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PRESENTACION

La evaluacion de la calidad fisioldgica de la semilla de soja ha
sido un gran desafio para os estudiosos de esta area, debido a la
influencia de los diversos factores que pueden afectar su calidad, en
las diferentes fases de su produccion. El test de tetrazolio, por brindar
un examen detallado de las estructuras esenciales de la semilla, ha
contribuido para identificar estos factores, sefialando los mas
importantes, responsables por la reduccién de esa calidad.

La Embrapa, mediante los trabajos de investigacion desarrollados
por el Area de Semillas del Centro Nacional de Investigaciones en
Soja, ha contribuido para perfeccionar la metodologia del test de
tetrazolio. Una de las principales preocupaciones de esta drea es la
de proporcionar a la industria y los programas de investigacion un test
eficaz que brinde informaciones confiables en la evaluacién de la
calidad de las semillas de soja.

Esta publicacion ha sido editada con Ia finalidad de compatrtir la
utilizacion de estos conocimientos con toda la comunidad de
profesionales que trabajan con semillas.

PAULO ROBERTO GALERAN/

Jefe de Investigacion y Desarrollo
Embrapa Soja



SUMARIO

1 INTRODUCCION ........coeeeucnceurncnencncnnnaeannens 7
2 HISTORIA ....... 9
3 PRINCIPIOS DEL TEST - .12
4 MATERIAL NECESARIO.......ccccceevmeeeecnaneee 13
5 INTERPRETACION ........ccucimiucrrninnsncncncncscnsacssaionescsesnsssssssassssnsasanse 16
5.1. Diagnéstico de las Causas del Deterioro de la Semilla de Soja................ 20
5.2. Identificacion de los Niveles de Viabilidad :::wuwaamnsmsimmmsassassnss 25
CLASE 1 (vigor muy €levado) .......occeeveeievieriereiesieeeeseeesee e sae e 35
CLASE 2 (QltO VIZOT) 1eevvieeiieeiieiiieeiieeiireeieesteeesieeeaeesiaesaeesssesssaesaeensnsennns 36
CLASE 3 (vigor MEAI0) scusieisvsmmennenssissimsssnsssssmasssisn osmsnsssvssssssssspsmmsasis 40
CILASE 4 (V1200 DAJO), siuiiivsinsons e vecssario sss isssisniasemmmnnaness iodtnsshs ibassanesniieitosiniss 45
CLASE 5 (VigOr MUy Dajo) c..c.eevereeriirieniiriesieriesiesiesiesteste e svesie e 49
CLASE 6 (N0 VIADIE) ..ecvvieviiiiiieeiieirie et sve e sneeerne e 51
CLASE 7 (10 MIaDle)ssusssmmamssoerbosmmmimimsns s saiss sy s s namia v 51
CLASE 8 (semilla MUETta) .......cccccevveirrercreenrenieeereeesnesreessreessseesssesssseesnes 55

5.3. Utilizacién de la Ficha e Interpretacion de los Resultados ..........c.c......... 55
5.3.1. Interpretacion de los Resultados ..........ccecevvevenienienicincnienicicniinneas 58

6 PRECISION DE LOS RESULTADOS...........cceeveeennens " .60
7 VENTAJAS Y LIMITACIONES DEL TEST ................ - ..61
8 CUANDO APLICAR EL TEST DE TETRAZOLIO .......cccceeurereneeeneeceneneenenee 62
9. REEERENCIAS :..:ucscsivsisvimmismssssissssssssssssssssssssmusssusnsessnisssnssssssusasessns 63

APENDICE . c.uussmsasssssvsncsssnsssussonsssnmss st ivsssis ssssssssssmesss smas iasse s s nses 68



EL TEST DE TETRAZOLIO EN
SEMILLAS DE SOJA

Jose de Barros Franga Neto'
Francisco Carlos Krzyzanowski'
Nilton Pereira da Costa'

INTRODUCCION

La produccién y utilizacién de semillas de soja [Glycine max (L.) Merrill]
de alta calidad son factores basicos de mayor importancia para el éxito de su
produccioén. Para que se alcancen los niveles adecuados de calidad, el sistema
de control de calidad en el sistema de produccién de semillas de soja debe ser
agil, versatil y confiable, proporcionando resultados precisos de manera rapida.
Algunas determinaciones, como pureza fisica y varietal, contenido de humedad
e indice de dafios mecdnicos pueden ser realizadas en algunos minutos,
cumpliendo, parcialmente, las exigencias de calidad.

La demora en la obtencién de resultados basados en la determinacién
del poder germinativo resulta en seria limitacién durante el proceso-de decisién
en el sistema de produccién de semillas. Ademds de la demora en la ejecucion,
este andlisis no proporciona informaciones sobre vigor, y no permite la
identificacién precisa de los factores que afectan la calidad de las semillas.
Sus resultados son frecuentemente enmascarados por la presencia de dafios
por imbibicién rapida (Franga Neto et al., 1997) y por la presencia de hongos
como Phomopsis sp. y Fusarium semitectum (Henning y Franca Neto, 1980;
Franga Neto y West, 1989a,1989b). Estas limitaciones pueden resultar en serios
perjuicios para los productores de semillas o pueden afectar negativamente las

! Ingeniero Agrénomo, Ph.D., Investigador de la Embrapa Soja; Caixa Postal 231; 86001-
970 Londrina, PR, Brasil. E-mail: franca@cnpso.embrapa.br .



decisiones relacionadas con: la cosecha, el procesamiento, el almacenaje y la
comercializacién.

Entre los diversos métodos de control de calidad de semillas adoptados
en Brasil, el test de tetrazolio se ha destacado, principalmente en el cultivo de
la soja, por su rapidez, precisién y por el gran nimero de informaciones
obtenidas mediante el mismo. Este andlisis, ademads de evaluar la viabilidad y
el vigor de los lotes de semillas, proporciona el diagnéstico de los problemas
méas comunes responsables por la reduccién de calidad, tales como dafios
mecdnicos, deterioro por humedad y dafios de chinches. Sin embargo, ademas
de éstos, los dafios de secado, de “stress” hidrico y los de heladas pueden
también ser visualizados por este test. Este método de diagndstico ha presentado
elevados indices de adopcién en Brasil, porque ademads de sefialar los problemas
de reduccién de calidad de la semilla, puede identificar los puntos de origen
de esos problemas, permitiendo que se adopten medidas correctivas, dando
como resultado la produccién de semillas de alta calidad.

En el caso de la soja, debido a la publicacién de las primeras versiones
de este manual (Franga Neto et al., 1985; Franca Neto et al., 1988), y también
a los diversos entrenamientos ofrecidos por profesionales de la Empresa
Brasilera de Investigacién Agropecuaria, Embrapa Soja y de otras instituciones,
estamos seguros de que el método es utilizado en todos los laboratorios de
andlisis de semillas brasilefios que trabajan con esta especie. En consecuencia,
actualmente, se puede mencionar que Brasil es el lider mundial en la utilizacién
del test de tetrazolio, en forma rutinaria. Algunos datos ilustran la importancia
de este liderazgo: para la siembra de 12,5 millones de hectareas, previstos para
la campaiia 1997/98, fueron necesarias aproximadamente un millén de toneladas
de semillas de soja, lo que significa 20 millones de bolsas de 50 kg, esto
representa aproximadamente 100.000 lotes. Si en promedio se analiza el 80%
de éstos lotes, por lo menos dos veces por el test de tetrazolio, durante el
proceso de control de calidad, esto resultard en 160.000 andlisis realizados en
1997, s6lamente para el cultivo de la soja.

El uso del test de tetrazolio en Brasil repercute no sélo en relacién a los
aspectos cuantitativos, conforme ilustran los nimeros presentandos
anteriormente, sino también y principalmente, en los cualitativos. Su realizacién
en conjunto con otros métodos, ha propiciado la comercializacién de lotes de

semilla que efectivamente presentan elevados patrones de calidad. Esto ha
resultado en un sistema de control de calidad de alta confiabilidad, significando
mayores beneficios para los productores de semillas, debido a la produccién
de semillas de alta calidad a menor costo. En consecuencia, segtin informaciones
recibidas de diversos productores de semillas, los indices de reposicién de
semillas y de resiembra han sido casi nulos.

HISTORIA

“El éxito del desarrollo del test de tetrazolio es resultado de la conquista
de varias etapas en la historia de la investigacién en tecnologia de semillas y de
la obtencién de nuevos conocimientos sobre la vida de la semilla.” (Moore,
1985, p. 2). Revisiones mds detalladas sobre la historia del test de tetrazolio
han sido publicadas por Cottrell (1948), Delouche er al. (1962), Gadd (1950),
Isely (1952), Lakon (1953), Lindenbein (1965) y Moore (1962b, 1966, 1969,
1976). Una sintesis de los principales hechos que contribuyeron para su
desarrollo se detallan a continuacién.

El desarrollo de métodos de andlisis rdpidos, con el propdsito de
determinar la calidad fisiolégica de las semillas, ha sido uno de los principales
objetivos de los tecnélogos de semillas durante varios afios, principalmente a
partir del final del siglo pasado, cuando el sistema de produccién de semilla
comenzd ha ser organizado en diversos paises de Europa.

Con el objetivo de realizar una evaluacién rdpida de la viabilidad de las
semillas diversos métodos de andlisis, basados en la observacién de la
coloracidn, en el aspecto, en el peso volumétrico y en la velocidad de imbibicién
de la semilla fueron utilizados inicialmente, no obstante, sin ninguna precision.
A inicios de la década de 1920, la determinacién de la actividad de ciertas
enzimas, como peroxidasas, catalasas, oxidasas, reductasas y fenolasas,
recibieron especial atencién, sin embargo, la falta de éxito de tales métodos se
debi6 al hecho de que la actividad enzimdtica no se determinaba en formg
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individualizada. En esa misma época, diversos colorantes, tales como o carmin
indigo, azul de metileno, rojo neutro y verde de malaquita, fueron ensayados.
La falta de precisi6n result6 en el fracaso de la adopcién de tales métodos.

Como fue mencionado por Moore (1969), las primeras tentativas con
éxito en la evaluacién de la viabilidad de las semillas con bio-colorantes fueron
realizadas por Turina, en Yugoslavia, en 1922, y por Neljubow, en Rusia, en
1925. Turina trabajé con la reduccién de sales de teldrio y de selenio en las
c€lulas de las semillas y Neljubow mencion algunos casos exitosos con la
utilizacién del carmin fndigo.

A inicio de los afios 30, Hasegawa, en Japén, trabajando con semillas
arbéreas, perfecciond la aplicacién de las sales de teldrio y de selenio para la
coloracién de embriones de semillas. Gran parte de sus trabajos fueron
publicados en japonés, tornando sus avanzes inaccesibles para la comunidad
cientifica. Algunos de sus estudios fueron ampliamente divulgados después de
la publicacién de algunos de sus resultados en inglés (Hasegawa, 1935) y
alemdn, después de una reunién de la ISTA (Associacién Internacional de
Andlisis de Semillas) en Europa. Durante este viaje, Hasegawa revel6 al
cientifico aleman F.E. Eidmann, algunos detalles de su metodologia de analisis
que, a su vez, mejoré el método del selenio (Moore, 1969).

El griego, Georg Lakon, trabajando en Hohenhein, Alemania, desde inicio
de la década del 20 se dedicaba, con gran interés, a realizar trabajos en el drea
de fisiologfa de semillas. El perfeccioné el método del selenio, desarrollado
por Hasegawa y Eidmann, culminando con el desarrollo del método topografico
del selenio para la determinacién de la viabilidad de semillas (Lakon, 1940).
Cuando tomé conocimientos de los efectos téxicos del selenio para los analistas
de semillas, Lakon buscé una sal similar, pero.no téxica, que podria ser utilizada
con la misma finalidad. Segiin Cottrell (1948) y Isely (1952), los trabajos de
Kiihn e Jerchel (1941), indicaban que diversos compuestos de tetrazolio podrian
reducirse en los tejidos vivos. Con esta orientacién Lakon ensay¢ varias formas
de estas sales y concluyé que el 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio era el mas
apropiado para el ensayo topografico. Lakon desarrollé métodos para semillas
de varias especies de cereales y también para maiz.

Moore (1976), menciond la existencia y los méritos del test de tetrazolio,
que se realizé por primera vez en los Estados Unidos en 1945, mediante
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investigaciones realizadas por el ejército norteamericano, después de la IT Guerra
Mundial, sobre actividades que habfan permanecido veladas por el régimen,
en Alemania, hasta entonces. El primer trabajo realizado con el test en los
Estados Unidos fue publicado por Porter et al. (1947), de 1a Universidad Estatal
de Iowa. Otros estudios pioneros, realizados en ese mismo pafs, segiin Moore
(1976), fueron publicados por Flemion y Poole, del Instituto Boyce Thompson
de Nueva York; por Goodsell, de 1a compaiifa de semillas de maiz Pioneer, de
Johnston, Towa; y por Bennett, de la Universidad Estatal de Iowa.

Avances significativos sobre el test ocurrieron en los afios 50. Varios
investigadores alcanzaron resultados basicos importantes. Entre éstos, se
destacan Isely, Bass, Smith y Throneberry, de la Universidad Estatal de Iowa,
y Parker, de la Universidad de Idaho.

En la década del 60, progresos significativos relativos a la aplicacién
prética del test, fueron obtenidas por Delouche, Still, Raspet y Leinhard, de la
Universidad Estatal de Misisipi, los que publicaron el primer manual sobre el
método. Este manual abordaba la metodologfa para un gran nimero de especies
(Delouche et al., 1962). Jensen, Pierpoint, Hayes y Grabe, del Laboratério de
Semillas de la Universidad Estatal de Oregon y Copeland, Bruce y Midyette,
de Virginia, también contribuyeron para mejorar el test.

En 1970, debe ser destacado otro marco importante. La utilizacién del
test fue aceptada por la AOSA (Associacién Oficial de los Analistas de
Semillas), a través de la publicacién del Manual del Test de Tetrazolio (Grabe,
1970). En 1983, la AOSA publicé el Manual de Ensayos de Vigor (AO?A,
1983), que abordaba la metodologia del ensayo para soja, algod6n, maiz y
trigo.

Un reconocimiento especial debe ser dado al Dr. Robert P. Moore del
Laboratorio de Semillas de la Universidad Estatal de Carolina del Norte. Entre
1943 y 1987, Moore publicé 230 trabajos sobre el método y edito el Manp’al
del Test de Tetrazolio (Moore, 1985), publicado por la ISTA. Tal pubhcac'lon
contiene detalles sobre los métodos utlizados en el test para mds de 650 especies.

El test de tetrazolio fue también adoptado con éxito en diversos paises.
En Brasil, el método fue introducido por diversos profesionales, que rec1Pleron
entrenamientos en la Universidad Estatal de Misisipi. El método fue mejor‘ado
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para la soja por los investigadores del Centro Nacional de Investigaciones en
Soja de la Embrapa, que publicaron tres manuales especificos para soja (Franca
Neto, 1981; Franga Neto et al., 1985; Franga Neto ez al., 1988). Hoy, el ensayo
es rutinario en todos los laboratorios de andlisis de semillas que trabajan con
soja, en Brasil.

PRINCIPIOS DEL TEST

El test de tetrazolio se basa en la actividad de las enzimas deshidrogenasas
(AOSA, 1983; Bulat, 1961; Copeland et al, 1959; Moore, 1973 Smith, 1952:
Smith y Throneberry, 1951) las cuales catalizan las reacciones respiratorias en
las mitocondrias, durante la glicélisis y el ciclo de Krebs. Estas enzimas,
particularmente las deshidrogenasas del dcido madlico, reducen la sal de tetrazolio
(2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio o TCT) en los tejidos vivos. Cuando la
semilla de la soja es inmersa en la solucién incolora de tetrazolio, esta se
difunde a través de los tejidos, produciendose en las células vivas la reaccién
de reduccién que da como resultado la formacién de un compuesto rojo, estable
y que no se difunde, conocido por trifenilformazan:

Sal de tetrazélio + H* desidrogenases R Trifenilformazan
¢incolor *rojo
¢se difunde *no se difunde

Cuando el TCT se reduce, formando el trifenilformazan, indica que existe
actividad respiratoria en las mitocondrias, esto significa que hay viabilidad
celular y del tejido. El color resultante de la reaccién es un indicador positivo
de la viabilidad a través de la deteccién de la respiracién a nivel celular. Tejidos
no viables no reaccionan y consecuentemente no se tifien.

Cuando el tejido es vigoroso, se formard el color rojo carmin claro; si el
tejido estd en proceso de deterioro, un rojo mas intenso seré formado, en virtud
de la mayor intensidad de difusién de la solucién de tetrazolio por las membranas
celulares conprometidas de tales tejidos. Si el mismo no es viable, la reduccién
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de la sal no ocurrird, y el tejido muerto contrastard, blanco (no tefiido) con el
tejido tefiido, viable. La observacién de tales diferencias de color, juntamente
con el conocimento de diversas caracteristicas de las semillas, permiten la
determinacion de la presencia, localizacién y naturaleza de los distirbios que
pueden ocurrir en los tejidos embrionarios (Moore, 1973).

MATERIAL NECESARIO

Para aplicar este método es necesario el siguiente material:

a) reactivos:
¢+ sal de tetrazolio: 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio, normalmente
comercializado en frascos con 10 g;
b) material de vidrio:
+ cajas de Petri;
+ vasos de precipitacién o vasos de pldstico, volumen de 50 ml;
+ frasco de vidrio, color &mbar, para almacenar la solucidn de tetrazolio (se
reduce con la luz).

Importante: no utilizar frascos metdlicos, porque puede haber reduccién

de la solucién de tetrazolio, en formacién, cuando entra en contacto con ciertos

metales, segin Bulat (1961).

¢) hoja de afeitar; . .

d) estufa o germinador, con temperatura entre 35 C y 40 C;

e) lupa de seis aumentos (6X) con iluminacién fluorescente, preferentemente
circular;

f) heladera para almacenar las muestras;

g) papel de germinacion.
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Preparacion de la solucion

Es recomendable utilizar la solucién con una concentracién de 0,075%.
Esto permite la coloracién adecuada de las semillas, es mas econémico y hace
posible visualizar con precisién los dafios mecdnicos recientes, causados por
abrasion, los que normalmente no serian detectados con el uso de soluciones
mads concentradas (0,5 a 1,0%), como se sugiere en la literatura internacional
(AOSA, 1983; Delouche er al., 1962; Grabe, 1970; Moore, 1985). Ademds, la
utilizacién de esta solucién menos concentrada es mds econémica: con un
frasco de 10 g de sal se puede ensayar la viabilidad de hasta 200 lotes de
semillas, utilizando la solucién al 0,075%: solamente 15 muestras podrian ser
analizadas con 10 g de sal, en el caso que la solucién utilizada tuviera la
concentracion de 1,0%.

Inicialmente, se prepara la solucién de reserva a 1,0%, mezclando 10,0
g de la sal de tetrazolio en 1,0 litro de agua destilada. Esta solucién debe ser
almacenada en un pote de vidrio de color 4mbar, en lugar oscuro y fresco,
preferiblemente en heladera.

Cuando sea necesario, se prepara la solucién de trabajo a 0,075%, que
también debe ser almacenada con los mismos cuidados que la solucién de
reserva:

1,0 litro de solucién a 0,075% = 75 ml solucién de reserva (1,0%) + 925
ml de H,O.

El agua utilizada en la preparacion de la solucién de trabajo puede ser
destilada o de la red de abastecimento, mientras tenga su pH entre 6 y 7, 0 no
sea salobre.

Preparacion de las Semillas

% Muestreo / Nimero de Semillas

La muestra de trabajo debe ser representativa del lote y colectada de
acuerdo a lo establecido por las Reglas para Anilisis de Semillas (RAS).

Para el ensayo de germinacién standard (en arena o rollo de papel) las
RAS recomiendan la utilizacién de 400 semillas por muestra, (8 repeticiones
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con 50 semillas cada una). Para el test de tetrazolio se sugiere la utilizacidn de
100 semillas (2 sub-muestras con 50 semillas cada una), segiin lo sugerido por
la AOSA (1983), Moore (1973) y Franca Neto et al. (1985; 1988). La necesidad
de un menor nimero de semillas para el test de tetrazolio se debe a las
condiciones homogéneas a las que son sometidas todas las semillas durante su
preparacion, lo que normalmente no ocurre durante la ejecucién del test standard
de germinacién. Los resultados de este tltimo test pueden ser afectados por
diversos factores como: variaciones de humedad y temperatura cominmente
encontrados en los germinadores, diferencias de pH, de textura del papel,
variaciones en la cantidad de agua adicionada al substrato y a la presencia de
hongos. como Phomopsis spp. y Fusarium semitectum.

+»» Acondicionamiento

Las semillas deben ser embaladas en papel de germinacién humedecido
y mantenidas en estas condiciones por un periodo de 16 horas, a 25°C. Para
evitar la pérdida de humedad, los embalajes deben permanecer en cdmaras
himedas, o en bolsas pldsticas, en germinador o en desecador, con agua en
lugar de silica gel.

El tegumento oscuro de las semillas de soja, generalmente, no permite
la difusién de la solucién de tetrazolio. Por lo tanto, debe ser retirado de la
semillas antes del proceso de tincidn.

En el caso de que sea necesari. mayor rapidez, puede ser utilizado el
método alternativo, sugerido por Costa er al. (1998), realizdndose
acondicionamiento por 6 horas a 41°C, lo que representa ganancia de 10 horas
en la preparacién de las semillas, sin pérdida de precisién de los resultados.

%+ Coloracion

Después del acondicionamento previo, las semillas deben ser colocadas,
totalmente inmersas en la solucién de tetrazolio (0,075%), en vasos de
precipitacién o vasos de pldstico. Las semillas deben permanecer entre 35°C y
4(°C por aproximadamente 150 a 180 minutos. Esta temperatura puede ser
obtenida utilizdndose una estufa o germinador. Es necesario resaltar que esta
operacién debe ser realizada en la oscuridad, debido a que la solucién de
tetrazolio es sensible a la luz (Lakon, 1949). .
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» Lavado de u
+» Lavado de la muestra

Una vez que se alcanzd la coloracién ideal, las semillas deben ser retiradas
del ambiente a 35°C - 40°C, y a continuacién son lavadas con agua comtin,
deben ser mantenidas sumergidas en agua hasta el momento de la evaluacion.
En el caso de que las muestras no sean analizadas de inmediato, deben ser
mantenidas en heladera, hasta 12 horas.

INTERPRETACION

Apesar de que no se utilizan instrumentos o reactivos caros, el método
requiere que el analista de semillas tenga entrenamiento en la técnica. El analista
deberd tener concimientos bdsicos de las estructuras anatomicas de la semilla.
Experiencia, intuicién y juicio critico son también necesarios para que pueda
visualizar las diferentes formas de anormalidades de las plantulas, que son
revelados por el test del tetrazolio. La precisién del test depende del
conocimiento de todas las técnicas y procedimientos involucrados en el test.

Segun Moore (1985), existen tres objetivos basicos en la evaluacién de
las semillas: a) determinar el potencial de germinacién de un lote de semillas
en las condiciones mas ideales posibles; b) clasificar las semillas en diferentes
clases de viabilidad; y c¢) diagnosticar las posibles causas que provocaron la
pérdida de viabilidad de las semillas. Los dos primeros objetivos pueden ser
alcanzados por la interpretacién de cuatro caracteristicas basicas después de la
coloracién: condicién, color de los tejidos, localizacién y el tamafio de las
lesiones. La habilidad del analista de semillas en reconocer los sintomas tipicos
de los diferentes tipos de dafios que pueden ocurrir en las semillas es imperativo
para la obtencién del diagnéstico correcto de las causas de pérdida de viabilidad.

Para que la interpretacién sea menos tediosa, se sugiere que sea efectuada
bajo lupa de seis aumentos (6 X), con iluminacién fluorescente. Las semillas
deben ser analizadas una a una, seccioniandolas longitudinalmente a través del
centro del eje embrionario (Fig. 1), con el auxilio de una hoja de afeitar. En el
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Eje embrionario

Hilo

FIG. 1. Ilustracion del corte de la semilla de soja, a través de la parte central del eje
embrionario y del hilo.

caso de que el corte no sea bien centralizado, la evaluacién de la condicion del
eje embrionario debe ser realizada en la mitad que contenga la mayor parte del
eje, exponiéndose su cilindro central, después de los cortes adicionales.

Después de seccionadas las semillas, las dos mitades de las semillas son
separadas, siendo el tegumento removido para que la superficie externa de los
cotiledones sea expuesta. El analista debe observar la superficie externa e interna
de los cotiledones, determinando todas las formas de dafios.

Cuidados especiales se deben tomar durante la evaluacién del eje radicula-
hipocétilo, que es compuesto por dos tipos de tejidos: el cértex y el cilindro
central (Fig. 2). El cilindro central es la estructura mas critica del eje radicula-
hipocétilo. Generalmente, cuando ocurre algin dafio en ese eje, pero no es lo
suficientemente profundo para dafar el cilindro central, la semilla puede,
entonces, ser considerada viable. En el caso que el dafio alcance el cilindro
central, la semilla serd considerada no viable (Fig. 3).

.
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Eje embrionario

Contpx Pldmula

Cilindro central

Hipocétilo —

Radicula

Pit
Cotiledén
FIG. 2. Corte longitudinal de una semilla de soja, mostrando sus estructuras
embrionarias.
VIABLE NO-VIABLE
Dario )
mecanico Deterioro

por humedad\

e

Tejido deteriorado
efectando el
cilindro central

FIG. 3. Corte longitudinal de dos semillas de soja, mostrando dafios en el eje
radicula-hipocétilo.
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Ademds del cilindro central, otra regién critica en la semilla de soja, que
debe ser observada con mucha atencién es la region vascular (Figs. 3y 4). A
través de esta regidén pasan los vasos que conectan el eje embrionario a los
cotiledones, siendo, por lo tanto, de suma importancia para el transporte de
materiales de reserva de los cotiledones a la pldntula en desarrollo, en las fases
iniciales de germinacién y emergencia. En el caso que tal region sea afectada
por algin dafio, el vigor y/o la viabilidad de la semilla estardn comprometidos.

Otro factor que debe ser observado es la diferenciacidn de colores de los
tejidos:

FIG. 4. Detalle de la region vascular y de la plimula en semillas de soja vigorosas. Note
la region meristematica y la diferenciacion del cortex y del cilindro central del
hipocétilo. (Foto: J. B. Franca Neto).

4
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+ rojo carmin: tejido vivo y vigoroso
+ rojo carmin fuerte: tejido deteriordndose
+ blanco lechoso: tejido muerto

De acuerdo con Moore (1985), tejidos vigorosos tienden a adquirir la
coloracién gradual e uniformemente (Figs. 5 y 6) y cuando embebidos, se
presentan turgentes. La presencia de rojo intenso es caracteristica de tejidos en
deterioro, que permiten mayor difusién de la solucién de tetrazolio a través de
sus membranas celulares ya comprometidas. Cuando expuestos al aire, tales
tejidos pierden la turgencia mas rapidamente que los tejidos vigorosos. El blanco
identifica tejidos muertos, que no presentan actividad enzimadtica necesaria
para la produccién de formazan. Tejidos muertos normalmente son flacidos y
presentan coloracién bianco-opaco, pero pueden ser amarillentos, cenizas o
verdosos, principalmente cuando han sufrido dafios causados por chinches. En
raras oportunidades, tejidos muertos pueden presentar manchas rojizas, causadas
por la actividad de ciertos hongos o bacterias. Entretanto, tales tejidos son
facilmente diferenciados de los tejidos viables, porque son flacidos y friables.

Se debe enfatizar que después del seccionamiento de las semillas, las
superficies internas de los cotiledones son normalmente decoloridas (blancas),
debido a la falta de difusion de la solucién de tetrazolio hacia las camadas mas
profundas (Fig. 6). Moore (1985) caracteriza los tejidos viables, que no
adquieren color, como normalmente turgentes, brillantes, presentando
tonalidades blanco-rosadas o blanco-amarillentas.

La posicién y la extensién de los dafios que ocurren en las semillas son
caracterfsticas de importancia crucial para la correcta evaluacion de las mismas
y deben ser consideradas en combinacién. Por ejemplo, una pequeiia lesién
causada por chinches, que afecta el hipocétilo, alcanzando el cilindro central,
resultard en consecuencias mds serias que una lesién de gran extension,
localizada en la mitad inferior de un cotiledén, lejos del eje embrionario.

5.1. Diagnostico de las Causas del Deterioro de Ia
Semilla de Soja

Varios factores afectan la calidad de la semilla de soja, los principales,
segin Moore (1960, 1962a, 1973) y Franca Neto (1984) son: dafios mecanicos,
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FIG. 5. Patrén de coloracién por tetrazolio en una semilla de soja muy vigorosa. (Foto:
J. B. Franca Neto).

FIG. 6. Patrén de coloracién por tetrazolio de la faz interna de una semilla de soja muy
vigorosa. (Foto: J. B. Franca Neto). P
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deterioro causado por humedad, dafios causados por chinches, dafios por sequia
y altas temperaturas, dafios de secado y dafios causados por heladas. Cada tipo
de dafio estd asociado con lesiones caracteristicas, que son descriptas
resumidamente a continuacidn.

<+ Dafos mecanicos (Figs. 7 a 12) resultan del impacto fisico durante las
operaciones de cosecha, trilla, secado, limpieza, transporte y siembra de las
semillas de soja. Existen tipos de dafio mecédnico que son facilmente
identificados por el test de tetrazolio: rajaduras, presién y abrasién. El dltimo
es identificado por la presencia de lesiones de color rojo oscuro, en el caso de
que hayan ocurrido recientemente, o por lesiones blancas con tejidos flacidos,
sino son recientes. Un analista inexperto puede confundir el “pit”, una pequefia
cavidad, (Fig. 2) con lesiones de dafios mecanicos. El “pit” es una depresion
en la superficie externa de los cotiledones, compuesto por un grupo de células
especializadas, en oposicién directa al “antipit” del tegumento, que es una
camada de células en la superficie ventral del tegumento (Yaklich et al., 1984,
1986).

** Deterioro por humedad (Figs. 12 a 19), segun lo descripto por Moore
(1973), Franga Neto (1984), Pereira y Andrews (1976), resulta de la exposicion
de las semillas de soja a ciclos alternados de condiciones himedas y secas en
la fase final de maduracién, antes de la cosecha. Tales dafios presentan mayor
magnitud, en ambientes calientes, tipicos de regiones tropicales. Semillas con
deterioro por humedad presentan arrugas caracteristicas en los cotiledones, en
la regi6n opuesta al hilo, o sobre el eje embrionario. Después de la coloracidn,
las semillas pueden presentar lesiones de coloracién roja intensa o blanca sobre
los tejidos embrionarios adjacentes a las arrugas. Frecuentemente, estas lesiones
estan asociadas con la infeccién provocada por ciertos hongos. Las lesiones
pueden ser profundas y en el caso que el cilindro central se encuentre dafiado,
0 mds del 50% de los tejidos de reserva de los cotiledones estuvieren
deteriorados, la semilla es considerada no viable. El deterioro por humedad
presenta una caracteristica muy tipica, que es la simetria de las lesiones en
ambas mitades de la semilla (Figs. 13 y 14).

<> .Daﬁos provocados por chinches (Figs. 20 a 22): las chinches pueden afectar
seriamente la calidad de la semilla de soja. Entre las diferentes especies, la

.23.

chinche verde Nezara viridula (L.) presenta su ocurrencia generalizada en la
mayor parte de las regiones productoras de soja (Turnipseed e Kogan, 1976).
Otras especies, como Piezodorus guildinii (Westwood) y Euschistus heros
(Fabricius), pueden también causar serios dafios a las semillas. Al alimentarse
de las semillas de soja, las chinches inoculan la levadura Nematospora coryli
Peglion (Sinclair, 1982) que ird a colonizar los tejidos, resultando en severas
reducciones de vigor y de viabilidad (Bowling, 1980; Villas Bdas er al., 1982).
Esa infeccidén provoca lesiones caracteristicas, circulares, muchas veces
arrugadas y profundas (Fig. 6). Los tejidos lesionados mueren y se tornan
flacidos, presentando la coloracién tipica blanquecina, a veces verdosa,
amarillenta o ceniza. Un anillo de coloracién rojo intenso separa, en la mayoria
de los casos, los tejidos muertos de los vigorosos (Fig. 22). Lesiones multiples
pueden ocurrir en una tnica semilla y en el caso que ocurra sobreposicién de
las mismas, el sintoma circular tipico no sera distinguiblé. Con frecuencia, una
pequeiia perforacién causada por el insecto puede ser observada en el centro de
las lesiones circulares. Puntos deprimidos y profundos pueden ocurrir, como
resultado de la inoculacién del hongo N. coryli en los tejidos centrales de las
semillas. Estas lesiones no siempre pueden ser observadas en la superficie
externa de las semillas.

% Darnios por sequia y altas temperaturas (Fig. 23) pueden ser observados
en semillas de algunos cultivares de soja, cuando ocurren altas temperaturas
(superiores a 30°C) asociadas con periodos de sequia, durante la fase de llenado
de los granos. Los sintomas son variables, la lesién tipica puede ser caracterizada
por la presencia de una depresién en los cotiledones hasta la formacién de
arrugas en toda la semilla. Algunas semillas producidas bajo estas condiciones
de “stress” pueden tornarse impermeables al agua. Semillas con sintomas
superficiales de ese tipo de dafo (pequenas depresiones), después de la tincioén,
pueden presentar lesiones rojo oscuras o blancas que pueden ser confundidas
con el deterioro por humedad. La constatacién de esas depresiones en las semillas
secas, por los analistas, evitard que ocurran interpretaciones erréneas de ese
tipo. Semillas arrugadas, después de la tincién, pueden ser deformadas y
presentar manchas rojo oscuras y blanquecinas, dispersas sobre los cotiledones,
con mayor concentracién en la regién préxima al eje embrionario (Fig. 23).
Los tejidos muertos se presentan flacidos y friables. Semillas severamente

,
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arrugadas normalmente no germinan debido a la desintegracién de los tejidos
del eje embrionario y de las regiones superiores a los cotiledones.

% Los danos de secado excesivo son consecuencia del secado de las semillas
a niveles de humedad abajo de 10,0%. Se caracterizan por la constatacién de
elevados indices de semillas de soja con grietas transversales en los cotiledones,
siempre en la misma posicién (Fig. 24). Cuando la semilla de soja se seca
excesivamente, estard sujeta a quebrarse, de preferencia en esa posicion, cuando
expuesta a un impacto mecanico.

+ Danos por heladas en semillas de soja son mds comunes en regiones de
clima templado. La expresién de ese tipo de dafio depende del estadio de
desarrollo de las semillas, de la temperatura y del periodo de exposicién a
condiciones de baja temperatura (Moore, 1973). Semillas inmaduras expuestas
a heladas generalmente mueren y permanecen verdes. Por otro lado, semillas
secas y maduras resisten bien a ese tipo de “stress”. Los tejidos dafiados son
identificados con el test de tetrazolio por la coloracién de los ejes embrionarios.
Ademads de un rojo mds intenso se observa la presencia de un precipitado rojo
que se acumula en el tegumento y en la solucién de tetrazolio. Tejidos dafiados
por heladas también pueden presentar una coloracién roja con tonos verdosos
o marrones (Osorio, 1987).

Todas las lesiones mencionadas pueden ser intensificadas durante el
almacenamiento. Tal intensificacién dependerd de las condiciones de
temperatura y de humedad relativa del aire en el lugar donde se almacenan las
semillas. Dafios mecdnicos, principalmente los de abrasién y deterioro por
humedad son las formas de dafio que mds cominmente se intensifican en el
almacenaje, pudiendo resultar en severas reducciones de germinacién y vigor,
principalmente en las fases finales del almacenaje.

En una semilla pueden ocurrir mds de un tipo de dafo (Fig. 12). Otras
formas de dafio pueden también deberse al envejecimento de la semilla o a la
ocurrencia de condiciones inapropiadas durante el almacenaje. Condiciones
calientes y hiimedas durante el almacenamiento resultaran en deterioro severo.
En el test de tetrazolio, los sintomas iniciales de deterioro por almacenaje
inapropiado pueden ser confundidos con sefiales de deterioro por humedad. En
este caso, el diagnéstico més preciso de la causa del deterioro puede ser obtenido

con la ejecucién de un test de patologia de semillas, por e.jemplo el test del
papel de filtro (“blotter test”). La constatacion de altos fndlce§ de hongos de
almacenaje, con Aspergillus flavus o Penicillium spp., caracterizan problemqs
de almacenamiento; elevada infeccién por hongos de campo, como Phomopstis
spp., Fusarium spp., o Cercospora kikuchii, caracterizan los dafios a campo.

La caracterizacién de los factores que afectan la calidad de la semilla de
soja puede parecer compleja inicialmente. Sin embargo, con entrenamlen.to y
experiencia, el analista de semillas puede reconocer y diferenciar con facilidad

los sintomas.

5.2. Identificacion de los Niveles de Viabilidad

El test de tetrazolio se basa en el andlisis de la coqdici(’)n de cada semilla
individualmente. Cada semilla es clasificada como viable o no y las formas de
dafio son anotadas. Moore e Smith, citados por Copeland et al., (195.9) y por
Moore (1961, 1962b, 1967), definieron un sistema de classificacion para
semillas de maiz y de soja, donde cada semilla era clasificada en clases d.e la
5. en el caso de ser viables, y de 6 a 8, si eran no viables. La presencia, la

localizacién y el tipo de dafio, ademds de las condiciones fisicas de las estructuras

embrionérias, son utilizadas en ese sistema de clasificacion. Este método fue

modificado y descripto en detalles para ser aplicado a sem.illas de soja por
Franca Neto et al. (1985, 1988), como se detalla a continuacion.

Los aspectos presentandos en las ilustraciones son considerados. los més
comunes, de acuerdo con la experiencia de los autores. Cada dlagra.m.a
representa una semilla que fue seccionada longitudinalmente. La superficie
externa de la semilla es ilustrada a la izquierda y la interna a la derecha.
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FIG. 7. Semillas de soja con lesiones tipicas causadas por dafios mecdnicos. A la izquierda FIG. 9. Daiio mecanico por abrasién sobre el hipocétile, alcanzando el cilindro central.
semilla con dafio latente (por abrasion). Derecha: dafno inmediato (semilla (Foto: J. B. Franca Neto).
trincada). (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 8. Dafio mecanico critico en el eje radicula-hipocétile, alcanzando el cilindro central. FIG. 10. Dafio mecénico afectando totalmente los tejidos meristematicos en la region de
(Foto: J. B. Franca Neto). la plumula. (Foto: J. B. Franca Neto). .,
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FIG. 11. Pequeiio dafio mecénico afectando la region vital del cilindro central y la region FIG. 13. Semilla de soja con lesién tipica de deterioro por humedad. Note a simetria
meristemitica de la plumula. (Foto: J. B. Franga Neto). _ das lesiones e os sintomas no eje embrionario. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 12. Semilla de soja con lesiones tipicas de dafio mecdnico en la radicula y cotiledones . . duil. Noto Ly diletita
y de deterioro por humedad superficial en el cértex del hipocdtile. (Foto: J. B. FIG. 14. Semilla de soja con lesion tipica de deterioro por humedad. No
Franga Neto). das lesiones en los cotiledones. (Foto: J. B. Franca Neto). y



FIG. 15. Semillas de soja con tres niveles de deterioro por humedad. (Foto: J. B. Franca

Neto) FIG. 17. Lesiones evidentes de deterioro por humedad en condiciones de campo en
eto).

semillas de soja. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 16. Semilla de soja con lesién superficial de deterioro por humedad en el cértex .
del hipocétile. (Foto: J. B. Franca Neto). FIG. 18. Semillas de soja con plimulas coloridas en funcién del deterioro intenso en el

campo. (Foto: J. B. Franca Neto).



FIG. 19. Semillas de soja clasificadas en la Clase 8, en funcién del deterioro intenso por
humedad. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 20. Semillas de soja con lesiones tipicas de dafios provocados por chinches sobre
los cotiledones. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 21. Semillas de soja con lesiones resultantes de dafnos provocados por chinches en
los cotiledones y en el eje embrionario. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 22. Lesién tipica de dafio causado por chinches en los cotiledones. Observe la forma
circular de la lesién y el anillo de tejido deteriorado (rojo intenso) al rededor
del tejido muerto. (Foto: J. B. Franca Neto). .
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FIG. 23. Semillas de soja con lesiones causadas por altas temperaturas y deficiencia
hidrica durante a fase de llenado de granos. Arriba: semillas secas; abajo:
semillas coloreadas. (Foto: J. B. Franca Neto).

FIG. 24. Semillas de soja con dafio caracteristico de secado excesivo: los lotes con el
problema presentan altos indices de semillas con trincas en la misma posicion
transversal de los cotiledones. (Foto: J. B. Franca Neto).
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CLASE 1 (vigor muy elevado)

la. Coloracion uniforme y superficial, indicando penetracion lenta de la sal de tetrazolio;
parte interna (entre los cotiledones) no presentando coloracion, salvo en el borde,
todos los tejidos con aspectos normales y firmes.

1b. Casi igual al anterior, excepto por la presencia de fajas o estrias superficiales (un a
dos décimos de milimetro de profundidad) mas intensamente coloreadas, una o dos
por cotiledon, debido al deterioro por humedad.

lc. Semilla con aspecto de mosaico (Fig. 25) debido a un proceso lento de imbibicion;
los tejidos son firmes y en la faz interna de los cotiledones generalmente aparece
una cavidad central de color amarillento, indicando insuficiente absorcion de agua.
Puede ocurrir en semillas semi-permeables. Tales sintomas pueden también estar
relacionados a una imbibicién inadecuada durante el acondicionamento, o debido
al uso de semillas con un tenor de humedad muy bajo. .
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FIG. 25. Semilla de soja con aspecto de mosaico debido a un proceso inadecuado de

2a.

imbibicion. (Foto: F. C. Krzyzanowski).

CLASE 2 (alto vigor)

~igq

et

Pequeiias estrias localizadas en los cotiledones en la region opuesta al eje
embrionario, las cuales son originadas por presiéon del tegumento sobre los
cotiledones causado por sucesivas hidrataciones (expansion) y deshidrataciones
(contraccion) en proporciones diferentes. Esto resulta en tegumento arrugado y
lesiones, en los cotiledones, donde la respiracion y la actividad enzimatica son mas
intensas, evidenciandose el color rojo carmin fuerte. Las estrias no deben ser
superiores a 0,5 mm de profundidad; la parte interna de los cotiledones se presenta
como en la. Los dafios en los cotiledones son generalmente simétricos.

2b.

2¢.

2d.
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Pequeiias estrias debidas al mismo motivo mencionado en el item 2a, pero localizadas
sobre el eje embrionario. Estas estrias son superficiales, no se observan alteraciones
internas, como en el item la. Los dafios en los cotiledones son generalmente

simétricos.

Areas de coloracién mas intensa, no mayor que la de la ilustracién, probablemente
debido a la confluencia de pequefias estrias (2a), formando una faja continua. La
parte interna de los cotiledones se presentan como en 1a. Los dafios en los cotiledones
son generalmente simétricos.

Areas del tejido sin coloracién (blanco lechoso) por lo tanto, muerto, no mayor que
el de la ilustracién. La parte interna de los cotiledones como en el item 1a. Todas las
lesiones referidas en los itens 2a y 2d, en general, son simétricas en los dos cotiledones,
siendo esta una caracteristica utilizada para diferenciar danos debido al

arrugamiento del tegumento de otros tipos de dano.
’
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2f.

2g.

Pequeiios dafios mecanicos sobre la superficie externa de los cotiledones y con una
profundidad maxima de 0,5 mm. La superficie interna de los cotiledones se presenta
como en la.

Daiios debidos a picadura de chinches, con el area total no mayor que la mostrada
en lailustracién y profundidad méaxima de 0,5 mm. Su localizacion debe estar alejada
de la region vascular (esto es, abajo de una linea imaginaria, pasando
transversalmente por la mitad del cotiledon). La region afectada se presenta mas o
menos necrosada (tejido muerto, coloracion blanquecina, de aspecto pulverulento,
a veces con la sefial de la puncién bien visible, otras veces no). Superficie interna de
los cotiledones como en 1la.

60 00

Daiio idéntico al anterior pero con la region de las punciones sin necrosis. El aspecto
es arrugado, de coloracion rojo carmin fuerte, sin partes blanquecinas. Este tipo de
lesion es caracteristico de picadas que probablemente ocurren en un estado mas
avanzado de maduracién, cuando la semilla ya esta en fase adelantada de
deshidratacion.
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2h. Mis que dos estrias por cotiledoén (no profunda, como en 1b). Superficie interna

2i.

de los cotiledones como en la.

Coloracién de la superficie externa de los cotiledones como en 1a. La superficie
interna de los cotiledones se presenta también con coloracién uniforme debido a la
penetracion de la solucién de tetrazolio a través de una herida del tegumento.

Observacion: semillas clasificadas en las Clases 1 6 2 no presentam
dafios en las superficies internas de los cotiledones.
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CLASE 3 (vigor medio)

3a. Estrias de coloracion roja carmin fuerte localizadas en los cotiledones, en la region
opuesta al eje embrionario, con un drea total no mayor que la representada en la
ilustracion. La superficie interna de los cotiledones puede presentar pequenas areas
mads oscuras, correspondientes a las estrias externas y con espesor maximo de 0,5

mm.

3b. Dano casi idéntico al anterior, pero con las estrias pudiendo presentar algunas
areas de coloracién blanco-lechoso, indicando tejidos muertos. Superficie interna
de los cotiledones como en 3a.

60 0C

3c. Areas de coloracién mas intensa, no mayores que las mostradas en la ilustracion,
probablemente debido a la confluencia de las estrias formando una faja continua.
La superficie interna de los cotiledones puede presentar, en correspondencia, una
faja mas oscura con espesor maximo de 0,5 mm.

.41,

3d. Dano casi idéntico al anterior, pero la faja puede ser de tejido de coloracién blanco-
lechoso (tejido muerto) en un drea no mayor que de la ilustracion. Superficie interna
con una faja de tejido muerto en un espesor maximo de 0,5 mm.

3e. Area de color rojo intenso en la superficie externa de ambos cotiledones no mayor
que la mostrada en la ilustraciéon y con profundidad maxima de 0,5 mm (dafio
mecanico). Superficie interna como en el item la.

60 O

3f. Estrias localizadas en la superficie del eje embrionario sin profundizar mas alla del
cortex, i.e, sin afectar el cilindro central. "
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' //\-

3g. Extremidad de la radicula mostrando coloracién blanco-lechoso, indicando tejido

muerto, sin afectar el cilindro central.

3h. Pequeiias fracturas localizadas en el eje embrionario no afectando, el cilindro central.

3i.

Picaduras de chinches, con la parte central necrosada (tejido muerto, i.e, coloracién
blanco-lechoso, con aspecto pulverulento) o no, con rea total no mayor que la que
se presenta en la ilustracion. El drea lesionada no debe tener profundidad superior
a 0,5 mm y debe estar localizada en la regién abajo de una linea imaginaria pasando
transversalmente por la mitad del cotiledén (regién no vascular). Superficie interna
de los cotiledones como en el item 1a.

3j.

3k.

31,

.43,

Picaduras de chinches, con el drea total no mayor que la mostrada en la ilustracion,
sin areas necrosadas (muertas), localizadas abajo de una linea imaginaria pasando
transversalmente por la mitad del cotiledon. Picaduras afectando la superficie
interna de uno de los cotiledones, que se presentan arrugados con pequenas
puntuaciones rojas (dreas continuas de color rojo carmin acentuado o areas
necrosadas). Uno de los cotiledones con coloracion superficial como en 2i.

.

Picaduras de chinches, con el drea total no mayor que la representada en la
ilustracion, localizada arriba de una linea imaginaria que pasa transversalmente
por la mitad de los cotiledones. La region lesionada no debe ser superior a 0,5 mm
de profundidad y localizada de tal manera que no afecta la regién por arriba de la
linea imaginaria (regién vascular).

é¢® 0

Fractura de los cotiledones en la region opuesta al punto de unién del eje
embrionario, en una extension maxima como se observa en la ilustracion. La
superficie interna de los cotiledones se puede presentar como en la o 2i. .




3m. Extremidad de la radicula fracturada, no obstante, sin afectar al cilindro central.
La superficie interna de los cotiledones se puede presentar como en 1a o 2i.

3n. Darios de origen mecanica con o sin tejido muerto, con profundidad maxima de 0,5
mm o sin afectar la region vascular. La superficie interna de los cotiledones como
en la o 2a.

30. Daiios de origen mecanica localizados por debajo de la region vascular, afectando
la superficie interna de los mismos como se observa en la ilustracion.
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CLASE 4 (vigor bajo) b3

4a. Area de color rojo carmin fuerte en ambos cotiledones, cubriendo menos de la
mitad de los mismos. La superficie interna también presenta drea de coloracién
roja carmin fuerte. La regién vascular, sin embargo no debe estar afectada.

8

4b. Daio casi idéntico al anterior presentando, sin embargo, tejidos muertos (coloracién
blanco-lechoso).

4¢. Area de coloracién roja carmin fuerte en el centro de los cotiledones (externa e
internamente), afectando parte de la regién vascular. Sin embargo, proximo al punto
de unién, los vasos deben estar funcionales, permitiendo el transporte de las reservas
de los cotiledones para el eje embrionario. ..
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4g. Fractura de uno o ambos cotiledones en la region préxima al punto de unién, pero

4d. Estrias localizadas sobre el eje embrionario afectando inclusive el cilindro central, dejando la region vascular en gran parte intacta.
sin embargo, con una extensién menor que la mitad de su espesor.

4h. Danos de origen mecénica en la region vascular de los cotiledones afectando Ia faz
4e. Area de color rojo carmin fuerte en el eje embrionario pero con las estructuras del interna y parte de la regién vascular. Sin embargo, los vasos préximos al punto de
cilindro central y del cértex perfectamente definidas. unién de los cotiledones con el eje embrionario, deben permanecer funcionales.

4f. Area de tejido muerto en una extensién menor que la mitad del drea total de los 4i. Fracturas sobre el eje embrionario, afectando el cortex y el cilindro central, sin
cotiledones. embargo, en una extension menor que la mitad de su espesor.

o
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4j. Danos debidos a picaduras de chinches con drea necrosada (tejido muerto),
alcanzando la parte interna de los cotiledones pero localizados por debajo de la
region vascular.

4k. Daiios debidos a picaduras de chinches localizados en sélo un cotiledon, tornandolo
practicamente no funcional y afectando apenas levemente al segundo cotiledén en
la faz interna, el cual se mantiene casi integralmente.

41. Darios debidos a picaduras de chinches localizados en uno de los cotiledones,
bloqueando completamente la regién vascular, tornidndose no funcional. La plantula
dependerd, para su establecimiento, de las reservas de apenas un cotiledén.

4m. Fractura de mas de la mitad de uno de los cotiledones.

4n. Fractura de uno de los cotiledones dejando, intacto el eje embrionario (inclusive la
plimula).

40. Fractura de ambos cotiledones en una extension inferior a la mitad de los mismos.

CLASE 5 (vigor muy bajo)

Las clases de vigor 5 y 6 (esta ultima no viable) son las de interpretacion
mds problemdtica. Cuando la muestra analizada esta compuesta por un elevado
porcentaje de semillas en estas clases, los resultados varian y pueden ser
discrepantes. ”
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g0

Sa. Semillas con ambos cotiledones mostrando un aspecto de mosaico, con areas de
coloracién rojo carmin fuerte entremezcladas de areas mas claras y hasta muertas.
Los tejidos afectados alcanzan una profundidad superior a 1 mm, pero inferior a la
mitad del espesor de los cotiledones. La superficie interna de los cotiledones se
presenta también con algunas areas de color mas intenso. El eje embrionario se
presenta bien definido con la estructura del cortex y del cilindro central bien visibles.

5b. Daiios de origen mecanico, afectando totalmente la region vascular préxima al punto
de unién de uno de los cotiledones y lesionando, parcial e internamente al area
correspondiente del segundo cotiled6n.

Sc.  Cotiledones fracturados de tal forma que es dificil saber si la parte remanente es
mayor o menor que la mitad del total de la semilla.
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5d. Daiios debidos a chinches, afectando la region del punto de unién como en 5b.

CLASE 6 (no viable)

Los dafios de esta clase son semejantes a los de la clase 5 (ver
ilustraciones), sin embargo, con mayor extensién de las dreas afectadas, lo que
torna inviable a la semilla.

CLASE 7 (no viable)

7a. Semillas con ambos cotiledones mostrando un aspecto de mosaico con dreas de un
color rojo carmin fuerte entremezcladas de otras mds claras y muertas. Los tejidos
afectados alcanzan la mitad (o mas) del espesor de los cotiledones, bloqueando
conpletamente la region vascular. .
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7b. Eje embrionario presentando color rojo carmin fuerte, distribuido por toda su
extension.

7c.  Color rojo carmin fuerte en el punto de insercién de ambos cotiledones, alcanzando
la region vascular. Tambien puede ocurrir una coloracién blanco lechoso (indicador
de tejidos muertos).

@

7d. Tejidos muertos de coloracién blanco lechoso en una extensién superior a la mitad
de la superficie total de la semilla.

N’
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7e. Estrias de color rojo carmin fuerte, sobre el eje embrionario, alcanzando una
profundidad superior a la mitad del espesor del cilindro central.

7f. Extremidad de la radicula presentando coloraciéon blanco-lechoso (tejido muerto)
alcanzando no s6lamente el cortex, sino también el cilindro central.

7g. Fractura de la extremidad de la radicula, afectando no sélamente el cortex, sino
también al cilindro central.

QP

7h. Fractura de los cotiledones, siendo la parte remanente inferior a la mitad de la
superficie total de la semilla.
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7i.

7j. Darios de origen mecanico, afectando la region vascular de ambos cotiledones,
préximos al punto de unién.

7k. Danos debidos a picaduras de chinches, afectando la region vascular de ambos
cotiledones, proximos al punto de union.

71.  Plumula de color rojo carmin fuerte (deteriorada).
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CLASE 8 (semilla muerta)

Semilla totalmente muerta (blanca, a veces con tonalidad rosada),
presentando tejidos flacidos.

% Semillas Duras: la constatacién de semillas duras en la muestra puede
requerir procedimientos especiales. Cuando una muestra presenta un bajo indice
de semillas duras, o sea de 2% a 5%, las mismas pueden ser consideradas
como viables y vigorosas, pudiendo ser anotadas en la Clase 1. Sin embargo,
en el caso que el indice de semillas impermeables sea superior a tales valores,
las mismas deben ser escarificadas con lija nimero “cero”, siendo nuevamente
acondicionadas y coloreadas, realizandose a continuacién la lectura de las
mismas.

% Anormalidades embrionarias: algunas clases de embriones anormales
pueden ser constatados con el test de tetrazolio (Figs. 26 y 27). Es comin
encontrar tres o mds cotiledones, cotiledones deformados o doblados o con la
localizacién inadecuada del eje embrionario. La mayoria de estas semillas no
producirdn plantas normales, conforme el ejemplo de la Fig. 27. Sin embargo,
semillas con la anormalidad ilustrada en la Fig. 26 pueden resultar en plantas
normales, desde que no presenten dafios serios en sus componentes vitales.

5.3. Utilizacion de la Ficha e Interpretacion de
los Resultados

Se sugiere la utilizacién de una ficha para la evaluacion del test de
tetrazolio, (ver apéndice). Después de la evaluacién de cada semilla, se debe
registrar en esa ficha el nivel de viabilidad y la identificacién de los tipos de
dafos que puedan haber determinado el referido nivel. Se sugiere utilizar los
siguientes simbolos:

X :sin dano L : DM + DH

L :dafio mecédnico (DM) P :DH + DC

[ : dafo causado por chinches (DC) £ :DH + DM + DC

P : dafio causado por humedad (DH)

[ :DM +DC y
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FIG. 26. Anormalidad de formacién embrionaria en semillas de soja, detectada en el
test de tetrazolio. (Foto: J.B. Franca Neto).

FIG. 27.Semilla de soja con anormalidad embrionaria. Observe la posicién anormal del
eje embrionario. (Foto: J.B. Franca Neto).
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Observacion Importante: e¢s comin la ocurrencia de semillas
clasificadas en los niveles de 6 a 8 (no viables) con dos o mas tipos de dafios
(Fig. 12). Cuando esto ocurra y apenas un tipo de daflo sea responsable por la
pérdida de viabilidad, tal dafio debe ser marcado en la ficha con trazo mas
fuerte. Por ejemplo: una semilla presenta un dafio mecanico que fracturd
totalmente el eje embrionario, suficiente para causar la pérdida de viabilidad;
esta misma semilla presenta también un deterioro por humedad en los
cotiledones, lejos de las zonas vitales, dafo que no es suficiente para que la
semilla sea clasificada como no viable (Fig. 28). Al anotar esta semilla en la
ficha como Clase 7 (no viable), se debe marcar el simbolo de dafio mecédnico
con mayor intensidad que el simbolo de deterioro por humedad. Esto debe ser
realizado siempre que situaciones semejantes ocurran, marcandose los dafios,
que efectivamente sean responsables por la pérdida de viabilidad, con mayor
intensidad en la ficha y los dafios mas superficiales, no suficientes para resultar
en pérdida de viabilidad, en intensidad normal, segtn ilustran las fichas en el
Apéndice.

Después de la evaluacién de todas las semillas (2 X 50), se determina el
porcentaje de las clasificadas en cada nivel de viabilidad, calculando el potencial
de germinacién (sumatdria de los valores clasificados en los niveles 1 a 5) y el

Dano mecanico ——

Deterioro por
humedad

FIG. 28. Esquema de semente de soja com deterioragido por umidade nos cotilédones e
com dano mecanico que fraturou o eixo embrionario.

rd
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vigor (sumatéria de los niveles 1 a 3), segtin lo ilustrado en las fichas que
fueron completadas a modo de ejemplo (ver Apéndice).

En el pie de pédgina de la ficha se anotan los resultados de las dos
submuestras, calculando las medias de vigor y viabilidad. Se calculan también
los porcentajes de todos los tipos de dafios (mecdnico, deterioro por humedad
y por chinches) anotados para los niveles (1-8) y (6-8). Para el nivel (1-8), se
calcula, en cada submuestra, el niimero de semillas que presentaron sefiales de
dafios mecdnicos, por ejemplo; se multiplica el total por “2”, para obtener el
porcentaje. Se hace lo mismo para la segunda submuestra, calculdndose la
média de esos dos valores. El mismo procedimiento se debe seguir para los
otros tipos de dafos.

Para el nivel (6-8), se hace lo mismo, sin embargo, en el caso de semillas
que presentan mds de un tipo de dafo, se debe computar apenas aquellos dafios
que efectivamente contribuyeron a la pérdida de viabilidad, o sea, que fueron
marcados con mayor intensidad. Ver las fichas del Apéndice para mas
informaciones.

Necesidad de un nuevo analisis: la muestra deberd ser analizada

nuevamente cuando ocurran variaciones iguales o superiores al 10% entre los
resultados de viabilidad obtenidos con las dos submuestras.

5.3.1. Interpretacion de los Resultados

Los niveles de vigor pueden ser interpretados mediante la siguiente
clasificacién:

+ vigor muy alto: igual o superior a 85%
+ vigor alto: entre 84% y 75%

+ vigor medio: entre 74% y 60%

+ vigor bajo: entre 59% y 50%

¢ vigor muy bajo: igual o inferior a 49%

Los valores obtenidos para germinacién deben recibir la misma
interpretacion que los alcanzados en el test de germinacién.
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Los porcentajes de dafios mecénicos, deterioro por humedad y por
chinches en los niveles 6 a 8, indican el porcentaje de pérdida de viabilidad
ocasionado por los referidos dafos, siendo considerados con relacién a la calidad

de la semilla como:

+ sin restriccién: inferior a 6%
+ problemas serios: entre 7%y 10%
+ problemas muy serios: superior a 10%

Si son diagnosticados problemas serios o muy serios por el analista de
semillas mediante el test de tetrazolio, por ejemplo, un nivel elevado de dafios
mecénicos, o de dafios por chinches, puede ser adoptada una medida de
correccién, para mejorar la calidad de las semillas producidas. El productor de
semillas puede ser orientado, por ejemplo, para ajustar el sistema de trilla de
su cosechadora, o para mejorar el método de control de «chinches.

Ejemplos de resultados obtenidos por el test de tetrazolio estan ilustrados
en la Tabla 1. El lote n° 1 presenta buen vigor y viabilidad, no presentando
problemas serios relativos a ningdn tipo de dafio. El lote n° 2 tiene viabilidad
de 82%, siendo el vigor (65%) clasificado como medio, debido principalmente
a problemas serios (10%) con dafios mecénicos. El lote n° 3 tiene 75% de
viabilidad y vigor muy bajo (49%), debido a problemas serios de dafios de
chinches (9,0%) y muy serios (12,0%) de deterioro por humedad. Las fichas
utilizadas para anotar los resultados de los lotes 1 a 3 se encuentran en el

Apéndice.

TABLA 1. Resultados del test de tetrazolio obtenidos en tres lotes de
semillas de soja.

Parametro Loten®1 Lote n® 2 Loten’3
Viabilidad 93 82 75
Vigor' 79 65 49
Dafios Mecdnicos 2; 10 5
Deterioro por Humedad 4” 5 12
Dafios por Chinches 1’ 4 9

' Nivel de vigor: muy alto: > 85%; alto: 75 a 84%: medio: 60 a 74%; bajo: 50 a 59%; muy

bajo: < 49%. o )
: Porcentaje de pérdida de viabilidad causada por el respectivo tipo de dafio.
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Un ejemplo de la practicidad de la utilizacién de los resultados del test
de tetrazolio fue ilustrado por Costa et al. (1987). Altos niveles de danos
mecanicos fueron constatados en semillas de soja producidas en el estado de
Parand. Después de la constatacion del problema, los productores fueron
instruidos para mejorar el método de regular el sistema de trilla de la méaquina
cosechadora. En dos afios, los niveles de dafios mecdnicos en semillas de soja
fueron drasticamente reducidos a niveles inferiores al 6%.

PRECISION DE LOS RESULTADOS

Un buen nivel de precisién y confiabilidad del test de tetrazolio fue
demostrado por Franga Neto et al. (1986). Varias muestras de semillas de soja
fueron enviadas para 41 laboratorios de semillas, con instrucciones especificas
para la ejecucién de los siguientes tests: a) germinacién “standard”, de acuerdo
con las RAS (Brasil, 1976); b) envejecimiento acelerado mediante el método
del “gerbox” (cajas plasticas de 12 x 12 x 3,5 cm); ¢) test de tetrazolio, como
descripto por Franga Neto er al (1985); y d) emergencia en arena. Después del
test de standard de germinacion, el test de tetrazolio fue clasificado como el
mads preciso, superando los otros dos tests evaluados.

En condiciones normales, los resultados de viabilidad obtenidos en los
ensayos de germinacién y de tetrazolio deben ser semejantes, permitiendo
diferencias de hasta 5% entre los mismos. No obstante, pueden ocurrir
discrepancias mayores entre los resultados, siendo explicadas por una, o vdrias,
de las siguientes razones: a) diferencias de muestreo; b) técnicas inapropiadas
en el test de germinacién; c) técnicas inapropiadas en el test de tetrazolio; d)
presencia de semillas duras en las muestras; e) uso de lotes de semillas con
vigor medio o bajo; f) presencia de semillas con elevados indices de danos
mecdnicos o con dafios causados por chinches; g) semillas infectadas por hongos,
tales como Phomopsis spp., Fusarium semitectum, o Colletotrichum truncatum.
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Lakon, citado por Gadd (1950, p. 253), mencioné que cuando habia
diferencias entre los resultados, al comparar el test de tetrazolio con el de
germinacién “standard”, el problema estaba siempre ligado al test de germinaci6n.”

VENTAJAS Y LIMITACIONES DEL TEST

7.1. Ventgjas

a) el test no sufre la interferencia de diversas condiciones que pueden afectar
el test “standard” de germinacion;

b) centraliza la atencién en las condiciones fisicas y fisioldgicas del embrién
de cada semilla en forma individualizada;

¢) permite la rapida evaluacién de la viabilidad y del vigor (8 horas para soja);

d) permite la identificacién de diferentes niveles de viabilidad;

e) proporciona al diagndstico las causas de la reduccién de la viabilidad de las
semillas;

f) los instrumentos necesarios son simples y de bajo costo; y

g) un analista con experiencia puede tener un rendimiento de cuatro a cinco
muestras (2 x 50 semillas) por hora de trabajo.

7.2. Limitaciones

a) requiere entrenamento especial sobre la estructura embrionaria de la semilla
y sobre técnicas de interpretacion;

b) es relativamente tedioso, ya que las semillas son evaluadas una a una,
requiriendo, de esta forma, experiencia y paciencia;

¢) aunque es un test relativamente rdpido, consume mayor nimero de horas
hombre que el test de germinacién “standard”;

d) no muestra la eficacia de tratamientos quimicos y tampoco los dafios que

puedan causar; y
e) por las caracterfsticas del test, requiere del analista la capacidad de decision.

,
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Mason et al. (1982) sefial6 que el test de tetrazolio no fue eficaz en la
deteccion de dafios mecdnicos recientes. Tal limitacién puede ser facilmente
superada con la utilizacion de una solucién de tetrazolio de menor concentracion,
o sea, 0,075%, como sugerido anteriormente.

CUANDO APLICAR EL TEST DE TETRAZOLIO

El test puede ser aplicado en todas las etapas del sistema de produccioén
de semillas, con la finalidad de mejorar el control de calidad, ya sea en la
cosecha, en la recepcion, antes y después de la limpieza, en el secado, durante
el almacenaje y antes de la siembra.

Este test ha sido utilizado con éxito antes de la cosecha.
Aproximadamente uno o dos dias antes de la cosecha, se hace un muestreo de
plantas de un determinado campo de produccién, realizandose la trilla de las
semillas manualmente. Mediante la evaluacion de estas semillas por el test de
tetrazolio, se puede verificar los niveles de vigor, viabilidad y la ocurrencia de
dafios de chinches y de deterioro por humedad. Dependiendo de los resultados
obtenidos, podra decidirse con seguridad si el campo en consideracion posee
calidad para ser cosechado como semilla o como grano. Esto puede significar
una economia significativa para los productores de semillas, en lo que se refiere
a evitar gastos innecesarios de transporte, secado, procesamiento, embalaje y
almacenamiento de lotes de semillas de baja calidad.

OBSERVACION FINAL

Las informaciones vertidas en este manual fueron ilustradas en la pelicula
“DIACOM: diagnéstico completode la calidad de la semilla de soja. I.
Métodologia del test de tetrazolio” (DIACOM, 1994), disponible, en portugués,
en el Sector de publicaciones de la Embrapa Soja.
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