EFECTO DE TRATAMIENTOS DE INCRUSTADO SOBRE LA GERMINACION DE
SEMILLAS DE ALFALFA (Medicago sativaL.)

Trabajo Final de Grado
del alumno

DI COSTANZO MARIA PAZ

Este trabajo ha sido presentado como requisito
para la obtencion del titulo de

Ingeniero Agronomo

Carrera

Ingenieria Agrondmica

Escuela de Ciencias Agrarias, Naturales y Ambientales.

Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires.

Pergamino, 25 de Julio de 2018



EFECTO DE TRATAMIENTOS DE INCRUSTADO SOBRE LA GERMINACION DE
SEMILLAS DE ALFALFA (Medicago satival.)

Trabajo Final de Grado

del alumno

DI COSTANZO MARIA PAZ

Aprobada por el Tribunal Evaluador

(Nombre y Apellido) (Nombre y Apellido) (Nombre y Apellido)

Evaluador Evaluador Evaluador
Sol4, Susana Beribe, Maria José Bazzigalupi, Omar
Co-Director Co-Director Director

Escuela de Ciencias Agrarias, Naturales y Ambientales,
Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires

Pergamino, 25 de Julio de 2018



INDICE

Resumen
Introduccion
La superficie sembrada y el origen de las semillas
La produccion nacional de semillas
El tratamiento de incrustado
Hipotesis
Objetivo general
Objetivo especifico
Materiales y métodos
Material vegetal
Tratamientos de Incrustado
Disefo del experimento
Resultados
Calidad inicial de los lotes antes de la aplicacion de los tratamientos
Germinacion
Humedad inicial, conductividad eléctrica, peso de las semillas
Germinacién de los lotes inmediata a la aplicacion de los tratamientos
Porcentaje de plantulas normales
Porcentaje de plantulas anormales
Porcentaje de semillas muertas
Germinacion de los lotes en sustrato tierra
Porcentaje de plantulas normales
Porcentaje de plantulas anormales
Porcentaje de semillas muertas

Ensayo de vigor

11
11
11
12
12
13
13
17
17
17
18
22
22
25
27
29
29
32
33
35



indice de vigor
Materia seca individual

Germinacion luego de un afio
Porcentaje de plantulas normales promedio
Porcentaje de plantulas anormales
Porcentaje de semillas muertas

Discusion

Germinacioén luego de aplicar los tratamientos

Germinacion en tierra

Ensayos de vigor
a. Indice de vigor

b. Materia seca individual

Germinacion luego de un afio de almacenamiento

Conclusiones
Perspectivas

Bibliografia

35
36
37
37
38
39
41
41
42
43
43
43
43
44
45

46



Resumen

Con un mercado de semillas de alfalfa (Medicago sativa L.) cada vez mas demandante las
empresas han adoptado el incrustado de semillas como una opcién para lograr siembras
de mayor eficiencia de implantacion, mejor nodulacién y una emergencia mas rapida y
uniforme. Con esta tecnologia se incorporan fungicidas, insecticidas e inoculantes
ademas de un aglutinante y carbonato de calcio. Este ultimo en cantidades variables que
provocan diferentes incrementos en el peso de las semillas. El objetivo de este trabajo fue
evaluar en condiciones de laboratorio el efecto de cuatro tratamientos de incrustado,
diferenciados por la cantidad de inerte: 0 (T1), 25% (T2), 50% (T3) y 75% (T4) respecto al
peso inicial de las semillas, sobre la germinacion y sobre el crecimiento de plantulas de
alfalfa. Se trabajé con doce lotes de calidad aceptable por su poder germinativo,
humedad, conductividad eléctrica y peso de mil semillas. La germinacion luego de aplicar
los tratamientos de incrustado no mostro efectos de incremento o disminucion del nimero
de plantulas normales y anormales, que siga una tendencia aplicable al conjunto de los
lotes. Sin embargo, en sustrato con tierra, la semilla que recibié tratamiento de incrustado
tuvo entre 4 y 52% de incremento en el numero de plantulas normales, sin diferencias
significativas entre los tratamientos de incrustado T2, T3 y T4. La prueba de germinacion
estandar realizada luego de once meses de almacenamiento, en cuatro lotes
representativos de diferentes calidades, indica la inconveniencia de tratar lotes de baja
calidad, que inicialmente presenten altos valores de humedad (>8%) y conductividad
eléctrica mayor a 200 pS.cm™.g™. El porcentaje de plantulas normales (PPN) y anormales
(PPA) fueron diferentes entre los lotes y la cantidad inicial de semillas duras tuvo
incidencia en estos resultados. El indice de vigor, calculado en base a la longitud de las
plantulas germinadas sobre papel, no respondid de la misma manera en los cuatro lotes
evaluados, se registraron diferencias entre los lotes pero no diferencia significativas entre
los tratamientos. El crecimiento y desarrollo de las plantulas, germinadas sin aporte
adicional de nutrientes, se ve favorecido con los tratamientos de incrustado; el porcentaje
de materia seca de las plantulas increment6 a medida que la cantidad de incrustado
también lo hacia. Cuando las condiciones en laboratorio se asemejan a una situacion real
de campo, aparece claramente el efecto favorable de los tratamientos, sin diferencias por
cantidad de inerte. Es suficiente un tratamiento de incrustado del 25% para lograr un buen

desempeiio de las semillas.



Introduccion

La alfalfa (Medicago sativa L.) es la principal especie forrajera del pais y la base de la
produccion de carne y leche en la Region Pampeana. La difusion del cultivo se apoya en
sus altos rendimientos de materia seca (MS) por hectarea, su excelente calidad forrajera y
su gran adaptabilidad a diversas condiciones ambientales (suelo, clima y manejo).
(Basigalup, 2007).

En Argentina ocupa 3.5 millones de hectareas (ha), localizandose cerca del 80% en las
Provincias de Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires (Parera, 2011). De estos 3.5 millones,
un 40% (1400000 ha) corresponde a cultivo puro y un 60% (2100000 ha) a pasturas
consociadas.

La superficie sembraday el origen de las semillas

En los aflos 1996 y 1997 la superficie implantada con alfalfa en la Argentina, ya sea
pura o consociada, era de poco mas de 7 millones de ha. A partir de 1998-1999 comienza
a registrarse un descenso del area sembrada para ubicarse, en 2000-2001, cerca de 5
millones de ha. Cabe destacar que de la superficie alfalfada durante este periodo, el 31%
correspondia a alfalfares puros y el 69% a consociaciones con otros cultivos. A partir de
2002 la situacion economica del pais condiciond fuertemente el mercado de alfalfa.
Mientras los precios de los granos en general y de la soja en particular se incrementaron,
los precios de los productos pecuarios (la carne y especialmente la leche) se mantuvieron
sin mayores cambios. Esto provocé que en las zonas mixtas de la region Pampeana
hubiera una preferencia por el cultivo de soja en detrimento de las actividades ganaderas.
Ademas, la nueva paridad cambiaria obligd a la suspension de muchos contratos de
importacion de semilla y la imposibilidad de una sustitucion inmediata por semilla de
produccion nacional hizo caer la oferta global de semillas de alfalfa. No obstante, la
permanencia de algunos cultivares se sostuvo gracias al carry over. Ante esta situacion
en la campafia 2002-2003 la superficie implantada no supero los 3.5 millones de ha. En
2004 el flujo de dinero generado por las exportaciones agropecuarias generé mejores
condiciones para el pais y para el sector rural. En este contexto, las buenas perspectivas
para la produccion ganadera se tradujeron en una mayor demanda de semilla de alfalfa
para la siembra de nuevas pasturas. La superficie alfalfada para ese afio se estimo6 en
unos 4.7 millones de ha y, con moderacion, esa tendencia se mantuvo durante 2005, afio

en que la superficie rondd los 5 millones de ha. Durante esta campafia (2004/05), la



importacion de semilla de alfalfa totalizé 5.79 millones de kg y la produccion nacional
fiscalizada se ubicé en los 2.16 millones de kg. En consecuencia, el total de semilla
certificada ascendié a 7.95 millones de kg. Asumiendo que el incrustado alcanzo6 el 50%
de esta ultima cifra (3.98 millones de kg) y que este proceso aumenta el peso en
aproximadamente el 50%, se alcanzé un total (natural + incrustada) de semilla certificada
para ese periodo de 9.94 millones de kg. Ademas, asumiendo que la comercializacion
ilegal de semilla llega a los 900.000 kg, para esa campafia se estimo una cifra total para el
mercado nacional de alfalfa de algo menos de 11 millones de kg. (Basigalup, 2007)

En la actualidad la superficie implantada de alfalfa anualmente es de un millon de ha,
teniendo en cuenta que generalmente la densidad de siembra es de 10 kg/ha existe una
demanda de 10000 toneladas (t) de semillas de alfalfa al afio. Esta demanda es cubierta
tanto por la produccion nacional (2.100 t) como por la importacion (4.800 t), ademas del
aporte que realizan el carry over y el incrustado de las semillas para completar las 10000 t
demandadas (CSBC, 2016).

La produccién nacional de semillas

En nuestro pais, Segun datos del INASE (Instituto Nacional de Semillas) en la campafa
2011-2012 la produccion de semillas fiscalizadas fue de 3.278.879 kg. Pero durante los
altimos 4 afos, la produccién nacional de semillas proporcion6 aproximadamente del 31%
(2014/15) al 58% (2013/14) de las necesidades del mercado. Esta es una diferencia
notable con respecto a las cifras histéricas, en las que la produccion local proporcionaba
solo el 20-25% del mercado (Basigalup, 2017).

Argentina import6 2.32, 2.78 y 1.17 millones de t de semilla de alfalfa en bruto en 2014,
2015 y 2016, respectivamente. Los principales paises de origen de estas importaciones
fueron Australia y Estados Unidos .Otros proveedores de semillas fueron Canada, Francia
e ltalia (Basigalup, 2017). Actualmente la semilla importada proviene principalmente de
Estados Unidos, Australia y Canada, a diferencia de lo que ocurria 40 afios atrds cuando
se sembraban semillas producidas en las areas productoras de alfalfa de nuestro pais.
Esta introduccion de germoplasma exotico significé un cambio tecnolégico muy importante
para el sector que permitid incrementar los volimenes y calidad del forraje obtenido
(Parera, 2011).



Aproximadamente el 80% del area total de alfalfa se cultiva en condiciones de secano
para produccién de lacteos, vacunos y heno en la Region Pampeana, mientras que el
20% restante se destina a produccion de heno y semillas bajo riego en la Patagonia (Rio
Colorado y Rio Negro Valles), Occidental (San Juan y Mendoza) y Noroeste
(principalmente Santiago del Estero). En estas regiones, los rendimientos de semilla
pueden variar de 120 a 700 kg.ha™, con un promedio de 300 kg.ha™* (Basigalup, 2017).

La creciente demanda de semilla de cultivares reconocidos, que se ha observado
desde mediados de la década de 1990, no constituye, por si sola, un factor determinante
para el desarrollo de una industria eficiente en aquellas &reas con elevado potencial
productivo. El pais ofrece posibilidades muy variables, condicionadas no sélo por el suelo
y el clima sino también por muchos otros factores: la polinizacién, el manejo del cultivo,
las practicas de cosecha, la disponibilidad y el manejo del agua de riego, la carencia o no
de infraestructura adecuada, entre las principales.

La mayoria de las areas donde la alfalfa puede ser cultivada con éxito para la obtencion
de forraje, no son precisamente las adecuadas para una eficiente produccion de semilla.
Cuando se desean rendimientos altos, la produccion de semilla debe considerarse como
una industria especializada, separada totalmente de la produccion de forraje. En la
Argentina, la existencia de un mercado que consume mas de 7.000 t por afio de semilla
de alfalfa -cuyo 75% proviene de la importacion- indica claramente que el desarrollo de

una industria especializada no sélo es posible sino también necesario (Basigalup, 2007).

El tratamiento de incrustado

En general, para superar algunas de las condiciones adversas que presentan los lotes
a sembrar los productores aplican productos tales como herbicidas y fertilizantes a toda la
superficie de tierra. Dichas aplicaciones pueden ser costosas y existe el riesgo de
pérdidas econOmicas considerables si el establecimiento es insuficiente o falla por
completo. Un enfoque alternativo es aplicar los productos en "bandas" adyacentes a la
linea de siembra. Otro, aplicarlos en las mismas semillas mediante técnicas de
"incrustado”. El incrustado de semillas proporciona una oportunidad para empaquetar
cantidades efectivas de materiales de tal manera que puedan influir en el microambiente
de cada semilla. Al no tener que tratar el resto del suelo, los agricultores pueden ahorrar

en los insumos requeridos y los costos asociados de aplicarlos. (Scott, 1989)



Es por esto que las empresas dedicadas a la producciéon de semillas de alfalfa han
incorporado esta tecnologia que mejora el desempefio de las semillas. Ofrece proteccion
frente a las enfermedades de implantacion (“damping off’) y al dafio por insectos; al
mismo tiempo favorece la nodulacion y con adecuado manejo se traduce en una
emergencia rapida y uniforme. En Argentina son varias las empresas que disponen de la
infraestructura y aplican el tratamiento profesional de semillas, Nitragin, Rizobacter,
Bayer, Barenbrug-Palaversich y Palo Verde entre las principales.

Segun ISTA (2015), se define a las semillas incrustadas (encostradas) como unidades
gue retienen mas o menos la forma de la semilla, pero con el tamafio y el peso cambiados
en una magnitud variable, mientras que las semillas peleteadas son unidades mas o
menos esféricas, generalmente con una sola semilla incorporada, de tamafio y forma no
tan evidente.

El proceso de incrustado se basa en tratamientos funcionales que utilizan materiales de
relleno y aglutinantes, que modifican la forma y peso de la semilla incorporando
materiales tales como nutrientes y formulaciones plaguicidas destinados a mejorar el
desemperio de las semillas a la siembra (Black et al., 2006).

El incrustado puede ser aplicado tanto a leguminosas como a gramineas, siendo
requisito indispensable que las semillas sean de muy buena calidad: que no presenten
alteraciones en sus cubiertas debido a dafios mecanicos, ambientales y/o bioldgicos; sin
semillas de malezas, inertes ni cuerpos extrafios; que posean buen poder germinativo,
dentro de tolerancias comerciales y que registren una humedad 6ptima, acorde a un buen
almacenamiento segun la especie (Capalbo y Sola, 2007).

La semilla peleteada técnicamente se refiere a una acumulacion de material de
revestimiento, de 8 a 34% del peso de la semilla (Talley, 2012) aunque también se
registran frecuentemente otros valores de incremento.

El peso de 1000 semillas en alfalfa comercial sin tratar fluctia levemente entre 2 y 2,2
g, y dentro de una misma variedad pueden encontrarse diferencias muy importantes en
funcion del origen de la semilla producida y la variacion climatica interanual (Lus, 2013).

Puede verificarse una gran variabilidad en el peso de 1000 semillas de alfalfa a la
cosecha que puede fluctuar entre 1.48 g (Elgasim, 2011) y 3.39 g (Scotti, 2005). Si bien
estos valores extremos no son habituales, es factible encontrar un rango frecuente de
entre 1.7 a 2.7 g (Lus, 2013).



El rango de pesos depende de muchos factores que afectan principalmente el llenado
de la semilla, se amplia y magnifica de modo significativo con el proceso de peleteo (Lus,
2013).

En el caso de la alfalfa los revestimientos (Figura 1) consisten en revestir a la semilla
con una mezcla de rizobios (Sinorhizobium meliloti), un fungicida y/o un insecticida, una
cubierta de carbonato de calcio (material inerte) y una sustancia aglutinante que mantiene

unida la mezcla y le da consistencia (Heritage Seed, 2016).

Bacterias
ineficientes
presentes en suelo

Inoculante con
cepas
seleccionadas

Mayar
concentracidn de
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Fungicida para
control de hangos
del suelo

Semilla: se obtienen mas

Recubrimiento 4
protector de Carbonato plantas por kilo de
de Calcio semilla

Figura 1: Componentes de una semilla de alfalfa incrustada (Nocelli, 2017)

Los componentes del incrustado, al entrar en contacto con el suelo, se disuelven
formando un halo de proteccion alrededor de la semilla que, al germinar, absorbe los
productos. Estos se traslocan a las distintas partes de la plantula, protegiéndola en los
primeros estadios de crecimiento (Capalbo y Sola, 2007).

Los adhesivos (aglutinantes) sirven para unir los materiales a la superficie de las
semillas. El recubrimiento sin ellos, usando por ejemplo agua sola, conducird usualmente
a formar capas fragiles que son muy propensas a la formacion de polvo, agrietamiento y
posterior pérdida del ingrediente activo. Cuando las particulas finas se agitan, como
ocurre en un tambor de recubrimiento, tienden a agregarse naturalmente incluso sin
adhesivos (debido a fuerzas cohesivas mecéanicas, van der Waals y electrostaticas) y por

lo tanto la necesidad de un adhesivo es para asistir a estas fuerzas naturales de



agregacion, mientras que permite que el empaquetamiento de las particulas y la
“densificacion” continue mientras las particulas estan cayendo. Por lo tanto, el adhesivo
requerido no necesita ser extremadamente fuerte, sino que debe ser un adhesivo
apropiado, que tenga afinidad tanto para la capa de semilla natural como para el material
de revestimiento. Sin embargo, el aspecto mas estudiado de los adhesivos utilizados en el
encostrado de semillas no es su capacidad de unién, sino mas bien su efecto sobre la
supervivencia de rizobios después de la inoculacion de la semilla. Los recomendados por
diversos autores incluyen goma ardbiga, metil-celulosa, gelatina y caseina y sales de
caseinato. Sin embargo, la metil celulosa es la mas empleada debido a su facilidad de
uso, disponibilidad, bajo costo y low rate (soluciones al 3% p/v) en comparacion con la
goma arabiga (hasta el 45% p/v) (Scott, 1989).

Dentro de los materiales de relleno, también llamados inertes, podemos encontrar cal,
yeso, dolomita o fosfato de roca. Otros materiales mencionados en la literatura incluyen
minerales arcillosos tales como montmorillonita y vermiculita (Scott, 1989). Si bien la
informacion sobre el material de revestimiento actualmente es escasa, podria decirse que
el mas utilizado es el Carbonato de Calcio, el mismo ayuda a optimizar el nivel de pH
inmediatamente alrededor de la semilla en germinacion, lo que promueve una absorcion
de humedad mas rapida por parte de la semilla y un mejor establecimiento (Heritage
seeds, 2018). Sin embargo el principal objetivo es proteger a los rizobios contrarrestando
la acidez del suelo o de los fertilizantes cerca de la semilla. También asegura una mejor
supervivencia de los mismos cuando los retrasos entre el tratamiento de incrustado y la
siembra son inevitables (Gemell y McDonald, 2017).

El agregado de fungicidas proporciona proteccién a la plantula contra enfermedades de
hongos de suelo, principalmente “damping off’, causada por Pythium spp. y/o Phytophtora
megaspermaf. sp. medicaginis. Esta protecciébn es particularmente util cuando las
condiciones ambientales (alta humedad y temperaturas moderadas a bajas) favorecen el
ataque de esos patdgenos a las plantulas (Odorizzi et al.,, 2017). Se han desarrollado
nuevos fungicidas que no sélo proporcionan alguna accién protectora sino que también
pueden tener un efecto curativo en algunas enfermedades. Un ejemplo de un fungicida de
este tipo es el metalaxil, que es mas eficaz en el control de las enfermedades de Pythium
y Phytophthora cuando se aplica a las semillas que los aerosoles foliares. Resultados

experimentales obtenidos por Gonzalez S. (2013) en Uruguay muestran la eficiencia de



varios agroquimicos en el control de “damping off” entre ellos el metalaxil, sin embargo
este principio no controla eficientemente Fusarium ni Rhizoctonia por lo que se sugiere
mezclarlo con otros principios activos como carbendazim, tiram, fludioxinil (Gonzalez,
2013) Las mejoras en las formulaciones de fungicidas han dado como resultado una
adhesion mucho mejor del fungicida a las semillas y menos espolvoreo, con el resultado
de que los riesgos para los operarios se reducen y la eficacia aumenta. Otros desarrollos
en los tratamientos con semillas de fungicidas que pueden conducir a un control mas
efectivo de las enfermedades, incluyen el uso de sistemas de administracion de
disolventes que pueden mejorar el control de los hongos dentro de la semilla y la mejora
de las practicas de control integrado (Scott, 1989).

Los incrustados de semillas que contienen insecticidas o acaricidas se han utilizado
ampliamente en muchas especies de plantas, a menudo en combinacién con fungicidas.
El uso de insecticidas aplicados a la semilla es una practica que, para muchas plagas, es
mas apropiada para el control integrado, que la pulverizacion general, ya que se usa
menos producto quimico y se localiza en el area donde se necesita. Al igual que con los
fungicidas, los insecticidas utilizados en las semillas deben ser compatibles con cualquier
otro plaguicida que se utilice (Scott, 1989). El agregado de insecticidas otorga proteccién
temporaria contra insectos de suelo, pulgones y trips, plagas que pueden ser muy
determinantes en las etapas de emergencia e implantacion del cultivo (Odorizzi et al.,
2017).

En cuanto al almacenamiento de semillas de alfalfa curadas con insecticidas, Gonzalez
(2013) evalu6 que los insecticidas curasemillas no tuvieron efecto sobre el vigor de las
semillas de alfalfa hasta 6 meses de almacenamiento.

Ensayos a campo han demostrado la eficiencia de la técnica de incrustado en distintas
especies. En alfalfa, por ejemplo, con la inclusién del fungicida Apron Gold en el
pildorado, se obtuvieron mejores implantaciones en Rafaela, Santa Fe (Capalbo y Sol4,
2007). Los valores de eficiencia de implantacion usando semillas incrustadas se
incrementan cuando al fungicida se suma un insecticida (Capalbo y Sola, 2007).

El incrustado también es usado para facilitar la siembra de precision, al generar una
semilla con forma pareja, sobre todo las que son muy pequefias o0 brozosas que dificultan

la dosificacion de la maquina sembradora.



Todas las leguminosas utilizadas en la agricultura pueden usar nitrdgeno atmosférico
una vez que es "fijado" dentro de los nédulos en sus raices por una bacteria del suelo, del
género Rhizobium. Los rizobios reciben sustancias de crecimiento de la leguminosa, y la
leguminosa recibe compuestos de nitrégeno para su crecimiento a partir de los rizobios.
Es decir, el rizobio y la planta de leguminosas viven juntos en una relacién simbidtica o
mutuamente beneficiosa (Gemell y McDonald 2017). Pero para que se produzca esta
simbiosis bacterias-raiz deben ponerse en contacto mediante la inoculacion. Con este
proceso se logra que la simbiosis no dependa de las bacterias que se encuentran
naturalmente disponibles en el suelo sino que se ponen en contacto con la raiz bacterias
especificas con un nivel de infectividad y efectividad muy superior a las que se hallan en
la naturaleza (Parera, 2011).

El proceso de inoculacion se refiere principalmente a la eleccién de un cultivo de
rizobios viables de la cepa apropiada contenida en un vehiculo o medio adecuado y
aplicandolo a la semilla del hospedador de leguminosas. EI método mas comun de
inoculacion es aplicar los rizobios dentro de un recubrimiento sobre la superficie de la
semilla, usualmente empleando un adhesivo que mejora la unién del in6culo a la semilla 'y
ayuda a la supervivencia de los rizobios hasta la siembra (Scott, 1989). El Rhizobium en
la semilla recubierta y pre-inoculada puede morir si se almacena demasiado tiempo o0 en
temperaturas calidas durante periodos prolongados de tiempo. La semilla misma no
pierde viabilidad, pero el Rhizobium en el recubrimiento de semillas ya no puede ser
viable. Al igual que con todos los inoculantes de rizobios, la semilla recubierta debe
mantenerse en lugar frescoy seco (Leep et al., 2012).

Los tratamientos de incrustado son disefiados para imponer una minima barrera
mecanica o fisiolégica a la germinacion; algunos se desintegran rapidamente mientras
gue otros se separan de la semilla luego de la imbibicion. Ademas, los materiales usados
pueden ser adaptados para modificar la disponibilidad de agua para la semilla y el
intercambio gaseoso, controlando asi el tiempo de germinacion y emergencia, evitando un
bajo establecimiento de plantulas. (Black et al., 2006)

El uso de materiales coloreados en el incrustado permite al semillero identificar las
diferentes variedades de semillas y también los diferentes tratamientos aplicados a una

misma especie. Al mismo tiempo se realiza para que sean mas atractivos a la venta y



para que puedan ser visualizados con facilidad cuando se siembran (control de
profundidad y espaciamiento) (Black et al., 2006).

La cantidad de inertes agregados a la semilla en el proceso de incrustado suele ser
variable, desde 10 a 80% de peso con relacion al peso de la semilla natural.

Por ello, con la semilla incrustada, se debe prestar atencién a la densidad de siembra,
dado que determina cual sera el ndmero inicial de plantas por unidad de superficie
(Odorizzi et al., 2017). Por lo general, la densidad de siembra utilizada (10-12 kg/ha)
incorpora aproximadamente unas 350-450 semillas por m2, de las cuales, muchas veces,
solo se logra implantar un 15-20% (INTA, 2008).

La mayor parte de la semilla de alfalfa que se encuentra en el mercado posee algun
tipo de tratamiento, es muy dificil encontrar semillas en estado natural, sin ninguna
cobertura. Sin embargo, los beneficios que aporta esta técnica pueden verse
neutralizados por un incremento excesivo en el peso del incrustado que afecte
significativamente la poblacion de plantas lograda (Odorizzi et al., 2017). El uso de
semillas incrustadas requiere que el productor realice ajustes en la densidad de siembra
para lograr sembrar el nimero de semillas requerido considerando el peso de las semillas
en el célculo de la densidad. Esto es particularmente importante porque el productor
usualmente no corrige la densidad de siembra en funcion del incrustado, sino que tiende a
utilizar una cantidad fija de kg/ha, independientemente del tratamiento que tenga la
semilla (Odorizzi et al., 2017).

Otro aspecto a considerar es el costo de las semillas. Cuando la semilla esta
peleteada, si el precio por kg es el mismo que sin encostrado, el costo de cada semilla
individual es mas elevado que el de la semilla sin tratar. Pero el costo por unidad de peso
(kg) habria que determinarlo segun el costo de cada ingrediente, que en general es menor
porque los ingredientes, particularmente el carbonato de calcio, que es el de mayor peso
relativo, son mas baratos que la semilla. En ese caso, cuanto mayor sea el peso agregado
menor sera el costo del kg de semilla producida. Esto no siempre se refleja en los precios
de las semillas en el mercado.

Se desconoce si la variacion en la cantidad de inerte agregado a la semilla en el
proceso de incrustado puede provocar diferencias en el desempefio de las semillas. Estos
efectos incluyen tanto la germinacion inmediata como luego de almacenamiento, el vigor

de las semillas y la eficiencia de implantacion.
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Hipotesis
Los tratamientos de incrustado de semillas tienen efecto sobre la germinacion y el vigor

de las semillas de alfalfa.

Objetivo general
Evaluar el efecto de los tratamientos de incrustado sobre la germinacion de semillas de
alfalfa para contribuir a la definicion de las tecnologias de tratamientos de semilla de

alfalfa de pos-cosecha.

Objetivo especifico

Evaluar en condiciones de laboratorio el efecto de cuatro tratamientos de incrustado, en
diferentes lotes de semilla de alfalfa sobre: a) la germinacion en el momento inmediato
posterior al tratamiento y luego de 11 meses de almacenamiento; b) germinacion en

sustrato con tierra; y c) sobre el vigor de las semillas.

Palabras clave: desempefio, almacenamiento, vigor.

11



Materiales y métodos
Material vegetal

Se emplearon semillas de alfalfa de doce lotes correspondientes a variedades que
fueron aportadas por las empresas Rizobacter, Palo Verde, Barenbrug y Cereagro. En
todos los casos las semillas incorporadas a este trabajo se obtuvieron en condicién
natural, sin tratamientos quimicos de post-cosecha (Tabla 1). Cada empresa aporté dos

kilogramos de semilla de cada lote.

Tabla 1: Lotes de semilla de alfalfa empleados en los ensayos, con la indicacion del nimero de

registro de entrada del laboratorio, la variedad y la empresa que lo aporto.

N° Laboratorio Variedad Empresa aportante
47 Key Il Rizobacter-Pergamino
48 Carabela Rizobacter-Pergamino
49 Mecha Rizobacter-Pergamino
50 Salina Palo Verde-Pergamino
51 Pulmari Palo Verde-Pergamino
52 Traful Palo Verde-Pergamino
53 P 205 Barenbrug-Pergamino
54 Baralfa 85 Barenbrug-Pergamino
55 Sardi 10 Barenbrug-Pergamino
56 Bar M59242 Barenbrug-Pergamino
57 P 30 Barenbrug-Pergamino
58 Siriver Grupo 8 Cereagro-Junin

Se evalu6 la calidad inicial de las muestras obtenidas realizdndose las
correspondientes pruebas de poder germinativo, humedad y peso de 1000 semillas,
segun las normas ISTA (2015), y conductividad eléctrica.

La prueba de conductividad eléctrica se realiz6 mediante la siguiente metodologia
adaptada de la propuesta por ISTA para arveja. Se realizaron 4 repeticiones de 100
semillas, sumergidas en 50 mililitros de agua desionizada, se incubaron en camara a

20°C, realizandose lecturas de conductividad después de 1, 3, 6 y 24 horas.

12



Los datos observados para las condiciones iniciales se analizaron mediante un analisis
de la varianza (ANOVA). La comparacion de medias de tratamiento se realiz6 mediante el
test de las diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher (p<0.05).

Los resultados arrojados por estas pruebas de caracterizacion inicial fueron, a criterio
de los evaluadores, aceptables para trabajar con los doce lotes aportados por las
diferentes empresas. Estos lotes tuvieron un poder germinativo (PG) mayor a 60% y una
conductividad eléctrica menor a 385 pS.cm™.gr.

En las pruebas de vigor y de “almacenamiento” de un afo se utilizaron sélo cuatro
lotes: 50, 53, 55 y 56. Los mismos fueron seleccionados en funcion de los resultados

obtenidos en la caracterizacion inicial.

Tratamientos de Incrustado

Se evaluaron cuatro tratamientos de incrustado, consistentes en diferentes cantidades
de agregado de inerte: 0 (T1), 25% (T2), 50% (T3) y 75% (T4) respecto al peso inicial de
las semillas. Los productos: fungicida, insecticida e inoculante, se aplicaron en las mismas
dosis para todos los tratamientos que recibieron incrustado. El control o testigo fue la
semilla sin tratar de cada lote.

Los productos aplicados a las semillas fueron:

a. insecticida Tiametoxam a razén de 300 mililitros cada 100 kilogramos de semilla;
b. fungicida Metalaxil con una dosis de 50 mililitros cada 100 kilogramos de semillas;
c. inoculante, con una dosis de 2.4 litros cada 100 kilogramos de semilla.

No se dispone del nombre comercial del inoculante ni del adhesivo ya que forma parte
de la informacién confidencial de la empresa Rizobacter, condicion aceptada al programar
este trabajo.

Las semillas tratadas fueron almacenadas en camara seca, a temperatura de 20°C, en

sobres de papel, sin control de humedad, hasta la finalizacién del trabajo.

Disefio del experimento
En los ensayos realizados en este trabajo se evaludé el efecto de los distintos
tratamientos sobre la germinacion de las semillas de alfalfa para cada lote. Estas

evaluaciones del poder germinativo se realizaron en diferentes momentos:
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a- inicialmente cuando las semillas no poseian ningan tratamiento (Prueba de
germinacion sobre papel).

b- inmediatamente luego de la aplicacion de los tratamientos (Prueba de germinacion en
rollos).

c- a los 5 meses de aplicados los tratamientos (Prueba de germinacion en tierra).

d- luego de 11 meses de aplicados los tratamientos (Prueba de germinacion en rollos).

Finalmente también se evalud el vigor de las semillas tratadas después de 6 meses de
aplicar el tratamiento.

Para cada evaluacién realizada, en rollos, en tierra con arena y luego de un afio, se
llevaron adelante experimentos mediante un disefio DCA con arreglo factorial con cuatro
repeticiones. El factor Tratamiento, con cuatro niveles y el factor Lote con doce niveles.
Las comparaciones multiples se realizaron a través del test LSD de Fisher (p<0.05).

Cada unidad experimental consistié de una muestra de 100 semillas para las pruebas
de Germinacién (sobre papel, en rollos y tierra) y de 25 semillas para la prueba de Vigor.
Cada combinacion (Tratamiento y Lote) se asigné a las unidades experimentales
aleatoriamente.

Para cada analisis se comprobd el cumplimiento de los supuestos y se utilizd el
software InfoStat (Di Rienzo et al., 2013).

Descripcion de los ensayos (metodologia)

Las pruebas de germinacion se realizaron siguiendo las normas ISTA (2015).

La prueba de germinacion inicial, antes de aplicar los tratamientos de incrustado se
realizo sobre papel. Cada repeticion, de 100 semillas se sembré sobre una toalla de papel
(Valot Supreme, 33 g.m?), humedecida con 30 ml de agua, ubicada en una bandeja
plastica, luego cubierta con una bolsa de polipropileno para evitar la pérdida de humedad.
Estas bandejas se llevaron a una camara a 20°C, con un fotoperiodo de 8 horas. Después
de 10 dias se realizaron las evaluaciones de Poder Germinativo (PG) (ISTA, 2015)
contabilizando el numero de plantulas normales, el numero de plantulas anormales, el
namero de semillas muertas, el nimero de semillas duras y el nimero de semillas
frescas. Luego se calcul6 el porcentaje de plantulas normales (PPN), el porcentaje de

plantulas anormales (PPA), el porcentaje de semillas muertas (PSM) y porcentaje de
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semillas duras (PSD). Adicionalmente se calcul6 el poder germinativo (PG) como la suma
de PPN mas PSD.

El Peso de 1000 semillas, evaluado en el momento inicial, se determin6 mediante 8
repeticiones de 100 semillas segun ISTA (2015).

Inmediatamente después de la aplicacion de los tratamientos, se realizé la prueba de
germinacién en rollos. Esta prueba sigue una metodologia similar a la prueba de
germinacion sobre papel, con la diferencia de que en este caso se emplearon papeles en
forma de rollo (ISTA, 2015). Las condiciones en las que se llevé a cabo esta prueba
fueron las mismas que para la germinacion sobre papel y en la evaluacion de la
germinacion a los once meses.

Para la prueba de germinacion en tierra, se tomaron muestras de un lote sembrado con
Alfalfa en la localidad de Roca. En laboratorio las pruebas se hicieron en bandejas
plasticas donde se colocé una mezcla de tierra y arena en la proporcion 2:1
respectivamente. El contenido de humedad del sustrato fue de 17+ 0.5%, sobre base
seca. En cada bandeja se colocaron 400 gramos de la mezcla y se sembraron 100
semillas en cada una, correspondientes a cada lote, tratamiento y repeticion. Luego
fueron cubiertas con 200 gramos de sustrato formando una capa de 3 mm. Las
condiciones de temperatura y fotoperiodo de la camara de incubacion fueron las mismas
gue las empleadas en los ensayos de germinaciéon en papel. Esta prueba se realiz6 a los
5 meses de la aplicacion de los tratamientos. La evaluacion se realizo segin normas ISTA
(2015), aplicada a los ensayos de germinacion de la especie.

En la prueba de vigor, realizada también en rollos y siguiendo la misma metodologia,
se contabilizaron las plantulas normales y sobre ellas se evalu6 el largo de las plantulas,
la materia fresca y la materia seca. A los nueve dias se realizé la evaluacion para calcular
un indice de vigor en base al largo de las plantulas, discriminadas segun midieran 1, 3, 5
0 7 cm. Se empleo la siguiente formula:

(P1x1) + (P3x3) + (P5x5) + (P7x7)

N° total de plantulas

P1: Numero de plantulas de 1 cm de longitud.
P3: Numero de plantulas de 3 cm de longitud.
P5: Numero de plantulas de 5 cm de longitud.

P7: Numero de plantulas de 7 cm de longitud.
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Para la determinacion de la MS individual, se realiz6 el calculo del peso promedio por
plantula.

La aplicacion de los tratamientos de incrustado se realizé en el Seed Care Institute de
la empresa Rizobacter S.A., en Pergamino, quién ademas aportd los materiales para el
tratamiento de incrustado de las semillas, mientras que las evaluaciones posteriores se
realizaron en el Laboratorio de Andlisis de Semillas de la Estacion Experimental

Agropecuaria (EEA) INTA Pergamino.
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Resultados
Calidad inicial de los lotes antes de la aplicacién de los tratamientos

Las doce muestras de semillas de alfalfa utilizadas para el trabajo fueron evaluadas
mediante pruebas de humedad, peso de mil semillas, germinaciéon y conductividad

eléctrica (CE).

Germinacion

El andlisis de la varianza para el porcentaje de plantulas normales, anormales, semillas
muertas y duras, entre los diferentes lotes, indicO que existen diferencias significativas (p
value= <0.0001, 0.0005, <0.0001, <0.0001, respectivamente). La tabla 2, muestra los
resultados de las comparaciones multiples y los promedios de PG para cada uno de los
lotes.

Tabla 2: Germinacién inicial de los lotes: PPN, PPA, PSM, PSD y PG.

Porcentaje Plantulas Por,centaje Porceptaje Porcentaje Semillas Po_de:_

Lote Normales (PPN) Plantulas Semillas Duras (PSD) germinativo

Anormales (PPA) Muertas (PSM) (PPN+PSD)
56 84.25 A 10.25 C 4.0 B 15 E F 85.8
54 8375 A B 13.25 B C 1.50 B 15 E F 85.3
50 8225 A B C 8.50 C 2.00 B 73 CD 89.5
51 77.50 B CD 1700 A B 0.75 B 48 D 82.3
47 77.50 B CD 9.25 C 3.25 B 10.0 B C 87.5
55 76.50 CD 1850 A 4.75 B 0.3 F 76.8
48 76.50 C D 10.00 C 1.75 B 11.8 B C 88.3
57 76.00 CD 1700 A B 6.50 B 05 E F 76.5
52 72.75 D E 12.00 C 3.75 B 115 B C 84.3
49 7125 D E 10.75 C 3.75 B 143 B 85.5
53 67.75 E 8.50 C 1.75 B 220 A 89.8
58 60.00 F 11.75 C 2625 A 2.0 E 62.0

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Los lotes presentaron un PG promedio mayor al 60 %.

El lote 58 es el que presentd el menor PG (62%), diferenciandose del resto.

Los lotes 55 y 57, con 76% de PG tuvieron un porcentaje de semillas muertas entre 4.8
y 6.5%. Solamente el lote 58 con 62% de PG tuvo un elevado porcentaje de semillas

muertas (26%).
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Los lotes de buen poder germinativo, superior al 80%, presentaron variabilidad en el
porcentaje de semillas duras, de 1.5 a 22%, y los porcentajes de semillas muertas fueron

inferiores al 4%.

Humedad inicial, conductividad eléctrica, peso de las semillas

Los valores promedio del peso de mil semillas variaron entre 2.1y 2.6 g. Este rango de
valores esta dentro de los considerados normales para las semillas maduras de la especie
(Lus, 2013).

En cuanto al contenido de humedad, solamente el lote 58 presentd un valor elevado
(9.6%), el cual supera las recomendaciones para el almacenamiento seguro de la
especie. Semillas con contenidos de humedad inferiores a 9%, en ambientes con
temperatura promedio inferiores a 25°C, conservan su viabilidad por més de tres afios
(Justice y Bass, 1978)

Tabla 3: Humedad inicial, conductividad eléctrica (24 horas) y peso de mil semillas

correspondientes a cada lote.

Lote Humedad (%) CE (uS.cm™g® P1000 (g)
56 6.68 F 252 B 2.4 D E
54 8.85 B 255 B 2.2 G
50 7.89 D 186 D 25 B
51 7.95 D 193 D 26 A
47 8.72 B C 192 D 21 H
55 8.00 D 250 B 26 A
48 8.50 C 213 C 2.1 H
57 7.91 D 227 C 2.4 F
52 7.56 E 189 D 26 B
49 6.24 G 193 D 24 E
53 8.78 B C 271 B 2.5 C D
58 9.64 A 381 A 2.5 B C

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

En los lotes de alfalfa los valores de conductividad eléctrica a las 24 h estuvieron

comprendidos entre 186 y 381 uS.cm™.g' Esta prueba, que ain no ha sido
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estandarizada carece de valores de referencia para la especie. En la Figura 2 se indica la

evolucién de la conductividad desde el inicio hasta las 24 h.
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Figura 2: Evolucion de la CE (uS.cm™.g-") alas 0, 1, 3, 6 y 24h segun los doce lotes evaluados.

Se destaca una mayor conductividad en el lote 58, el cual superé significativamente a
los once restantes y coincidi6 con el menor valor de poder germinativo de los lotes
evaluados. Los demés lotes cubren un rango de conductividad que va de 271 a 186
uS.cm®.g? y reflejan una amplia variabilidad en este parametro. EI menor valor de
conductividad pertenecié al lote que obtuvo uno de los mayores valores en el poder

germinativo (lote 50) (Tablas 2 y 3).
Para evaluar el grado de similitud entre los lotes de semillas a partir de la correlacion

entre las variables evaluadas se realizé un analisis multivariado, el mismo consistid en un

analisis de conglomerados y un analisis de los componentes principales.
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Figura 3: Agrupamiento de los doce lotes de alfalfa, por similitud de caracteres (dendograma) a

una distancia euclidea de seis.

Fijando un criterio de corte arbitrario en la distancia 6, los lotes quedan ubicados en
cinco grupos. Tres de ellos con un solo integrante que corresponde a los lotes 53, 56 y 58.
Un cuarto grupo integrado por los lotes 54, 57, 55 y 51 y finalmente el quinto grupo
integrado por los lotes 52, 49, 50, 48 y 47.
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Figura 4: Biplot. Andlisis de los componentes principales. N: porcentaje de plantulas normales, A:
porcentaje de plantulas anormales, D: porcentaje de semillas duras, M: porcentaje de semillas

muertas.

La figura 4 muestra una representacion plana de todas las variables, Humedad inicial,
CE alas 24 hs, PPN, PPA, PSD y PSM. El biplot contiene el 75.6% de la informacion de
la variabilidad de los datos, es decir, podemos interpretar las posiciones de los puntos con
pérdida de informacion minima.

Se puede observar que las variables Humedad y CE tiene una correlacion alta y
positiva y lo mismo ocurre con cada una de ellas y PSM, es decir valores altos de
humedad y valores altos de CE esta asociados con porcentajes altos de semillas muertas.
Adicionalmente, valores altos de humedad, conductividad eléctrica y PSM se asocia
fuertemente con valores bajos de PPN. Dentro de estas caracteristicas se encuentra el
lote 58, el cual se presenta como un lote separado diferencidndose del resto de los lotes
en el dendograma de la figura 3. El Lote 53 también aparece como un lote separado del
resto, presentado caracteristicas similares al lote 58, excepto que el PSM fue menor y
presentd un alto valor en el PSD.

En cuanto a los lotes:

Los lotes 54, 55 y 57 estan en el mismo grupo, con alto PPA, bajo PSD y conductividad

superior a 220.
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En el cuadrante inferior izquierdo se ubican los lotes 51 y 56, con PPN mayor a 77%,
PPA mayor a 10% y valores de conductividad a las 24 h distantes, con 193 y 252 ps.cm’
g, respectivamente.

En el cuadrante superior izquierdo los lotes 47, 48, 49, 50 y 52: presentan
conductividad entre 186 y 213 ps.cm™.g*, porcentaje de humedad entre 6.24 y 8.72%,

semillas muertas inferior a 3.8% y PPN entre 71y 82.3%.

Los lotes evaluados en el trabajo pueden ser considerados representativos de la
calidad de semillas encontradas en el comercio. También fue incluido un lote con bajo

poder germinativo y elevado numero de semillas muertas (Lote 58).

Germinacion de los lotes inmediata a la aplicaciéon de los tratamientos

Se presentan los resultados de plantulas normales, anormales y de semillas muertas.

Porcentaje de plantulas normales

Del analisis de los resultados de la evaluacion de las plantulas normales resulté una
interaccion significativa entre los tratamientos y los lotes (pvaie<0,0001) (Anexo x). El lote
namero 54 fue eliminado en la prueba de germinacion en rollos debido a un error en la

siembra del ensayo, por lo tanto se analizaran los 11 lotes restantes.

Lote 47 A Lote 48 B
100,00+ 100,00
i A
87,50 A A A A 87,50 B
i——l/!_“'. B
Zz 75,00 Zz 75,00
62,501 62,501
50,00 . . . ; 50,00 . . ; ;
1 2 3 4 1 2 3 4
Trat Trat
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Figura 5: Porcentaje de plantulas normales promedio (N=PPN) para cada tratamiento, segun lote.

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Se observa que en los lotes 47, 49, 51 y 56 no se produjeron diferencias significativas
entre los tratamientos (Figura5 A, C, E, I).

En el lote 48 el mayor PPN promedio se dio en los tratamientos T2 y T3 con 87.75 y
90.25% respectivamente sin diferencias entre ellos. Entre T1 y T4 no hubo diferencias en
PN, con 79.5 y 80.0% respectivamente (Figura 5 B).

En el lote 50 el tratamiento T3 difiere significativamente de T1 y T2, sin diferencias con
T4. Estos tres ultimos no difieren entre ellos (Figura 5 D).

En los lotes 52, 53 y 57 hay una marcada diferencia significativa entre los tratamientos T1
y T4. En el caso del lote 52 el mayor PPN se da en el testigo (T1), caso contrario a lo que
ocurre en los lotes 53 y 57, donde el mayor PPN corresponde al T4 (Figura 5 F, G, J).

En el lote 55 los tratamientos T1 y T2 no tuvieron diferencias entre ellos y presentaron el
mayor PPN, mientras que T3 y T4, sin diferencia entre ellos, tuvieron el menor PPN
(Figura 5 H).

Por ultimo, el lote 58 tuvo los menores valores de PPN comparado con el resto de los
lotes. Los tratamientos T3 y T4 fueron significativamente mayores, sin diferencias entre

ellos (Figura 5 K).
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Porcentaje de plantulas anormales

Esta variable también presentd interaccion significativa entre los tratamientos y los lotes

(Pvaie<0,0001), por lo cual ambos factores se analizan en conjunto.

Lote 47 Lote 48 B
30,00 30,00
22,50 22,50
< 15,007 & 15,00 n g
g bl vl el my ves
7,50 7,50
0,00 T T T T 0,00 T T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
Trat Trat
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i 5 —5—4& AR amD
7,50 7,50 A A-B
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1 2 3 4 1 2 3 4
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Lote 51 Lote 52 F
30,00 30,00
22,50 22,50
A A-B
< 15‘00_ !V!\!B/. 15‘00_ A
A A
7,50 7,50 EA/}——!’/’E
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1 2 3 4 1 2 3 4
Trat Trat
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Figura 6: Porcentaje de plantulas anormales promedio (A=PPA) para cada tratamiento, segun lote.

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

En los lotes 47, 48, 49, 52, 53, 56 y 58 no se presentaron diferencias de PPA entre los
niveles de cada tratamiento de incrustado. En el lote 50 hubo diferencia significativa entre
los tratamientos T1y T4 (Figura 6 A, B, C, F, G, |, K).

En los lotes 51 y 55 los tratamientos T1, T3 y T4 no tuvieron diferencias entre ellos. Pero

a pesar de esta similitud existe una diferencia importante entre estos lotes, si observamos
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el tratamiento T2 en el lote 51 tuvo el mayor PPA mientras que en el lote 55 fue el menor

(Figura 6 E, H).

Por dltimo, en el lote 57 los tratamientos T1 y T2 presentaron mayor PPA que los

tratamientos T3y T4 (Figura 6 J).

Porcentaje de semillas muertas

La interaccion entre las variables analizadas fue significativa, presentando un pyaue

<0,0001. Los lotes 58, 55 y 57 presentaron valores superiores al 9% de semillas muertas

en alguno de sus tratamientos. El resto de los lotes no superaron ese valor.
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Figura 7: Porcentaje de semillas muertas promedio (M=PSM) para cada tratamiento, segun lote.

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

En los lotes 47, 49, 51, 52, 53 y 56 los tratamientos de incrustado no presentaron
diferencias significativas entre ellos (Figura 7 A, C, E, F, G, I). Los valores de semillas
muertas no superaron el 7% en ningun tratamiento.

En el lote 48 el testigo T1 no difiere de ninguan tratamiento de incrustado. Mientras que T4
superaa T2y T3 (Figura 7 B).

En el lote 50 se destaca el T3 que supera a los tratamientos T1 y T2 sin diferencia con T4
(Figura 7 D).

Al analizar los lotes con porcentajes de semillas muertas superiores al 9%, en alguno de
sus tratamientos, se observa que el lote 55 es un caso especial, donde sélo el testigo se
diferencia del resto con un porcentaje menor de semillas muertas (Figura 7 H). En el lote
57 se observa que ninguno de los tratamientos se diferencia significativamente del testigo
(T1) (Figura 7 J). Por ultimo, en el lote 58, el testigo T1 se diferencia de los tratamientos

T3y T4, pero no del tratamiento T2 (Figura 7 K).

Germinacion de los lotes en sustrato tierra

Se presentan los resultados obtenidos en porcentajes de plantulas normales y anormales

y de semillas muertas.

Porcentaje de plantulas normales

En esta prueba la interaccion fue significativa entre las variables tratamiento y lotes
(pvaie<0,0001). En la mayoria de los lotes hubo una marcada diferencia entre el testigo y
los tratamientos de incrustado, los cuales presentaron un mayor porcentaje de plantulas

normales. Los lotes que no siguieron este comportamiento fueron 53, 54, 56, 57 y 58.
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Lote 55 | Lote 56 J
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Figura 8: Porcentaje de plantulas normales promedio (N=PPN) obtenidas en el ensayo de
germinacion en tierra correspondiente a cada tratamiento, segun lote. Letras diferentes indican

diferencias significativas (P<0.05).

En los lotes 54, 56 y 57 los tratamientos no presentaron diferencias significativas entre si
(Figura 8 H, J, K). En cambio en los lotes 53 y 58 los tratamientos T2, T3 y T4 son
estadisticamente iguales entre ellos (Figura 8 G, L).

En los demas lotes (47, 48, 49, 50, 51, 52 y 55) el testigo T1, presenté menor PPN y fue
diferente a todos los tratamientos con incrustado sin diferencia significativa entre estos
altimos (Figura8 A, B, C, D, E, F, I).
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Porcentaje de plantulas anormales
La interacciéon en este caso no fue significativa (pvae: 0,0913) por lo tanto las variables se

analizan por separado.

19,341

16,021

AB
AB
AB | as | &

BC
< 12717

BCD| BCD

9,40 CDE| DE

6,09

51 52 48 50 43 56 47 55 54 58 57 53
Lote

Figura 9: Porcentajes de plantulas anormales promedio (A=PPA) correspondientes a cada lote.

Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05).

Los valores de PPA que presentaron los lotes estan comprendidos entre 7 y 18%. Los
lotes con mayores valores fueron 48, 49, 50, 51 y 52 mientras los menores fueron los
lotes 53, 57 y 58 (Figura 9).

19,78
17,16
< 14,544
11,82

3

Tratamiento

Figura 10: Porcentajes de plantulas anormales promedio (A=PPA) correspondientes a cada

tratamiento. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05).

32



Todos los tratamientos de incrustado produjeron menor PPA que el testigo, con
diferencias entre cercanas al 10%.

Porcentaje de semillas muertas

En este caso la interaccion entre las variables fue significativa, pyaue<0,0001.
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Lote 53 G Lote 54 H

45,00 45,00
33,75 33,75
s 22,50 s 22,50
A A A A
11'25_ A-B A-B B 11,25' E\.i/,__./i
0,00 T T T T T 0,00 T T T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
Trat Trat
l
Lote 55 | Lote 56 J
45,00 A 45,00+

33.75- i\iB,_{B/.A-B 33,75-
s 2250 s 22501

A A
11,25 11,25- l\.A/!\iA
0,00 T T T T T 0,00 T T T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
Trat Trat
|
Lote 57 K Lote 58 L
45,00+ 45,00+ A A
i .
33,751 33,75
s 22501 A s 2250
11,25- S e 11,251
0,00 T T T T T 0,00 T T T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
Trat Trat

Figura 11: Porcentajes de semillas muertas promedio (M=PSM) para cada tratamiento, segun lote.

Letras distintas indican diferencia significativas (P <0.05).

En los lotes 54 y 56 no existieron diferencias significativas entre los tratamientos (Figura
11 H, J). Pero en los lotes 47, 48, 49, 50, 51 y 52, el tratamiento T1 se diferencio
significativamente de los demas, con valores que van desde 18 hasta 37% de semillas
muertas segun el lote (Figura 11 A, B, C, D, E, F).

En el lote 53 la diferencia significativa se dio entre el testigo y el T4, mientras que en el
lote 57 la diferencia se dio entre el testigo y T3 (Figura 11 G y K).
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En el lote 55 los tratamientos de incrustado disminuyeron el PSM, sin diferencia entre T1y

T4. Tampoco hubo diferencias significativas entre los tratamientos T2, T3y T4 (Figura 11

).
En el lote 58 el T4 disminuyd significativamente el PSM. Los demas tratamientos no

presentaron diferencias entre ellos (Figura 11 L).

Ensayo de vigor

Se evalué el indice de vigor y la materia seca de las plantulas normales logradas.

indice de vigor

6,014

5494

Indice de longitud
oy
w
-1

4454

392 T T T T 1
1 2 3 4

Tratamiento

|+Lme50 —m—Lote 53 O Lote5 —@—Lote 56 |

Figura 17: indice de vigor correspondientes a cada tratamiento, segun lote. Para cada lote letras

diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

En los lotes 50 y 53 los tratamientos no presentaron diferencias significativas entre ellos.
En el lote 55 el testigo T1 no present6 diferencia con ninguno de los otros tratamientos.
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Pero en el lote 56 solo se diferencio el tratamiento T3 con un indice significativamente

menor (Figura 17).

Materia seca individual
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2,254 M 2,254 ‘f_‘/l—B———"’/
%] i %) i
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1 2 3 4 1 2 3 4
Trat. Trat.

Figura 18: Materia seca individual (MSI) de plantulas correspondientes a cada lote y tratamiento.

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

En los lotes 50 y 53 la produccion de la materia seca individual (MSI) de las plantulas
tuvo el mismo comportamiento. Los tratamientos T1 y T2 no tuvieron diferencias
significativas y lo mismo sucedio con los tratamientos T3 y T4 (Figura 18 Ay B).

En los lotes 55 y 56 los tratamientos de incrustado provocaron incrementos en la materia
seca de las plantulas. EI menor valor correspondio al testigo sin tratar con diferencias
significativas respecto a todos los otros. T2 y T3 no se diferenciaron entre ellos en el lote
56 pero si en el 55 (Figura 18 C y D).
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En ningln caso la materia seca del testigo superd la MS de plantulas obtenidas de

semillas incrustadas.

Germinacion luego de un afo

En esta prueba se analizaron los cuatro lotes seleccionados en la caracterizacion inicial.

Porcentaje de plantulas normales promedio

En este caso, los lotes y los tratamientos no presentaron interaccion entre ellos (pvae:

0,1902), por lo tanto cada factor se analiz6 por separado.

91,99+ A

82,99 B

c

Zz 73994

64,99

D
5599 E .
50 53 56 55

Lote

Figura 12: Porcentaje de plantulas normales promedio (N=PPN) correspondiente a cada lote de

semillas; promedio. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Todos los lotes evaluados difirieron en el PPN entre ellos.
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Figura 13: Porcentaje de plantulas normales promedio (N=PPN) correspondiente a cada

tratamiento de incrustado. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

El dnico tratamiento que difiri6 estadisticamente del resto es el tratamiento T3 que

presentd el mayor niumero de plantulas normales.

Porcentaje de plantulas anormales
Aqui tampoco hubo interaccion entre los dos factores (lote y tratamiento) por lo que se

analizaron de manera independiente (pvaie: 0,3733).

12,22
A
10,35
B
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6,60
- mm
-
56 b5 53 50
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Figura 14: Porcentaje de plantulas anormales promedio (A=PPA) correspondiente a cada lote de

semillas. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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El lote 56 es el que mayor porcentaje de plantulas anormales presento, le sigue el lote 55

y por ultimo los lotes 50 y 53 que no presentaron diferencias significativas entre ellos.

9,354

A
8,50
A
< 7,661
AB
6,82
IB
5,97 1
1 4 2 3

Trat

Figura 15: Porcentaje de plantulas anormales promedio (A=PPA) correspondiente a cada

tratamiento de incrustado. Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

Los tratamientos T1, T2 y T4 son estadisticamente iguales. El tratamiento T3 presento

menor PPA que los tratamientos T1y T4.

Porcentaje de semillas muertas

En este caso, contrariamente a lo que sucede en los porcentajes de las plantulas
normales y anormales, la interaccidon entre los lotes y los tratamientos fue significativa
(Pvalue: 0,0524)
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Figura 16: Porcentajes de semillas muertas promedio (M=PPM) correspondientes a cada lote

segun tratamiento. Para cada lote letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

En el lote 50, que presentd los menores PSM, no hubo diferencia entre los tratamientos.
En el lote 53 la diferencia se da entre el T1 y T4, los valores estuvieron comprendidos
entre 4 y 12 % de SM. En el lote 56 el tratamiento T1 tuvo un valor de PSM
significativamente menor que los otros. En el lote 55 el testigo no tuvo diferencias con los

tratamientos de incrustado (Figura 16).
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Discusioén

La caracterizacion inicial de los lotes es un punto clave para poder comprender su
comportamiento segun los distintos tratamientos y las distintas condiciones a las que se
sometieron.

La mayoria de los lotes presentaron valores de PG aceptables comprendidos entre 80 y
90%, Nocelli y Odorizzi (2016) determinaron valores de PG de 91% en un ensayo
realizado en condiciones de campo. Los valores de PG obtenidos en este trabajo se
corresponden a valores de CE bajos, lo que demuestra la integridad de las membranas y
la buena calidad de las semillas. Algunos lotes presentaron valores de PG menores al
80% y solo uno (lote 58) tuvo 62%. Estos valores por debajo del 80%, se corresponden a
una elevada conductividad eléctrica y porcentajes de humedad altos, ademas tuvieron los
mayores porcentajes de plantulas anormales y los menores porcentajes de semillas
duras. En el caso del lote 58 su bajo valor de PG se relaciona al elevado porcentaje de
semillas muertas en la prueba de germinacion sobre papel y al porcentaje de humedad de
las semillas superior al 9%, que explicaria este comportamiento.

En los lotes de mayor PG los valores entre 80 y 90% se corresponden a bajos porcentajes
de semillas muertas y alto porcentaje de semillas duras. La conductividad en estos lotes
fue desde 180 hasta 271 pS.cm™.g™.

La prueba de conductividad, utilizada para evaluar el vigor de las semillas (ISTA, 2017),
es un buen indicador del estado de las membranas, las cuales desempefian un rol
importante en la conservacion y en la germinacion de las semillas.

Los lotes presentaron variabilidad en origen genético y también en atributos de calidad
fisioldgica. Todos con buen grado de madurez expresada en el peso de las mil semillas
comprendido entre 2.1 y 2.6 g que coinciden con el rango determinado por Lus (2013). El
material evaluado en el trabajo, proveniente de cuatro criaderos diferentes, puede
considerarse representativo de la calidad comercial de semilla de alfalfa.

Germinacion luego de aplicar los tratamientos
En la prueba de germinacion en laboratorio, con sustrato papel en rollos, se presenté
interaccion significativa para plantulas normales, anormales y semillas muertas entre lote

y tratamiento de incrustado. Es por esto que los tratamientos de incrustado no manifiestan
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efectos de incremento o disminucion del nimero de plantulas normales y anormales, que
siga una tendencia aplicable al conjunto de los lotes inmediatamente a la aplicacion de los
tratamientos. En cuanto a las semillas muertas tampoco se registré una clara tendencia
en las respuestas. En el lote de inferior calidad inicial (PG inicial de 62% y PSM de 26,3)
los tratamientos de incrustado redujeron la cantidad de semillas muertas respecto al
testigo sin tratar. El efecto inmediato de los tratamientos en condiciones de laboratorio
tuvo respuestas contradictorias, mientras en algunos incrementdé el PPN en otros lo

disminuyo.

Germinacion en tierra

En la mayoria de los lotes, los tratamientos mostraron una respuesta positiva en cuanto al
PPN marcando diferencias significativas con respecto a la semilla sin tratar (testigo T1).
En estos casos la aplicacién del tratamiento signific6 un aumento considerable en el
porcentaje de plantulas normales obtenidas. Esto quiere decir que frente a un sustrato
gue contiene patdgenos propios de un lote donde hubo una implantacion de alfalfa y se
asemeja a una situaciéon real, los tratamientos de incrustado manifiestan un
comportamiento favorable. La semilla que recibié tratamiento de incrustado tuvo una
mejor germinacion, sin embargo no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos de incrustado T2, T3 y T4, por lo que no seria conveniente ni
econémicamente rentable exceder un 25% de incrustado. Lus (2013) recomienda no
exceder el 50 % de agregado para evitar efectos no deseados. Mientras que Nocelli y
Odorizzi (2016), al evaluar a campo los efectos de diferentes cantidades de agregado
encontraron que un incremento por encima del 20 % afecta negativamente la cantidad de
plantas de alfalfa logradas en la implantacion. La existencia de interaccién en la variable
plantulas normales y semillas muertas indica que no se puede esperar una respuesta
uniforme, independiente de la calidad de la semilla.

La exigencia de las condiciones experimentales de esta prueba, que son las que se
asemejan a las condiciones normales de implantacion, provocé mayores porcentajes de
plantulas anormales y de semillas muertas, particularmente en la semilla sin tratar,

comparado con la prueba de germinacion estandar.
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En ensayos a campo Nocelli y Odorizzi (2016) encontraron que incrementos de inerte
superiores al 20% provocaron disminuciones de estand de plantas y de rendimiento de

forraje.

Ensayos de vigor

a. Indice de vigor
El indice de vigor no respondié de la misma manera en los cuatro lotes evaluados, se
registraron diferencias entre los lotes pero no entre los tratamientos de incrustado. No hay
antecedentes de la utilizacion de este indice para medir el vigor de las semillas de alfalfa 'y
los resultados de este trabajo no recomendarian su utilizacion con este propadsito.
Por otra parte, con el intento de relacionar esta variable con una situacion real de campo,
se realiz6 un andlisis de regresidn simple entre este indice y el PPN en tierra,

obteniéndose un R? igual a 0, lo que indica que estas variables no estan correlacionadas.

b. Materia seca individual
El crecimiento y desarrollo de las plantulas se ve favorecido con los tratamientos de
incrustado, es por esto que el porcentaje de materia seca de las plantulas se incremento a
medida que el porcentaje de incrustado también lo hacia. Esto indica que el tratamiento
de incrustado de las semillas presenta una ventaja en estos ensayos sin aporte adicional
de nutrientes. Sin embargo, en condiciones de campo, la disponibilidad de nutrientes

existe y se podrian obtener otros resultados.

Germinacion luego de un afio de almacenamiento

En este ensayo solo se registrd interaccion entre lote y tratamiento para la variable
porcentaje de semillas muertas. Cabe destacar que los lotes evaluados en esta prueba
representan a cada uno de los cuadrantes del andlisis de componentes principales. Por
esta razén se considera importante analizar el comportamiento de cada uno de los lotes,
porque cada uno representa una situacion distinta.

El lote 53 cuya calidad inicial se caracterizd por elevado numero de semillas duras (22%)
y un PPN de 68, en esta prueba registrd un incremento en el PPN llegando al 82%, con
bajo PPA y las semillas muertas del testigo se incrementaron con el mayor peso del

incrustado.
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El comportamiento del lote 50 indicaria que la baja conductividad inicial (186 pS.cm™.g™)
estuvo asociada a su capacidad de almacenamiento, ya que present6 el mayor PPN con
valores superiores a los registrados al inicio del ensayo. Esta respuesta positiva puede
deberse a la caida en el porcentaje de semillas duras manteniendo el PPA y el PSM.
Luego de 11 meses de almacenamiento, en el lote 55 se observé que su PPN disminuyé
un 25%, provocado por el incremento en el PSM y debido a que al inicio del ensayo
presenté valores de humedad y CE elevados (8% y 250 pS.cm™.g™, respectivamente).
Esto indicaria que se trata de un lote de baja calidad inicial en el cual no seria indicado
realizar tratamiento de incrustado.

En el lote 56, al igual que en el 55, el PPN disminuyé luego de 11 meses pero en menor
magnitud (9% menos) comparado con el valor obtenido en la prueba de germinacion
inicial. A pesar de que el valor de CE en este lote fue elevado, es el porcentaje de
humedad (6%) el responsable de que la semilla pueda conservarse en mejores
condiciones y la disminucion en el PPN no sea tan notoria como lo es en el lote 55.

Con relacion a las semillas muertas se registrdo efecto significativo favorable de los
tratamientos de incrustado sin diferencia entre ellos.

Después de 11 meses de almacenamiento de las semillas tratadas no se registran
diferencias entre las dosis de agregado, confirmando que tratandose de una semilla de
buena calidad seria suficiente un tratamiento de 25% de incrustado para mejorar el
desempefio de la misma sin necesidad de incurrir en gastos mayores aplicando dosis mas
elevadas de inerte.

Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo surgen de la evaluacion de lotes de diferente calidad
genética y fisiologica, en los cuales fueron evaluados tratamientos de incrustado con
diferentes cantidades de agregado de material inerte.

Cuando los ensayos se realizan en condiciones de laboratorio, los tratamientos afectan la
germinacion de las semillas de manera diferente segun el origen-estado de las semillas,
pero no se observa un comportamiento que siga una tendencia definida.

En cambio cuando las condiciones en laboratorio se asemejan a una situacion real de

campo, aparece claramente el efecto favorable de los tratamientos, sin diferencias por
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cantidad de inerte. Por lo tanto es suficiente un tratamiento de incrustado del 25% para
lograr un buen desempenio de las semillas. Mayores incrementos de inerte serian
recomendables para lograr mejores condiciones de siembra en lotes de semilla de bajo
peso.

Después de almacenarse, en las semillas tratadas no se registran diferencias de
germinacién entre las dosis de agregado, sin embargo en lotes de baja calidad no se
recomienda el tratamiento de incrustado. En este caso los tratamientos reducen el
porcentaje de semillas muertas sin diferencias entre ellos

El crecimiento y desarrollo de las plantulas expresado como MS por plantula, se ve
favorecido con los tratamientos de incrustado (vigor) cuando el ensayo se realiza sin

aporte de nutrientes adicionales.

Perspectivas

Seria de interés realizar un analisis econémico para evaluar las ventajas que aporta el
tratamiento de incrustado de las semillas y asi relacionar los costos producidos por
incorporar esta tecnologia con los incrementos en el precio de las semillas, para
esclarecer a los productores sobre esta cuestion.

Ademas seria interesante realizar las mismas experiencias llevadas a cabo en este
trabajo en condiciones de campo y luego relacionar los resultados obtenidos con las
respuestas en laboratorio.

Medir las diferencias en la eficiencia de implantacion, teniendo en cuenta el efecto de la

relacion peso-volumen de la semilla, es otro punto a considerar en un futuro.
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