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Resumen

La soja (Glycine max (L.) Merrill) es un cultivo de importancia mundial que proporciona aceite
y proteinas. Entre los hongos transmitidos por las semillas de soja, el complejo
Diaporthe/Phomopsis (D/P) se caracteriza por la produccion de enfermedades graves que
conducen a grandes pérdidas econdmicas. Teniendo en cuenta que la siembra de semillas
sana garantiza el rendimiento del cultivo, el control de los patégenos transmitidos por ellas
resulta de gran interés. Los plasmas no térmicos constituyen una tecnologia rapida,
econdmica y ecoldgica que no solo reduce la presencia de hongos, sino que también mejora
la germinacion y el crecimiento de las plantas. Las semillas se expusieron a un plasma de
descarga de barrera dieléctrica a presion atmosférica. En este trabajo, nos centramos en la
capacidad del plasma para mejorar el rendimiento de las plantas a partir del tratamiento de
semillas infectadas con el complejo D/P. Se evalué la calidad de las semillas después del
tratamiento y, con ellas, se realiz6 un ensayo de crecimiento en invernaculo. Al finalizar el
mismo, se evaluo el rendimiento (nimero de vainas, semillas y peso de las 100 semillas) y el
contenido de materia seca total de cada unidad experimental. Los resultados mostraron
aumentos en el contenido de materia seca, la altura y el diametro de los tallos. Asimismo, se
observaron incrementos en el rendimiento de las plantas provenientes de semillas tratadas
con PNT, respecto de sus controles. Se demostrd, por primera vez, el efecto positivo de ésta
tecnologia en el rendimiento de plantas de soja a partir del tratamiento de semillas infectadas

antes de la siembra.

Las Palabras clave: Complejo Diaporthe/Phomopsis, Plasma no-térmico, tratamiento de

semillas, rendimiento, soja.
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Introduccién
La produccién de soja (Glycine max (L.)
Merr.) y de sus derivados es actualmente
una de las actividades mas importantes de
la economia Argentina; en las Ultimas
décadas ha experimentado un crecimiento
explosivo logrando un area sembrada de 19
millones de hectareas y una produccion de
57 millones de toneladas métricas en la
Gltima campafa (Terré, 2018). Entre los
diversos desafios técnicos que tiene el pais
respecto de éste cultivo, el adecuado
manejo de las enfermedades resulta
prioritario ya que permitiria aumentar los
rindes en un 20% (Mesquida, 2018). Dado
gue el buen estado de la semilla garantiza
la implantacion, el crecimiento y el
desarrollo del cultivo, contar con semillas
de calidad constituye un factor importante
al momento de la siembra. Las condiciones
climaticas predominantes en las regiones
de cultivo de soja durante los altimos afos
han contribuido a la intensificacion de las
enfermedades, imposibilitando la
produccion de semilla libre de patégenos.
El complejo fungico Diaporthe/Phomopsis
(D/P) es un grupo de hongos que incluye
“seedborne” de

patégenos gran

importancia econdémica para la soja:
Diaporthe phaseolorum var. caulivora, D.
aspalathi, D. phaseolorum var. sojae y
Phomopsis loingicolla, conocidos por ser
los causantes del cancro del tallo de la soja
(CTS), del tizén del tallo y la vaina (TTV) y

del decaimiento y deterioro de la semilla
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(DDS) (Rossi & Ridao, 2011; Sanchez y
col. 2015). Actualmente, el tratamiento de
semillas con fungicidas quimicos es una de
las  herramientas agron6micas mas
empleada por los productores previo a la
siembra ya que permiten eliminar
organismos patégenos vehiculizados por
ellas y prevenir el ataque de otros
presentes en el suelo. A nivel mundial, a
pesar del gran aumento en el uso de
agroquimicos registrado en los ultimos 40
afos, no han disminuido significativamente
las pérdidas en los cultivos (Oerke, 2005).
Ademas, es ampliamente conocido que los
agroquimicos  permanecen en los
productos cosechados y en los campos
alterando el estado natural de la flora
microbiolégica y que su uso intensivo
conduce a la aparicion de resistencias
(Hahn, 2014).

Las descargas eléctricas de baja corriente
y presion atmosférica sobre un gas o
mezcla de gases producen plasmas no-
térmicos (PNT). Los agentes activos de
éstos plasmas (radicales libres, iones,
fotones UV)

biomoléculas

especies reactivas y

reaccionan con ciertas

destruyendo o0 inactivandolas, lo que
convierte a toxinas y microorganismos
patégenos en inofensivos. A su vez, dado
que la mayor parte de la energia eléctrica
aportada se emplea en la generacion de
electrones energéticos, el gas en el cual se
realiza la descarga no se calienta, dando

lugar a tratamientos aplicables sobre
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objetivos bioldgicos con distintos fines, sin

alterar sus propiedades fisicas u
organolépticas. Debido a estas especiales
caracteristicas en los ultimos afios los PNT
han encontrado amplia aplicacion en
biologia y medicina (Graves, 2014).

PNT han

encontrado que los mismos son capaces de

Varios experimentos con
inhibir el crecimiento de hongos clinicos
(Daeschlein y col. 2014), contaminante de
2016) vy
fitopatégenos (Zhang y col. 2014). Por su

alimentos (Dasan y col.
parte, otros estudios han mostrado que los
tratamientos de plasma pueden estimular la
germinacion y el crecimiento de las plantas
de diferentes especies (Tong y col. 2014;
Stolarik y col. 2015; Jiy col. 2016.; Meng y
col. 2017) sin provocar cambios en la
estructura de los genes de las semillas
(Randeniya y Groot, 2015). Sumado a todo
esto, la tecnologia de PNT se caracteriza
por proporcionar tratamientos uniformes
gue no requieren el empleo de productos
guimicos y no producen residuos
ambientales. En este sentido, la propuesta
de emplear los PNT como tratamiento de
semillas antes de la siembra resulta muy
prometedora.

La aplicacion de PNT para el control de
hongos que colonizan el interior de las
semillas no ha sido abordada hasta la
fecha, como asi tampoco los efectos de
ésta tecnologia sobre el crecimiento y
rendimiento de las plantas que provienen

de semillas de soja infectadas y tratadas
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antes de la siembra. Es por ello que el
objetivo del presente estudio fue investigar
el efecto del PNT sobre el complejo D/P
presente en semillas de soja y los posibles
cambios en el crecimiento y el rendimiento
de las plantas resultantes.

Objetivos

Con el fin de contribuir al desarrollo,
mejoramiento 'y competitividad de los
cultivos comerciales de soja sin provocar
contaminacion ambiental, el objetivo
general de este trabajo fue investigar la
factibilidad de implementar la tecnologia de
plasmas no-térmicos al control de
patdégenos en semillas de soja y determinar
sus efectos sobre el rendimiento del cultivo
soja.

Materiales y Métodos

El presente trabajo se realiz6 en la Facultad
de Agronomia de la Universidad de Buenos
Aires (FAUBA), Buenos Aires, Argentina.
Material vegetal y tratamientos

Se utilizaron dos lotes de semillas de soja
de la variedad DM 53i53 IPRO (GRUPO 5
CORTO INTACTA) con distintos niveles de
calidad sanitaria: sanas e infectadas con el
complejo D/P (18% incidencia). En el
laboratorio de la Catedra de Bioquimica de
FAUBA, se analizaron los atributos de
calidad de las semillas antes del inicio del
ensayo. Muestras de 500 semillas sanas e
infectadas fueron sometidas a tratamiento
con PNT durante 3 minutos, empleando N
y Pertinax-Mylar como barrera dieléctrica.

Las semillas sanas sin tratamiento con PNT
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se emplearon como control sano (CS),
mientras que las infectadas sin tratamiento
con PNT constituyeron el control con
(CP).
tratadas con una dosis de 100 pl de

patégeno Semillas  infectadas
fungicida curasemilla Maxim® Evolution
(Fluodioxinil 2.5g + Metalaxil-M 2.0 g +
Tiabendazol 15 g) cada 100 g semilla,
conformaron el control con fungicida (CF).
Los tratamientos utilizados en el ensayo se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos.
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mismas para asegurar un tratamiento
uniforme se llevd a cabo mecanicamente.
La distancia entre electrodos fue de 10 mm
y se utilizé una fuente de alimentacion de
alto voltaje (0-25 kV) funcionando a 50 Hz.
Después de cada tratamiento, las semillas
se retiraron de la zona de descarga y se
conservaron en recipientes esterilizados y
en camara friay seca (10°C de temperatura
y 60% de humedad relativa del aire) hasta

el inicio de los experimentos bioldgicos.

Grupo Nombre Descripcion del tratamiento Tipo de semilla
-Barrera: Pertinax-Mylar Con alta carga de
Tratamientos P*PMN3  _Tiempns de exposicién: 3 D/P
con PNT ———— minutos -
S+PMN3 _Gas' N2 Sin D/P
Sin tratamiento con PNT ni  Con alta carga de
CP -
fungicida D/P
Sin tratamiento con PNT,
con fungicida Maxim® Con alta carga de
Controles CF Evolution aplicado antes de D/P
la siembra
cs Sin 1ra1am|ent_o_ con PNT ni Sin D/P
fungicida

Para el tratamiento de las semillas con
PNT, se utilizé una fuente de plasma de tipo
DBD (Descargas de Barrera Dieléctrica),
con una potencia de entrada de 85 W,
utiizando como barrera una lamina
Pertinax de 2,5 mm de espesor con 2
peliculas Mylar de 100 um de grosor. Cada
tratamiento duré 3 minutos y se empleé N>
(caudal 6 NI mint) como gas portador.

En cada caso, se colocaron 500 semillas de
soja en la region plasmatica activa en la

barrera dieléctrica; el movimiento de las

Calidad de las semillas

Todas las determinaciones de calidad de
semilla se realizaron sobre 4 repeticiones
de 100 semillas.

Para la prueba de sanidad se empleé el
método de incubacién en medio APD (agar
papa
controladas (ciclos alternados de 12 h de
luz 'y 12 h de oscuridad, a 23-26°C) durante
7-10 dias (Scandiani y col, 2009; ISTA,

2017). El porcentaje de semillas infectadas

dextrosa) bajo condiciones

con el complejo D/P (D/P %) fue calculado:
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1) DIP (%) =
infectadas con D/P / numero total de

(Namero de semillas

semillas sembradas) x 100.

Para la prueba de conductividad eléctrica
(CE) se emple6é el método masal (ISTA,
2014) y un conductimetro portatil (Thermo
Scientific  Orion); los resultados se
expresaron en uS.cm?.g?. Las pruebas de
poder germinativo se realizaron de acuerdo
con las Reglas de Analisis de Semillas
(ISTA, 2014); los resultados se expresaron
como porcentaje de plantulas normales
sobre el total de semillas evaluadas:

(2) G (%) = (Numero de plantulas normales
/ nimero total de semillas) x 100

El andlisis de porcentaje de germinacién se
(2017),

las semillas

realiz6 segun Zhang vy col
registrando cada 24 h
criterio de

germinadas, empleando el

germinacion sensu stricto  (protrusion
radical de mas de la mitad de la longitud de
la semilla).

La tasa de germinacion (GR) y el indice de
germinacion (Gl) se calcularon de acuerdo
a la Association of Official Seed Analysts
(AOSA, 1983).
3) GR (%) =

germinadas en 6 dias / nimero total de

(Nimero de semillas

semillas) x 100.

(4) Gl = Z (Numero de semillas germinadas
entdia/t dias desde la siembra).
Experimento en macetas

El experimento en macetas fue conducido
en un invernaculo perteneciente al Instituto

de Biociencias Agricolas y Ambientales de
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FAUBA, bajo un disefio completamente
aleatorizado. Las macetas fueron rotadas
diariamente para minimizar los efectos de
posicion dentro del invernaculo. Cada
tratamiento fue repetido quince veces a fin
de garantizar la representatividad de los
resultados de todas las mediciones; cada
unidad experimental fue constituida por dos
plantas.

Las macetas se ubicaron sobre mesas de 1
m de largo por 5 m de ancho, distribuidas
de manera de lograr 8 macetas (16 plantas)
por m?. Las siembra se realiz6 el dia 1 de
diciembre del 2017, luego de inocular las
semillas con Signum®  Bio-inductor
(Bradyrhizobium sp) a una dosis de 100 pl
cada 100 g de semilla. Las semillas fueron
colocadas a una profundidad de 1 cm en
macetas que contenian 5 litros de sustrato
GROWMIX® MULTIPRO™ (turba de
musgo Sphagnum de fibras
medias, compost de corteza, cal calcita, cal
dolomita y agentes humectantes, pH: 4.9,
120 g/kg de nitrégeno, 140 g/kg de P20s,
240 g/kg de K;O) mezclado con arena en
una relacién 10:1 (v/v). Cada maceta fue
fertilizada con 12 mg de Superfosfato triple
por maceta, a modo de aporte
suplementario de fosforo. Las macetas
fueron regadas a capacidad de campo
diariamente durante la semana previa a la
siembra.

Luego de la siembra, las semillas (5 por
maceta) fueron tapadas con una fina capa

de sustrato y las macetas recubiertas con
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bolsas de plastico para garantizar el
mantenimiento de la humedad del sustrato.
Las bolsas se retiraron al cuarto dia desde
la siembra. El riego (con agua corriente) se
aplicé diariamente dentro de contenedores
individuales ubicados debajo de Ilas
macetas.

Una semana después de la siembra, las
plantulas emergidas fueron raleadas a fin
de disponer de dos plantas homogéneas
por maceta (unidad experimental). La
temperatura dentro del invernaculo durante
el experimento fue registrada empleando
un data-logger de temperatura (Max. 45.6
°C, Min. 12.2 °C, Media 27.4 °C).

Doce repeticiones de cada tratamiento
fueron cosechadas en la etapa de R8 o
maduracién completa (segun la escala
desarrollada por Fehr y Caviness, 1971).
Las mismas se utilizaron para medir los
pardmetros biométricos de las plantas:
contenido de materia seca de raices y
tallos, altura de la parte aérea y diametro de
los tallos. Asimismo, se midieron los
componentes de rendimiento de cada
unidad experimental: numero total de
vainas, numero de semillas y peso de las
100 semillas (con 13,5% H°).

Andlisis estadistico

Todos los datos presentados corresponden
al valor medio de la variable + error
estandar (SE) entre las repeticiones. Los
realizaron

analisis estadisticos se

utilizando el paquete de software
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estadistico RCommander version 3.1.2
(2014).

Después de comprobar el cumplimiento de
los supuestos de distribuciébn normal y
homogeneidad de varianzas (p <0,05), los
datos se analizaron mediante un analisis de
varianza (ANOVA). Las comparaciones
entre los distintos grupos y los controles se
realizaron mediante test de Dunett (p
<0,05).

En las figuras y tablas que se muestran en
éste trabajo, distintas letras mayusculas
denotan diferencias estadisticas entre los
gruposy el CS, diferentes letras minusculas
muestran diferencias estadisticas entre el
tratamiento P+PMN3 y el CP, y diferentes
letras mindsculas en cursiva indican
diferencias estadisticas entre el tratamiento
P+PMN3 vy el CF.

Resultados y Discusion

Calidad de semillas

En una primera etapa, se evaluaron los
grupos de semillas en cuanto a la
incidencia del complejo D/P (Figura 1) y a
los atributos primarios de calidad:
germinacion (Figura 2) y vigor (Tabla2).
Los resultados de incidencia de las semillas
enfermas tratadas con PNT (P+PMN3)
mostraron un incremento en el nimero de
semillas sanas debido a la merma del 58%
en el porcentaje de incidencia del complejo
D/P, respecto del control sin PNT (CP).
Como puede observarse en la Tabla 2, no
se encontraron variaciones en la

conductividad eléctrica (liberacion de
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iones) de las semillas luego del tratamiento
con PNT, indicando que el mismo no
produjo alteraciones en las membranas
celulares de las semillas expuestas. No
obstante, se observé un incremento en la
conductividad eléctrica en las semillas
enfermas (CP) respecto de las sanas (CS).
Figura 1. Efecto del tratamiento con PNT
sobre el porcentaje de semillas sanas vy el

porcentaje de incidencia del complejo D/P.
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En la Figura 2, se observa que el
tratamiento con PNT fue capaz de mejorar
la tasa de germinacion (GR) de las semillas
sanas (S+PMN3) en un 5% y de las
enfermas (P+PMN3) en un 19%, respecto

de sus respectivos controles (CS y CP).

17, 18 y 19 de octubre de 2018

Tabla 2. Efecto del tratamiento con PNT

sobre la conductividad eléctrica de las
semillas.
Grupo CE (uS.cm™.g™)
cs 27 67 +1,45 A
S+PMN3 26,82 +1,19 A
CP 64,36 16,85 Baa
CF 64,36 16,85 Baa
P+PMN3 61,96 +2,03 Baa

El poder germinativo (PG) fue mejorado en
un 2% en el caso de semillas sanas 'y en un
17% en semillas enfermas, mientras que el
efecto de mejora del indice de germinacién
(GI) debido al PNT fue de 9% para semillas
sanas y 62% para semillas enfermas. Las
mejoras  observadas  después  del
tratamiento de las semillas con PNT fueron
comparables a las observadas en el
tratamiento de semillas con fungicida (CF),
exceptuando aquellas encontradas para el
indice de germinacion, donde el PNT fue
capaz de incrementar el namero de
semillas germinadas por dia 4 veces mas
que el tratamiento con fungicida
curasemilla. De acuerdo a Fachini Colete y
col (2004), la liberacion de iones es una
medida del potencial fisiol6gico de las
semillas y correlaciona negativamente con
la germinaciéon. En éste sentido, resultan
destacables las diferencias encontradas
entre semillas sanas y enfermas, tanto para
vigor (medido por CE) como para los
pardmetros de germinacién. Estas
diferencias sugieren que la presencia de

D/P produjo deterioro en la calidad de las
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semillas, resultado que concuerda con lo
propuesto por Wain-Tassi y col (2011).
Figura 2. Efecto del tratamiento con PNT

sobre el poder germinativo (PG), la tasa de

germinacion (GR) y el indice de
germinacion (Gl) de las semillas.
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Biometria

Distintas medidas biométricas (contenido
de materia seca de tallos y raices, altura y
diametro de tallos) se tomaron en el estado

fenolégico de R8 (maduracion completa)
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sobre plantas crecidas a partir de las
semillas tratadas con PNT (Figura 3). El
PNT sobre el

contenido de materia seca en raices fue del

efecto de mejora del

12% para plantas provenientes de semillas
sanas y del 77% para las provenientes de
semillas enfermas. La altura total fue 3%
mayor en aquellas plantas provenientes de
semillas sanas tratadas con PNT y 8%
mayor en las provenientes de semillas
enfermas tratadas con PNT. El contenido
de materia seca en los tallos y el diametro
de los mismos respondi6 a los tratamientos
con PNT de la misma forma que los
parametros anteriores. Estos resultados
concuerdan con los encontrados por
2016;
Meigiang y col. 2005; Jiafeng y col., 2014;

diferentes autores (Ling y col.,

Kriz y col., 2017) tras el tratamiento de
semillas de distintas especies con PNT.
Cabe destacar que los efectos de mejora
en los parametros biométricos de las
plantas observados después del
tratamiento de las semillas con PNT fueron,
en todos los casos, superiores a los
observados en el tratamiento de semillas
con fungicida (CF).

Rendimiento

El nimero de vainas y el nimero de
semillas por unidad experimental y el peso
de las 100 semillas de los distintos grupos
estudiados se muestran en la Figura 4. Se
observé una respuesta positiva de todos los
tras el

componentes del rendimiento

tratamiento de las semillas con PNT. El
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efecto de mejora del PNT sobre el nimero
de semillas por unidad experimental fue del
4% y del 21% para plantas provenientes de
y
respectivamente, en comparacion con sus
controles (CSy CP).

semillas sanas enfermas
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encontrado en los pardmetros biométricos,

los efectos de mejora del PNT sobre los

componentes de rendimiento de las plantas

de

soja fueron superiores a los

correspondientes al tratamiento fungicida

curasemilla (CF).

Figura 3. Efecto del tratamiento con PNT sobre el contenido de materia seca (MS) de

raices y tallos, altura y diametro de tallos de plantas en R8 (maduracion completa).
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Asimismo, el peso de las 100 semillas (H°

13.5%) incrementé en un 1% y un 3% en
plantas provenientes de semillas tratadas
PNT y enfermas,
respectivamente), respecto de
controles sin tratar (CS y CP). Resultados

con (sanas

Sus

similares fueron hallados por Liang y col.
(2016) y Jiangfeng y col. (2014) en el
rendimiento de plantas de mani y trigo
crecidas a partir de semillas tratadas con

PNT antes de lo

la siembra. Tal como
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Los resultados de rendimiento en conjunto
con los correspondientes a los parametros
biométricos muestran una  mejora
sustancial en las plantas provenientes de
semillas sometidas a tratamiento con PNT.
De

P+PMN3 con el control CP, se evidencian

las comparaciones del tratamiento

efectos de mejora del PNT que podrian
atribuirse a la capacidad del plasma de
controlar eficientemente la presencia del

complejo D/P en las semillas.
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Figura 4. Efecto del tratamiento con PNT
sobre el nimero de vainas, namero de
semillas y el peso de 100 semillas (13,5%
H°).
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No obstante, los resultados que surgen de
las comparaciones de éste tratamiento con
el CF demuestran que la merma en la
incidencia del complejo D/P debida al
tratamiento con PNT no explica por
completo los resultados obtenidos, ya que
la mejora observada en la mayoria de los
parametros es superior a los efectos

mejoradores del tratamiento con
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curasemilla. De las comparaciones del
tratamiento S+PMN3 y el control CS, se
evidencian efectos de mejora atribuibles
exclusiva y directamente al tratamiento de
semillas con PNT, dada la ausencia de
patégenos en éstas semillas.

Conclusién
La creciente demanda mundial de
alimentos, atendiendo a los paradigmas de
la seguridad alimentaria, la agricultura
sustentable y el cuidado del ambiente,
plantea a la industria alimentaria el reto de
suministrar cantidades progresivas de
alimentos, seguros para la salud humana y
con el menor impacto ambiental posible. En
este sentido, existe en la actualidad un
creciente interés en estrategias de manejo
de enfermedades en los cultivos y de
control de microorganismos en alimentos
que no afecten la calidad de los productos
ni provoquen dafio ambiental. Nuestros
resultados demuestran que la tecnologia
de PNT no solo es eficiente en el control del
complejo D/P en semillas de soja, sino que
también es capaz de mismas. Lo que
resulta aun mas promisorio y queda
demostrado en éste trabajo, es que los
efectos promotores del PNT aplicado a las
semillas, perduran en el tiempo y llevan a
incrementos significativos en el rendimiento
de las plantas de soja.

Por dltimo, consideramos que la
implementacion de los PNT como préctica
agronOmica para el curado de semillas

abriria la posibilidad de reducir el uso de
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agroquimicos contribuyendo, de esta
forma, al mejoramiento de la competitividad
de los cultivos comerciales de soja sin
desmedro de la salud humana y del
ambiente.
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