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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue identificar una prueba de vigor en semilla de maiz que sea mas rapido que el Cold Test para
la toma rapida de decisiones. Del analisis de los resultados surge que la Prueba de inmersidn en agua a 25°C (PIA25) puede
reemplazar al CT como método de vigor, disminuyendo el tiempo de ejecucion del ensayo en 5 dias, lo que permite agilizar
la toma de decisidn respecto al lote. Por otro lado, el nivel de respuesta de los métodos de vigor aplicados va a depender
de la genética del material a evaluar y de la calidad intrinseca del lote de maiz. En relacidn con la genética, los hibridos
templados evidenciaron una mejor respuesta al estrés por frio, lo que puede ser explicado en términos de la existencia
de mecanismos adaptativos que ejercen una funcidn protectora durante el estrés producido por la prueba.
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templado.

INTRODUCCION

La produccién y utilizacion de semillas de alta calidad
resultan ser clave para el éxito de la produccion de los
cultivos. Por ello, los programas de control de calidad de
la industria de semillas deben ser versatiles y dindmicos,
proporcionando resultados precisos de manera oportuna
(Franga-Neto y Krzyzanowski, 2019). En el sistema de
produccién de semillas, la post cosecha, constituye una
etapa de suma importancia para la obtencién de bolsas
comerciales de calidad. En ese contexto, una de las
dificultades es la de no disponer de pruebas rapidas
validadas de evaluacion de calidad de semilla que
permitan tomar decisiones en el corto plazo. En tal
sentido, la prueba de Frio comUnmente llamada Cold Test
(CT) insume entre 12 y 14 dias para determinar el vigor y
éste es un periodo largo de tiempo, que no permite dar la
celeridad que el sistema de produccién de semillas
necesita. Consecuentemente, se plantea la necesidad de
identificar otras pruebas de vigor que sean mas rapidas
para la toma de decisiones, pero tan eficientes como el
CT.

En relacién con el CT, es una de las pruebas de vigor mas
antigua (Hampton y TeKrony, 1995) y continta siendo en
la actualidad la mds utilizada en la industria de semillas de
maiz para casi todos los lotes de semillas vendidos en

Ameérica del Norte y Europa (Hampton y TeKrony, 1995).
De hecho, la mayoria de las empresas de maiz hibrido
conducen sus propias versiones de esta prueba (Burris y
Navratil, 1979). Hasta la actualidad, han sido numerosas
las variantes que se han practicado en esta técnica con
respecto al tipo de sustrato utilizado, diferentes
temperaturas y tiempos de estrés. Todo esto ha llevado
gue no haya un acuerdo generalizado en la técnica que
permita hacer comparables los resultados y que sirva de
herramienta para posibles reclamos de calidad (Marcos-
Filho, 2015; Navarro et al., 2015). Esto ha conducido a que
el CT aln no se haya estandarizado y por lo tanto no esté
incorporado al capitulo de vigor de las Reglas ISTA (2023).
Por otra parte, segin Bowden y Landais (2018), se ha
demostrado que la prueba de Emergencia de Radicula
(ER) da resultados que son reproducibles en todos los
laboratorios (Powell et al., 2014; Powell y Mavi, 2016) y
gue predice la emergencia en el campo (Matthews et al.,
2012). Asimismo, Arango Perearnau (2018) menciona que
la prueba de ER relne caracteristicas valiosas: a) es
rapida, ya que el resultado puede estar disponible
después de 30 horas, dependiendo de la especie que se
trate; b) es econdmica, ya que solo se requiere el
equipamiento necesario para conducir una prueba de
germinacién y c) es facil o sencilla de llevar a cabo. En
funcién de lo precedente es claro pensar que la técnica de
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ER, para el caso de maiz, puede plantearse como una
alternativa posible respecto de la prueba de CT.

Ademas, Arango Perearnau (2018) menciona que existen
otras técnicas como la Prueba de Inmersién en Agua (PIA)
gue simula condiciones de inundacién y anaerobiosis para
la semilla. Las semillas sumergidas en el agua a diferentes
temperaturas sufren dafos por la rapida entrada de agua
a las células (Crawford, 1978; Castro et al., 2004). De esta
manera, las semillas o frutos como en el caso del maiz,
gue posean alglin dafio tendrdn una menor disponibilidad
de energia para el proceso de la germinacion lo que
resulta en un menor vigor (Richard et al., 1991). Ademas,
en numerosos trabajos se ha estudiado el efecto de la
inmersién en agua a diferentes temperaturas y tiempos
de imbibicién sobre la germinacion y el vigor en distintas
especies como en maiz (Méndez-Natera, et al., 2007,
Grzybowski, 2012); en poroto (Custdodio et al., 2002,
2009; Bertolin, 2010) y en soja (Arango Perearnau et al.,
2010; Theodoro, 2013). Los mencionados autores
indicaron que aquellos lotes que muestran una mayor
produccién de plantulas normales luego de la ejecucion
de la PIA tendrdn mayor capacidad de soportar el estrés y
por ende podran clasificarse como de mayor vigor. Es una
técnica interesante porque reldne caracteristicas de
economia, sencillez y relativa rapidez, aunque tampoco
estd estandarizada por ISTA.

En base a lo mencionado, se plantea que las pruebas de
ER y de PIA son técnicas rdpidas, econdmicas y sencillas
de evaluacién de vigor que pueden reemplazar a la
tradicional técnica del CT en el mercado y acortar los
tiempos de analisis en maiz.

El objetivo del presente trabajo es identificar una prueba
de vigor en semilla de maiz que sea mas rapido que el CT
y pueda reemplazarlo como prueba de referencia de
calidad en el mercado.

MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

El material bioldgico usado fueron 100 lotes de semilla
hibrida de Zea mays L, propiedad del semillero Corteva
Agriscience Argentina SRL. El 50% de los mismos
corresponden a diez diferentes lotes de hibridos de
germoplasma subtropical (identificados como S1 a S10)
producidos en las provincias nortefias de Tucuman vy
Catamarca de la Argentina. El restante 50%, corresponde
a diez diferentes hibridos de germoplasma templado (T1
a T10) producidos en la zona central del pais, en las
provincias de Santa Fe (sur) y Buenos Aires (noroeste).
Las muestras de semillas de los lotes se almacenaron
hasta el momento de los ensayos en sobres de papel en
una cadmara con ambiente controlado, con temperaturas
entre 16-202C y humedades relativas entre 70 y 75%.

Prueba de germinacion

La prueba de Germinacién (PG) se realizé siguiendo la
metodologia propuesta por las Reglas ISTA (2021). Se usé
medio de crecimiento arena (capacidad de retencién de
humedad: 30%). Se sembraron cuatro repeticiones, de
100 semillas cada una, en un recipiente plastico con tapa
de cierre hermético. Se incubaron en camara de
germinacion a 25°C +2°C (temperatura constante). Una
vez transcurridos los siete dias de permanencia en la
camara de germinacion, se evalué el ensayo siguiendo los
criterios establecidos en el Manual de Evaluaciéon de
Plantulas (ISTA, 2018). La tolerancia estadistica entre
repeticiones de la misma muestra se controld con la Tala
5B Parte 1 (ISTA,2021) y se repitié en caso de encontrarse
fuera de tolerancia. El resultado final por muestra
analizada se expresd6 como porcentaje en numero,
siguiendo el criterio de redondeo establecido por ISTA
(2021).

Prueba de Cold Test

Se analizaron 200 semillas en cuatro repeticiones de 50
semillas cada una para todas las muestras bajo estudio.
Se realiz6 el método de CT en rollos de Corteva
Agriscience Argentina SRL. Se utilizd6 como medio de
crecimiento papel de germinacidon Anchor (12 x 24 38#
Seed Germination Paper) y terrina (mezcla tierra/arena
en proporcion 1:1). Las hojas de papel se hidrataron a
saturacion el dia anterior a la siembra y se las colocé en
camara fria a 10°C £1°C. Sobre una plataforma fria se
colocaron dos hojas de papel como base, 50 semillas
distribuidas con la ayuda de una placa de acrilico, una
delgada capa de terrina (sélo sobre las semillas) y se
taparon con una hoja de papel. Luego se enrollaron y
colocaron en un contender hermético que permanecio
siete dias en total oscuridad a 10°C #1°C v,
posteriormente, por cinco dias a 25°C + 2°C en oscuridad.
Se evalud el ensayo considerando plantula vigorosa a
toda aquella que: a) mostré una longitud total mayor a 3
cm (desde el extremo superior de la parte aérea hasta el
extremo inferior de la raiz), b) fue evidente que tiene hoja
primaria, aunque se encuentre dentro del coledptilo y
esté extendida menos del 50% de la longitud de este y, c)
por lo demads, cumpliéd con los criterios de “plantula
normal” establecido por las reglas ISTA (2021). Los
resultados de cada repeticion se registraron como
numero de plantulas vigorosas. La tolerancia estadistica
entre repeticiones de una misma muestra se controld
segun la Tabla 15F (ISTA, 2021) y se repitio la muestra que
estuvo fuera de tolerancias. El resultado final se expresé
como porcentaje en numero de las cuatro repeticiones
realizadas por lote.
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Método de Emergencia de radicula

Se realizé siguiendo la metodologia descripta para la
especie maiz en las Reglas ISTA (2021).

Los lotes de los diferentes hibridos se sembraron en rollos
de papel de germinacidn Anchor (12 x 24 38# Seed
Germination Paper). Se utilizaron 200 semillas por
muestra, sembradas en ocho repeticiones de 25 semillas
cada una. El papel se hidraté con agua a saturacién. Los
rollos tuvieron dos hojas de papeles abajo y una sobre las
semillas. Se utilizaron las dos condiciones de ensayo de ER
sugeridas por las Reglas:

- ER66: 66 horas +15 minutos de incubacidn a 20°C+1°C
(2,75 dias).

- ER144: 144 horas 1 h de incubacién a 13°C+1°C (6 dias)
Transcurrido el tiempo en la cdmara de incubacién
indicado, se evalud el ensayo. Se consideré plantula
vigorosa a aquellas que produjeron una radicula de al
menos dos milimetros de longitud. La radicula incluyé las
partes que estan dentro de la coleorriza, asi como
aquellas que emergieron de ella (ISTA, 2021).

Como ultimo paso, se analizé6 la diferencia entre
repeticiones utilizando la tabla de tolerancia Tabla 15l
(ISTA, 2021) y se repitieron aquellas muestras fuera de
tolerancias. El resultado final se expresé como porcentaje
en numero de las ocho repeticiones realizadas por
muestra.

Método de Prueba de inmersion en agua

Para la ejecucién de esta prueba se utilizaron dos
repeticiones de 100 semillas de cada uno de los lotes de
hibridos en estudio.

Se ejecutaron dos métodos cuya Unica diferencia fue la
temperatura del agua durante la etapa de inmersién para
la semilla, a saber:

- PIA10: a 10°C+1°C por 24 horas 15 minutos.

- PIA25: 2 25°C+1°C por 24 horas +15 minutos.

El primer paso fue sumergir dos repeticiones de 100
semillas cada una en un contenedor plastico con tapa y
con 200 cc de agua desmineralizada estabilizada a la
temperatura del ensayo correspondiente (PIA10 o PIA25).
Los contenedores se incubaron en camaras, calibradas a
las temperaturas del estrés: 10°C+1°C una (PIA10) y la
otra a 25°C+1°C (PIA25) durante 24 h+15 minutos.
Terminada la incubacidn, se filtr6 el agua y cada
repeticion fue sembrada inmediatamente en medio de
crecimiento arena siguiendo los pasos de la prueba de
germinacion e incubando en cdmara a 25°C durante seis
dias. Es importante mencionar que la evaluacién siguié
los criterios establecidos por ISTA (2021).

Finalmente, se controld que los resultados de las
repeticiones obtenidas por muestra se encontrasen en
tolerancia estadistica segun Tablal5F (ISTA, 2021) y se
repitid aquella muestra fuera de tolerancias. El resultado

final se expresd como porcentaje en nimero de las dos
repeticiones realizadas por muestra.

Andlisis estadistico

Se realizdé un analisis exploratorio multivariado a través
de matrices de correlacién y de componentes principales
(ACP). Alli se incluyé la evaluacion de germinacion y los
métodos de vigor aplicados a los 100 lotes de maiz. El tipo
de germoplasma (templado y subtropical), el tamafio de
la semilla (grande y pequefio) y su forma (chata vy
redonda) se incluyeron como variables ilustrativas del
analisis.

Para establecer el grado de asociacién estadistica entre
los métodos estudiados y el CT, se determind el
coeficiente de correlacion de Pearson.

Ademas, se aplicé la prueba estadistica no paramétrica de
Mann Whitney para determinar diferencias entre tipos de
germoplasmas respecto del vigor (CT).

Para hacer los andlisis estadisticos se utilizé el software
JMP.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1, se observa la distribucion de las
componentes principales obtenidas del analisis
exploratorio multivariado realizado sobre los seis
métodos utilizados en este ensayo. Como se observa, la
componente principal 1 (CP1) explica el 77,2% de la
varianza total de los datos y la componente principal 2
(CP2) el 12,05% de los mismos. Por lo tanto, con las dos
primeras componentes se explica casi el 90% de la
variabilidad (Martinez, 2018). Debido a la baja
contribucidon de las componentes restantes, se avanzo
con andlisis a través de las dos primeras componentes.

Por su parte, en la Figura 2 se muestra la representaciéon
grafica de la ubicacién espacial de los métodos de analisis
aplicados a los lotes de maiz, el tipo de germoplasma, el
tamafio y forma de la semilla en funcién de la CP1y CP2.
En este tipo de grafico, las variables positivamente
correlacionadas se agrupan juntas o proximas (Martinez,
2018). Los germoplasmas se ubican de izquierda a
derecha dentro del biplot en un gradiente creciente para
todos los métodos evaluados. Se observa una correlacion
positiva entre los métodos siendo las mds fuertemente
correlacionadas la germinacion con el CT (r=0.7296) y este
ultimo con el PIA25°C (r=0.7720). Ademas, es importante
destacar que la primera componente distribuye a los
materiales evaluados de izquierda a derecha segin el
valor que adoptan en los diferentes analisis realizados en
las semillas. Esto coincide con el tipo de material
(Subtropical y Templado). Con respecto a la segunda
componente, ésta posiciona los materiales segun el tipo
de analisis oponiendo aquellos que tienen mayor PGy CT
en relacidon con las otras pruebas. En la Figura 2 se
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observa claramente que los dos tipos de germoplasma se
ubican en posiciones opuestas al origen, evidenciando un
comportamiento marcadamente distinto entre si. Esto
fundamenta la necesidad de discriminar el andlisis de
métodos para cada tipo de germoplasma.

En lo concerniente a las variables “forma” y “tamafio” de
semillas, ubicadas en el centro del biplot (Figura 2),
indican que no se observa una polarizacién de los
germoplasmas debido a ellas. Por lo tanto, no se avanzo
en el estudio de estas en el presente ensayo.
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Figura 1. Porcentaje de la variacion total explicada por cada componente principal del analisis multivariado sobre 6 métodos de analisis
y, como variables suplementarias, germoplasma, forma y tamafo de semillas en 100 lotes de maiz hibrido.
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Figura 2. Representacién grafica de los analisis de germinacion, vigor, forma y tamafio de semilla en funcién de la CP1y CP2. Referencias:
PG (germinacién estandar), CT (Cold Test), ER66 (Emergencia de Radicula de 66 horas), ER144 (Emergencia de Radicula de 144 horas),
PIA10°C (Prueba de Inmersidn en agua a 10°C), PIA25°C (Prueba de Inmersién en agua a 25°C); C (semilla de forma Chata), R (semilla de

forma Redonda), G (semilla grande), P (semilla pequefia), SUBTROPICAL (lotes de semillas de germoplasma subtropical), TEMPLADO
(lotes de semillas de germoplasma templado).
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Si bien el coeficiente de correlacion de Pearson entre CT
y PIA25 fue mayor para los materiales templados
(r=0,8723) que para los subtropicales (r=0,5811) es
importante destacar que la PIA25 presenté la correlacion
mas alta dentro de cada germoplasma, comparada con la

correlacién del CT con los otros métodos de vigor
ensayados. En la Figura 3 el diagrama de dispersion de los
resultados entre el método de CT y la PIA25 para ambos
tipos de germoplasma muestra una relacién lineal.
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Figura 2. Diagrama de dispersion del método de vigor CT en relacion con el método de vigor PIA25 para 50 muestras de germoplasma
subtropical (r =0,5811) y 50 muestras de germoplasma templado (r = 0,8723). Referencias: CT (Cold Test), PIA25°C (Prueba de Inmersién

en Agua a 25°C); r (coeficiente de correlacion).

En lo concerniente al vigor, se observa que los dos
germoplasmas tienen comportamientos distintos para la
prueba de CT (p<0,05, segin Mann Whitney). En
germoplasmas subtropicales, los resultados de CT fueron
significativamente mas bajos y con una variabilidad aun
mayor que los obtenidos en germoplasma templado, lo
gue evidencia una mayor sensibilidad de la respuesta al
estrés por frio en los primeros. Respecto a este tema,
Rezvani y otros (2017) indican la baja efectividad del CT
para evaluar el vigor para hibridos de regiones
subtropicales y tropicales. De lo que surge que, para el
germoplasma subtropical utilizado en dichas regiones, el
CT ejerce una condicidn de estrés por frio que no se
relaciona con la existente en los campos de dichas zonas
productivas. Por el contrario, diferentes estudios han
revelado la alta correlacion entre los resultados de vigor
del CT y la emergencia de semillas de maiz en el campo,
en suelos frios y himedos de las regiones templadas de
Europa y América (Marcos-Filho, 2015; Navarro et al.,
2015; Rezvani et al, 2017).

En virtud de lo planteado, surge la pregunta respecto del
por qué existe esta diferencia de comportamiento con
relacién al CT en el material de estudio. Asi, esto puede
ser explicado en términos de los aspectos bioquimicos y
fisioldgicos, debido a la existencia de Heat Shock Proteins
(Hsp). Esta respuesta al estrés por calor ha sido observada

en una amplia variedad de tejidos vegetativos en maiz
(Dupuis & Dumas, 1990). Al respecto, Young et al (2001)
han informado que en maiz la funciéon de chaperona de
algunas Hsp, como Hsp100, promueve la desagregacion
de proteinas luego de un estrés térmico, mientras que la
de otras, como Hsp70, promueve el replegamiento de
proteinas desnaturalizadas. Por otro lado, Altschuler y
Mascarenhas (1982) agregan que la respuesta al choque
térmico parece tener relevancia para las plantas en el
campo. Por lo tanto, la existencia de un proceso
adaptativo al factor adverso producido por el frio en
materiales templados explica los resultados de CT
significativamente mayores a los obtenidos en las
muestras de germoplasma subtropical.

CONCLUSION

Del analisis de los resultados surge que la Prueba de
inmersién en agua a 25°C por 24 horas (PIA25) puede
reemplazar al CT como método de vigor. Dicha prueba
permite disminuir el periodo del ensayo en 5 dias, acortar
el tiempo entre la recepcion del lote de semilla y la toma
de decision respecto al mismo.

Por otro lado, el nivel de respuesta a los métodos de vigor
aplicados va a depender de la genética del material a
evaluar y de la calidad intrinseca del lote de maiz. Con

ANALISIS DE LA CALIDAD DE SEMILLAS EN HIBRIDOS DE MAIZ. IDENTIFICACION DE UN

METODO... Nexo Agropecuario. Volumen 11. Nimero 1. 2023




relacién a la genética, el material templado evidencio una
mejor respuesta al estrés por frio.
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