PARA MEJORAR LA PRODUCCION 59 - INTA EEA OLIVEROS 2020

El analisis de calidad de semillas en un nuevo
escenario tecnolégico

Martinez, M. A."23; Gomes Junior, F. G.% Arango Perearnau, M."y Gallo, C.".
' Tecnologia de Semillas, INTA EEA Oliveros, Oliveros, Santa Fe, Argentina.

% Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

® Departamento de Fisiologia Vegetal, Fac. Cs. Agrarias, UNR, Zavalla, Santa Fe, Argentina.

* Departamento de Producéo Vegetal, USP/ESALQ, Piracicaba, SP, Brasil.

martinez.mailen@inta.gob.ar

,/ Palabras clave: evaluacién de calidad de semi-
llas, potencial fisiolégico.

Introduccion

La evaluacién de calidad de semillas es fundamen-
tal para conocer el potencial fisioldgico de un lote y
disponer de semillas de calidad en cada campana
agricola. La calidad determina el éxito en laimplan-
tacion del cultivo y el potencial productivo a
campo. Entre los atributos que hacen a la calidad
de un lote estan: la Pureza fisica y botanica, la Viabi-
lidad, la Germinacion, el Vigor, la Sanidad, la Hume-
dad, el aspecto, la uniformidad, entre otros. Para
evaluar estos atributos, se deben realizar analisis de
semillas en laboratorios acreditados a fin de obte-
ner resultados precisos y confiables.

Los avances tecnoldgicos logrados en las ultimas
décadas en informatica, robédtica, electrénica,
Optica, procesamiento digital, asi como en inteli-
gencia artificial, han abierto un mundo de posibili-
dades para las innovaciones en el agro, y el Analisis
de Calidad de Semillas no es la excepcién. En el
area de Calidad de Semillas, las tecnologias auto-
matizadas y no destructivas se encuentran en cons-
tante cambio e innovacién buscando mejorar los
métodos tradicionales de andlisis, principalmente
mediante la obtencién de resultados de forma mas
rapida, econémica y precisa. Sin embargo, también
existen tecnologias que traen nuevos enfoques y
paradigmas, brindando una vision multidimensio-

nal e integrada de la calidad. Pese a ello, a diferen-
cia de otras areas de la agricultura, el Andlisis de
Calidad de Semillas contintia siendo tradicional,
respondiendo a las metodologias estandarizadas y
avaladas por asociaciones internacionales, tales
como ISTAy AOSA.

Actualmente, los comités técnicos y cientificos de
ambas asociaciones estan estudiando el potencial
de aplicacion de las nuevas tecnologias en los
analisis de calidad. El gran desafio de las tecnolo-
gias que estan emergiendo es estar a la altura de
los protocolos, estandares, niveles de precision y
reproducibilidad dentro y entre laboratorios, para
poder ser incorporadas en la rutina de andlisis de
semillas.

Dentro de las nuevas tecnologias, se incluyen técni-
cas como Analisis Automatizado de Imagenes para
la evaluaciéon de germinacién y vigor, Imagenes
Multi e Hiperespectrales, Fluorescencia de Clorofi-
la, Respiracion Individual, Espectrofotometria,
Rayos X 2D y 3D, Resonancia Magnética Nuclear,
Termografia, entre otras. Muchas de las técnicas
mencionadas incluyen el analisis y procesamiento
digital de imagenes de semillas y de plantulas para
estimar, de manera objetiva, pardmetros derivados
de la imagen como: tamaio, textura, forma, color,
dimensiones y defectos. Estos parametros se corre-
lacionan con los resultados obtenidos mediante
métodos tradicionales como son las Pruebas de
Germinacion, Viabilidad, Vigor y Sanidad.
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Anadlisis y procesamiento digital de imagenes
para la evaluacion de germinacion y vigor

Las imagenes digitales estan formadas por un
conjunto de puntos definidos por valores numéri-
cos, donde cada punto corresponde a un pixel. En
general, una imagen digital se compone de miles de
pixeles y a cada pixel se le asigna un tono de color
especifico. Esta informacion de color individual,
pixel por pixel, es esencial para identificar cambios
que son dificiles de percibir por la vision humana, lo
que constituye un procedimiento eficiente para
proporcionar precisién y velocidad a la evaluacién
de calidad de lotes de semillas.

El procesamiento digital de imagenes puede ser
muy util para monitorear el proceso de germina-
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cién, utilizando algoritmos para identificar cambios
en el color, tamano y forma de las semillas durante
la imbibicidn hasta la protrusién de la raiz e incluso
durante la evaluacion del crecimiento de las plantu-
las. Por ejemplo, los cambios cuantitativos en la
densidad de los componentes de color Rojo-Ver-
de-Azul (RGB) pueden usarse como marcadores
para identificar cambios en el color de los tegumen-
tos seminales asociados con la pérdida de germina-
cion. Por lo tanto, esta evaluacion puede usarse
como un método no destructivo en la clasificacién
de semillas con diferentes niveles de viabilidad. La
informacién cuantitativa de los componentes RGB
también se puede utilizar para identificar el
momento en que se produce la emisién de la raiz
primaria, dichos cambios son observables mediante
las variaciones en la distribucion de dichos compo-
nentes RGB (Figura 1).
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En la evaluacién del vigor, el procesamiento de
imagenes ha sido muy util para extraer informacion
sobre las caracteristicas morfoldgicas de las plantu-
las. Las imagenes de las plantulas, generalmente
después de tres o cuatro dias de germinacion, se
capturan con un escaner o una camara CCD y se
almacenan en la computadora para su posterior
andlisis con un software especifico. Los sistemas
para el andlisis computarizado de imagenes
brindan informacion sobre la longitud de la plantu-
la, generalmente expresada en centimetros, la
uniformidad de crecimiento y desarrollo (expresa-
da en valores de 0 a 1000) y el indice de vigor (0 a
1000), directamente proporcional al vigor. Por lo
tanto, en la interpretaciéon de los resultados, las
muestras con una longitud de plantula promedio
mas corta y valores de indice de crecimiento,
uniformidad y vigor mas bajos son de menor vigor,
y las muestras con una longitud de plantula prome-
dio mas larga y valores mas altos de crecimiento,
uniformidad e indice de vigor presentan mayor
vigor.

PARA MEJORAR LA PRODUCCION 59 - INTA EEA OLIVEROS 2020

La simplicidad para la ejecucion e interpretacion de
los resultados, el bajo costo y el uso de equipos
poco sofisticados son las principales ventajas del
analisis computarizado de la longitud de las plantu-
las, y pueden utilizarse para evaluar el vigor de las
semillas de practicamente todas las especies culti-
vadas, siempre que se cuente con el software espe-
cifico para las especies de interés. Un ejemplo de
este método esta representado por el sistema
Vigor-S para evaluar las plantulas de soja (Figura 2).
El analisis se realiza a partir de imagenes de plantu-
las con tres dias de edad, digitalizadas mediante un
escaner, y las partes de las plantulas se identifican y
marcan mediante un software especifico. Después
del procesamiento de la imagen, se obtienen datos
sobre la longitud del hipocétilo, la raiz primaria y la
plantula completa, la relacién hipocétilo/raiz y los
datos de vigor, crecimiento y uniformidad del desa-
rrollo de las plantulas.
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Vision computacional

La Visién Computacional (VC) es un area de la Inteli-
gencia Artificial que permite que las computadoras
sean capaces de simular la vision humana, incluyen-
do el aprendizaje, la realizacién de inferencias y la
accion en base a entradas visuales para lograr obje-
tivos especificos. Esta tecnologia emplea camaras
para la adquisicién de imagenes y utiliza la informa-
tica para el procesamiento digital, analisis y recono-
cimiento de datos multidimensionales de las
imagenes para obtener informacion del objeto en
estudio. En Calidad de Semillas, los sistemas de VC
estan siendo de utilidad en identificacion y clasifica-
cion de semillas en funcién de las caracteristicas de
laimagen tales como: el tamafo, la forma, el colory
la textura. El color se refiere a la intensidad de los
pixeles, el tamano refleja el nUmero de pixeles, la
forma describe los limites del objeto y la textura
denota la variacion en la intensidad de los pixeles.

Este sistema es capaz de detectar, simultdneamen-
te, diferentes caracteristicas de la imagen para
seleccionar las mas adecuadas en aplicaciones
especificas. La VC es una de las tecnologias que mas
aplicacion tiene para pruebas automatizadas de
Germinacién, Vigor, Pureza fisica y botanica, como
asi también para detectar la presencia dafios e
infecciones y medir caracteristicas morfoldgicas
como perimetro, largo y ancho. Actualmente, ya se
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comercializan sistemas de VC para determinar
Pureza comercial e identificar variedades.

En Germinacién y Vigor, se han investigado los cam-
bios en pardmetros derivados de la imagen tales
como dimensiones y forma de las semillas, durante
la imbibicién que correlacionan con cambios a nivel
biolégico que ocurren durante la germinacion.
Permiten generar curvas de germinacion a lo largo
del tiempo y determinar la tasa de alargamiento de
la radicula en base a algoritmos. También se ha
estudiado su potencial para identificar semillas de
diferentes especies y variedades dentro de una
misma especie (Choudhary et al, 2008; Gueva-
ra-Hernandez and Gomez-Gil, 2011; Xin Yi et al.,
2016). Ademads, estos sistemas también han sido
utilizados para la identificacion de semillas de male-
zas. Los andlisis de Pureza son un requisito para la
comercializacién de semillas; dichos andlisis se reali-
zan en laboratorios acreditados y requieren de
técnicos altamente calificados. En Argentina, inves-
tigadores del Laboratorio de Semillas de EEA Olive-
ros del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecua-
ria (INTA) y del Instituto de Fisica de Rosario, Conse-
jo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET) desarrollaron un Sistema de Identifica-
cién Automatica de Semillas de Malezas por Machi-
ne Vision y lograron identificar 236 especies en base
a las propiedades morfoldgicas, al color y a la textu-
ra (Granitto et. al., 2005) (Figura 3).
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El sistema de vision artificial requiere de un gran
volumen de imagenes para validar una aplicaciény
de sistemas capaces de procesar ese volumen de
informacién. Sin embargo, ha demostrado ser muy
eficiente en cuanto a la velocidad y precision en la
adquisicion de imagenes, procesamiento y analisis.
Es un drea que estd avanzando de manera extraor-
dinaria gracias a la rapidez en las actualizaciones de
hardware y software, la optimizacion de algoritmos
y las herramientas de procesamiento que son esen-
ciales para mejorar el rendimiento de los sistemas
de VC.

Imagen multi e hiperspectral

Las imagenes espectrales reproducen la figura de
un objeto en funcién de la longitud de onda que
esté reflejando o emitiendo, brindando informa-
cién espacial y espectral de manera simultanea.
Para ello, el objeto de interés se expone secuencial-
mente a una fuente de luz de diferentes longitudes
de onda, mediante una camara se capta la sefal y
se genera un set de imagenes donde cada una de
ellas representa una cierta longitud de onda. En
semillas, el set de imagenes obtenido puede
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brindar informacion sobre sus propiedades quimi-
cas y estructurales, contenido de agua y sus carac-
teristicas morfoldgicas. Luego de la adquisicion de
las imdgenes se requiere de técnicas de procesa-
mientos digital y espectral, métodos matematicos,
analisis multivariados para seleccionar las longitu-
des de onda 6ptima para la interpretacién y obten-
cién de resultados.

Existen imagenes multiespectrales e hiperespectra-
les. En las imagenes multiespectrales, se toman
imagenes en bandas seleccionadas de longitudes
de onda, normalmente entre 3 y 20, no siendo
necesario que las bandas sean contiguas (Figura
4.b). En cambio, las imagenes hiperespectrales
combinan la vision computacional y la espectros-
copia para capturar imagenes en un rango espec-
tral completo con un intervalo especifico y conti-
guo entre cada longitud de onda (Figura 4.c). Esta
ultima obtiene el espectro continuo del objeto de
analisis, debiéndose seleccionar aquellas longitu-
des de onda que proporcionan informacién sobre
cierto aspecto de la calidad. Mientras tanto, una
imagen multiespectral permite obtener informa-
cién en longitudes de onda discretas.
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E—
Sample ID | #Total Mean Relativ
PreveD 1 25 0.575
PraveD 2 26 0.5576923

# Preve0 3 25 0.585

Preve0 4 26 0.6298077
Prevel_1 26 0677884638
Prevel 2 26 0.7692308
Prevel_3 26 0.7355769
Preve2 0 26 0.7019231
Preve2_1 26 06923077
Prave2 2 26 0721153855
Preve2_3 26 0711538434
Preve2 4 26 0.7355769

Las imagenes multiespectrales demostraron ser
utiles en andlisis de Pureza, pudiendo distinguir
entre especies y variedades en base a las caracteris-
ticas espectrales y visuales de las semillas. También
estd en investigacidon su potencial en Pruebas de
Germinacion y Vigor, en base a caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas de la semilla, logrando
determinar la tasa de germinacién y brindando
informacién sobre la longitud de la radicula, lo cual
estd relacionado directamente con el vigor (Figura
5).

Por otra parte, las imagenes multiespectrales
también se han utilizado en analisis de Sanidad. La
combinacion de imagenes captadas en longitudes
de onda dentro del espectro visible (380-780 nm) y
NIR (780-2500 nm) han logrado separar semillas
infectadas de semillas no infectadas en diferentes
especies (Olesen et al., 2011; Jaillais et al., 2015;
Vresak et al., 2016). También, se han realizado algu-
nos estudios para identificar diferentes especies de
hongos en semillas de espinaca (Olesen et al., 2011)
y cebada (Boelt et al., 2018) (Figura 6).
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Las imagenes espectrales estdn demostrando tener
un gran potencial y versatilidad como una herra-
mienta tecnoldgica no destructiva y rapida en
analisis de calidad de semillas; sin embargo, los
equipamientos aun resultan costos y se requiere de
personal cualificado para el andlisis de resultados.

Fluorescencia de clorofila

La clorofila es un pigmento fotosintético que, a
menudo, estd presente en algunas especies de
semillas durante su desarrollo. En el proceso de
maduracion, la clorofila se degrada progresiva-
mente, el tenor de clorofila disminuye y la semilla
cambia también su coloracién. Sin embargo, condi-
ciones ambientales adversas pueden afectar el
proceso natural de degradacién provocando la
presencia de clorofila residual, la cual influye nega-
tivamente sobre los atributos de calidad fisiologica
y comercial, como en el caso de las semillas de soja.
El nivel de clorofila se puede evaluar mediante
métodos destructivos de extraccién quimica, pero
resulta una metodologia compleja de utilizar en la
rutina de anadlisis dado que se requiere de personal
altamente calificado y de equipamientos costosos.
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La técnica de Fluorescencia de Clorofila (FC) utiliza
tecnologia laser, detectores de clorofila y filtros de
interferencia en 656 y 730 nm. Cuando se hace
incidir el haz de luz sobre la semilla se genera la
excitacion de las moléculas de clorofila, que luego
durante el retorno desde un estado excitado a un
estado fundamental reemiten luz conocida como
FC. Basandose en la relacién existente entre el
contenido de clorofila de las semillas y la intensi-
dad de FC, se han desarrollado equipamientos para
cuantificar dicha FC de forma rdpida y no destructi-
va. Esta técnica permite medir y clasificar semillas
utilizando histogramas de intensidad o imagenes
bidimensionales de FC. La distribucién de la sefal
de FC se ha estudiado en numerosas especies
como Brassica oleracea (Dell’Aquila et al., 2002),
Capsicum annuum, Solanum lycopersicum (Jalink
et al., 1999), Hordeum vulgare (Konstantinova et
al., 2002), Glycine max (Cicero et al., 2009), Daucus
carota (Groot et al., 2006) y Oryza sativa L. (Hay et
al., 2015). Esta técnica también se utiliza para el
analisis de las variaciones de la sefial de FC durante
la dindmica de imbibicién y germinacion (Figura 7).
La fluorescencia de clorofila es una tecnologia
rapida y no destructiva, que tendria potencial de
uso en la produccién, clasificacion, limpieza y anali-
sis de calidad de semillas.

Figura 7. Imagen de la fluorescencia de clorofila de semillas de pimiento en la imbibicién y germinacién a lo
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Conclusion

Las semillas representan un sistema biolégico com-
plejo, cuyo potencial se evalia mediante compo-
nentes de calidad que incluyen aspectos fisiolégi-
cos, bioquimicos, moleculares y morfolégicos. La
aplicacién de las nuevas tecnologias no destructi-
vas, mencionadas en este articulo, permite obtener
informacién consistente del estado de la semilla de
manera mas integral y brinda la posibilidad de
corroborar los resultados con pruebas tradicionales.
El uso del andlisis por imagenes y de las nuevas
tecnologias contribuye a mejorar los procedimien-
tos y ampliar la diversidad de opciones para los
analistas, los investigadores y los tecnélogos de
semillas.
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