento de producirse las condiciones ambientales adversas.

En relaciéon al momento en que se produjo el deterioro de las semillas, los
dos genotipos en las dos FS mantuvieron valores de CF altos hasta el momento
en que se produjo el temporal (alta HR, bajo DPV y alta precipitaciones). Por lo
tanto, la caida en los valores de CF se dio en distintos momentos dependiendo de
la FS (entre los 45-60 dias en la FS1 y a partir de los 30 DDMF en la FS2). En
cuanto a la magnitud del deterioro, se observé una caida mas pronunciada en los
valores de CF caracterizados en ambos genotipos en la FS1. En la FS2 si bien en
principio la caida en los valores de CF fue menos pronunciada, mientras que para
el genotipo 5009 los atributos de CF disminuyeron de manera constante hasta el
final de la evaluacion, el genotipo 6126 mostr6 un menor grado de deterioro
manteniendo valores de CF altos durante todo el periodo caracterizado (105 dias,
Figuras 1, 2A, 2B, 3B, 3C). Como se citara anteriormente, posiblemente las
diferencias observadas hayan estado relacionadas con el estadio fenolégico en el
gue se encontraba el cultivo al momento de presentarse las condiciones
ambientales adversas y con el contenido de HS. Es posible que si el cultivo se
encuentra en MF previo a que se produzca la deshidratacién rapida del grano y
con altos niveles de HS, la resistencia al deterioro del mismo sea mayor,
permitiendo conservar valores de CF cercanos a los aceptables durante un
periodo de tiempo mas prolongado. Sin embargo, si las semillas se han
deshidratado completamente (HS ~ 14%) y luego se rehidratan, el grado de
deterioro de las mismas ante condiciones ambientales adversas es mayor.

Si consideramos entonces que el deterioro de la CF de las semillas estuvo
relacionado con su estado de desarrollo, caracterizado por la HS, una alternativa
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interesante seria caracterizar los atributos de CF en funcién del contenido de HS
(Figura 6A, 6B, 6C).
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Figura 6. Viabilidad por Tetrazolio (% de semillas viables; 6A), Poder Germinativo por
Prueba de Germinacion Estandar (% de plantulas normales; 6B) y Vigor por
Envejecimiento Acelerado (% plantulas normales; 6C), en funcion del contenido de
Humedad de las semillas (HS). Los circulos corresponden al genotipo 5009 (semillas
grandes, azul) y los cuadrados al genotipo 6126 (semillas pequefias, rojo), sembrados en
las fecha de siembra 1 (FS1), simbolos llenos, y fecha de siembra 2 (FS2), simbolos
vacios. Cada punto corresponde a una repeticion. La linea de puntos horizontal
representa el valor umbral para cada una de las variables caracterizadas (90, 80 y 80 %,
para porcentaje de semillas viables y plantulas normales por GE y EA, respectivamente).
MF: Madurez Fisiol6gica y MC: Madurez Comercial.

Al expresar los valores de CF en funcién de la HS, las tres variables
caracterizadas presentaron el mismo patron para los cuatro tratamientos
analizados. En general, pudieron observarse dos periodos bien definidos en
funcion de la HS. El primero que va desde la MF (50-55 %) hasta cercana la MC
(14-15 %) y el segundo desde valores proximos a la MC hasta la fecha de la
cosecha efectiva (CO). Independientemente de las condiciones ambientales a las
gue estuvieron expuestos cada uno de los tratamientos evaluados, desde MF y
hasta cerca la MC, los valores de CF se mantuvieron elevados, excepto para el
ensayo de vigor por envejecimiento acelerado en la FS1, donde ambas variedades
mostraron una caida abrupta con HS de 30-35 % (Figura 6C). Este
comportamiento podria explicarse, al menos para la variedad 6126, teniendo en
cuenta el 29 % de dafio por chinches registrado para esta variedad a los 30 DDMF
(Tabla 5), cuando su HS era del 30 % (Figura 5). Lo novedoso de estos resultados
es gque hasta el momento en investigaciones previas se habia postulado por un
lado, que las semillas alcanzan la maxima CF en MF, y que a partir de ese
momento tanto la viabilidad como el vigor caen abruptamente (Harrington, 1972;
Krzyzanowski et al., 2008), y por otro, que la capacidad de germinacion y la
longevidad de las semillas de soja se incrementa cerca de la MC (cuando el
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contenido de humedad disminuye en forma natural a 14-15 %) (Ellis et al., 1987;
Zanakis et al. 1993 y 1994).

En este contexto, es importante tener presente que las fases principales en
el desarrollo seminal de semillas ortodoxas comprenden: 1) La histodiferenciacion
(morfogénesis, formacion de los tejidos seminales), 2) La acumulacion de reservas
(sintesis de almiddn, proteinas, lipidos, etc.) y 3) La desecacién (pérdida de agua
y preparacion para el periodo de quiescencia previo a la germinacion). Por lo
tanto, el proceso de deshidratacion gradual que ocurre entre MF y MC es parte
integral del desarrollo de la semilla, y durante el mismo ocurren importantes
procesos fisiolégicos que incluyen, entre otros, la expresion de un gran nimero de
genes que controlan programas metabdlicos que ocurren durante esta fase del
desarrollo seminal y preparan a la semilla para la posterior germinacion
(Angelovici et al., 2010). Es por ello que no deberia sorprender que la CF de las
semillas se mantenga elevada hasta la MC.

Esto nos lleva a distinguir lo que ocurre entre MF y MC de lo que ocurre
entre la MC y la CO. Es decir, mientras las semillas se encuentren perdiendo
naturalmente humedad, en la ultima fase de su desarrollo (i.e. entre MF y MC), la
tolerancia a las adversidades climaticas (i.e. T y HR) seria mas alta. En cambio, si
las semillas luego de alcanzada la MC se vuelven a hidratar, los valores de CF se
verian seriamente afectados. Para representar en forma gréfica lo mencionado
anteriormente se caracteriz6 el porcentaje de caida en el atributo PgGE en funcién
del contenido de humedad que presentaban las semillas previo a que se diera el
periodo de condiciones ambientales desfavorables (para nuestro estudio alta HR,
altas precipitaciones y bajo DPV). En el mismo se puede observar que, para HS
de entre aproximadamente 15 y 55 %, cuanto mayor es la HS, menor es la caida
en los valores de PgGE y por lo tanto, mayor es la resistencia al deterioro de la CF
por factores ambientales. Por el contrario, cuando la HS se acerca al valor de MC,
la caida en el PgGE aumenta significativamente indicando una baja resistencia al
deterioro por weathering.
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Figura 7. Evolucion de la caida en el poder germinativo (% disminuciéon de plantulas
normales), evaluado a través de la prueba de Germinacion Estandar (GE), en funcién de
la Humedad de la Semilla (HS) de cada genotipo previo al periodo de condiciones
ambientales desfavorables (28/04 al 10/05). Para la fecha de siembra 1 (FS1), como la
caida en los valores de PgGE se dio a los 60 DDMF para ambos genotipos, el % se
calculé como la diferencia de PgGE en ese momento y cuando la semilla alcanzé la MC.
En cambio para la fecha de siembra (FS2), el % se calculé como la diferencia de PgGE a
los 45 DDMF (momento de caida en los valores de PgGE) y a la MC. Los circulos
corresponden al genotipo 5009 (semillas grandes, azul) y los cuadrados al genotipo 6126
(semillas pequefas, rojo), sembrados en las FS1 (simbolos llenos) y FS2 (simbolos
vacios).

A partir de estos resultados y teniendo en cuenta que el objetivo de los
semilleros y/o de los productores es obtener semillas con alta CF, seria
interesante caracterizar la HS a partir de la MF y hasta la cosecha efectiva con el
objeto de predecir como podrian impactar las condiciones ambientales adversas
durante dicho periodo sobre la CF de las semillas.

En relacién al efecto del tamafio de la semilla sobre la CF, la Figura 7
permiti6 ademas diferenciar claramente a las dos variedades utilizadas. En dicha
figura se puede observar que para una misma fecha de siembra, el genotipo de
semilla grande (5009) mostré un mayor deterioro del PGGE en comparacion con el
de semilla pequefa (6126). Es mas, en el caso del genotipo 6126 en la FS2, la CF
se mantuvo alta por un periodo de mas de 100 dias luego de MF (Figuras 1, 2A,
2B, 3B y 3C). Por lo tanto, para este estudio, se observé una mayor resistencia al
deterioro de la CF de la variedad de semillas pequefias (6126) respecto de la
variedad de semillas grandes (5009). Estos resultados concuerdan con los de
Dassou y Kueneman (1984), quienes observaron que genotipos de semillas
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grandes fueron en general mas susceptibles al deterioro por “weathering” en
relacion a los de semillas pequefias.

Actualmente existe variabilidad genética relacionada con la resistencia al
deterioro de la CF de las semillas por “weathering” (Paschal and Ellis, 1978;
Santos et al., 1996; Diniz et al., 2013). En muchos casos esta variabilidad ha
estado relacionada con la dureza del tegumento, mostrando las semillas de mayor
dureza de tegumento una mayor resistencia al deterioro (Potts et al., 1978). Por su
parte, Ali et al. (2018), relacionaron el tamafio de la semilla con las caracteristicas
del tegumento y sus efectos sobre la CF. Los autores encontraron que las semillas
pequefias presentaban una mayor dureza del tegumento, lo que les generaba una
mayor resistencia al deterioro por “weathering”.

En relacién al tegumento que recubre las semillas de soja, se ha observado
que la resistencia al deterioro estd dada por la capa externa del tegumento
(epidermis), y esta resistencia estaria asociada a una menor permeabilidad de la
misma y mayor resistencia al dafio mecanico. A su vez, la mayor dureza de la
epidermis estaria relacionada con un mayor contenido de lignina (Alvarez, P.J.C.
et al., 1997). Ademas del contenido de lignina, otro de los factores que pueden
generar diferencias a nivel de tegumento son una serie de aberturas naturales
(poros), que segun la cantidad de los mismos (porosidad) varia la permeabilidad
de dicho tegumento. Se han observado tegumentos totalmente impermeables en
los cuales no se encontraron “poros”. Estas aberturas serian la principal puerta de
absorcién de agua y de entrada de patdgenos en la semilla. Por ultimo, se ha
encontrado una sustancia tipo cerosa que se deposita sobre el tegumento de la
semilla, que proviene de un exudado del endocarpio de la vaina, que taparia
temporalmente a los poros y actuaria como un retardador de la absorcion de agua,
que luego de cierto tiempo se desprende del tegumento permitiendo el paso del
agua por esas aberturas (Casini y Andrews, 1992).

Si bien en este estudio no se evalud ninguna caracteristica relacionada con
el tegumento, es posible que hayan existido diferencias a nivel del mismo entre las
semillas pequefas y grandes, que pueden haber sido la causa del distinto grado
de deterioro observado entre los dos genotipos evaluados. Al respecto, seria
interesante incluir en una proxima evaluacién a estos caracteres. Ademas, seria
importante ampliar el rango de materiales caracterizados para determinar la
efectividad que presentan las variables mencionadas para diferenciar variedades
en funcion a la resistencia al deterioro por condiciones ambientales desfavorables.

La caracteristica de resistencia al deterioro de la semilla de soja ha sido
largamente estudiada y se ha llegado a la conclusién de que es una de las
herramientas mas efectivas para disminuir la incidencia de los factores adversos
(bidticos y abidticos) que afectan su calidad (Potts; H.C., et al, 1978). Sin
embargo, el mejoramiento del cultivo ha sido mayormente dirigido a mejorar el
comportamiento del mismo para obtener mayores rendimientos, logrado a partir de
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un mejor comportamiento fisiolégico de la planta y wuna mayor
resistencia/tolerancia a los factores de estrés bibtico y abibtico, descuidando el
aspecto de mejorar la calidad de las semillas en cuanto a la resistencia al deterioro
(Casini et al., 1997). Los resultados presentados en este trabajo demuestran la
importancia de caracterizar el comportamiento de los materiales comerciales
frente al deterioro de las semillas por “weathering”. Contar con esta informacién
facilitara la posterior toma de decisiones relacionadas con el manejo del cultivo
con el fin de obtener semillas con la maxima CF posible.
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4. CONCLUSIONES

A patrtir de los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que:

e El grado de deterioro que presentaron las semillas por condiciones
ambientales adversas durante el periodo de MF-cosecha, estuvo afectado por
el estadio fenoldgico en que se encontraba el cultivo y el contenido de HS. Se
demostré que si en el momento en el que se producen dichas condiciones, el
cultivo se encuentra en MF o con niveles de HS superiores a los de cosecha,
la resistencia al deterioro del mismo es mayor, permitiendo conservar valores
de CF elevados durante un periodo de tiempo mas prolongado.

e Las variables fecha de siembra y/o cosecha no permitieron predecir con
exactitud el momento en que se produce el deterioro de la CF semillas. Es por
ello que postulamos a la HS como variable predictora del impacto que podrian
tener las condiciones ambientales sobre la CF de las semillas durante los
periodos MF-MC y MC-cosecha efectiva.

e En relacion al tamafio de la semilla, si bien la caracterizacion de esta
variable se realiz6 solo sobre dos genotipos, se observé una mayor resistencia
al deterioro de la CF de la variedad con semillas pequeias (6126) comparada
con la variedad de semillas grandes (5009) en las dos FS. Este resultado
plantea la necesidad de caracterizar a los materiales disponibles para su
comercializacién en funcién a la resistencia al deterioro, constituyéndose asi
en una herramienta efectiva para disminuir la incidencia de los factores
adversos (climaticos y mecanicos) sobre la CF de las semillas.

e Los niveles de CF se mantuvieron elevados y practicamente sin cambios
durante el periodo de MF-MC. Estos resultados sugieren la necesidad de
revisar el concepto de que las semillas en el campo alcanzan la maxima CF en
MF, y que a partir de ese momento tanto la viabilidad como el vigor caen
abruptamente.
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