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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto que poseen los tratamientos con plasmas no térmicos (PNT) sobre la
calidad fisioldgica de semillas de garbanzo en términos de respuesta trifasica, germinacion y vigor. Las semillas fueron
tratadas con una descarga de barrera dieléctrica durante 3 minutos y se utilizaron dos gases de arrastre: nitrégeno y
oxigeno. Del analisis de los resultados surge que ambos tratamientos de plasma favorecen la respuesta trifasica de la
germinacién, aumentando la velocidad de imbibicién en la fase |, lo que activa el metabolismo en fase Il y se visualiza en
el incremento del crecimiento de la plantula en fase lll. Estas modificaciones fisiolégicas explican el mayor vigor de las
plantulas por impacto de los tratamientos. La implementacion de esta tecnologia para el tratamiento de semillas desde
el punto de vista agrondmico, favorecen el establecimiento de plantas a campo, ademds de beneficiar la sustentabilidad

ambiental.
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INTRODUCCION

Uno de los desafios que enfrenta cada invierno el sector
garbancero es obtener semilla de calidad, ya que, durante
el proceso de produccién, diversos factores influyen en el
deterioro de la calidad fisiolégica en las semillas (Prado,
et al 2018). La incidencia de lluvias durante la cosecha
afecta principalmente su poder germinativo debido a que
el tegumento de la semilla posee un espesor muy delgado
y se hidrata rdpidamente (Carreras, et al. 2018); sumado
a esto, al encontrarse el embrién expuesto vuelve a esta
especie muy susceptible a dafios mecdanicos ocasionados
durante la cosecha y poscosecha (Carreras, et al. 2016).
Entre otros factores que ocasionan pérdidas en la calidad
de las semillas de garbanzo, se encuentra la aplicacion de
desecantes para acortar el ciclo del cultivo. El secado
anticipado puede aumentar la presencia de granos color
verde, de menor tamafio y reducir la viabilidad de la
semilla (Farias, et al 2018). En general las semillas de esta
especie estdn sujetas a deterioro y pierden la calidad
fisioldgica en periodos breves de tiempo (Carreras, et al.
2016).

Teniendo en cuenta lo antes expuesto y atendiendo a la
problematica actual, se propone un novedoso
tratamiento fisico, como es el uso del plasma de baja
temperatura en la agricultura. Este tipo de plasma,
también conocido como plasma no térmico (PNT) o
plasma frio, ya ha sido empleado como método
alternativo para la mejora de la calidad en semillas de
garbanzo (Mitra, et al. 2014). Los PNT son gases
débilmente ionizados (pero aproximadamente neutros en
su conjunto) generados por descargas eléctricas de baja
corriente, usualmente en gases a presion atmosférica.
Estdn constituidos por varias especies atdmicas,
moleculares, y radicales libres, que coexisten con
numerosas especies reactivas; tales como, electrones,
iones, y radiacion UV, entre otros (Misra et al., 2016).
Dentro de las diferentes fuentes de plasmas no térmicos
se encuentran las Descargas de Barrera Dieléctrica (DBD),
que utilizan al menos uno de los electrodos recubiertos
con un aislante para evitar la transicion a la chispa
(Brandenburg, 2017). Esta tecnologia se caracteriza
ademas por no dejar residuos ambientales después de su
empleo (Adamovich et al. 2017), por lo que resulta una
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tecnologia amigable con el medio ambiente (Pérez-Piz3,
et al. 2018). El gas (particulas neutras) en que se
desarrolla la descarga permanece relativamente frio
(cercano a la temperatura ambiente), bien desacoplado
energéticamente de los electrones, dando como
resultado un plasma no térmico, que, a presion
atmosférica se puede aplicar sobre superficies sensibles
al calor, incluido los tejidos bioldgicos (Laroussi, 2005).
Numerosos estudios han informado que los efectos del
tratamiento en semillas con PNT, promovieron la
germinacién y el crecimiento temprano de las plantulas
de diferentes especies (Pérez-Piza, et al. 2018; Ser4, et al
2021; Mildaziene et al. 2022) y que los efectos
estimulantes del PNT sobre la germinaciéon dependen de
los cambios inducidos en la estructura fisica y quimica del
tegumento en la semilla y de una mayor hidrofilia que
conduce a una mejor humectabilidad y una penetracién
mas rapida del agua en la semilla (Bormashenko et al.
2012; Mitra, et al. 2014; Li, et al. 2014; Stolarik, et al.2015;
Zahoranova, et al 2015; Meng, et al. 2017; De Groot, et al.
2018; Pérez-Piza, et al. 2018; Serd, et al 2021; Mildaziene,
et al. 2022 ). Estas explicaciones no aclaran el impacto
de los tratamientos con PNT, sobre el mecanismo del
proceso de germinacidn. En tal sentido puede plantearse
el modelo trifasico de la germinacién tal como sucede en
la mayoria de las semillas sin dormicién y con cubiertas
permeables (Bewley y Black, 1994). Muchos autores
coinciden en que, este patrén trifdsico de hidratacion
seminal comienza con una rapida imbibicion (fase 1), la
cual se debe a factores puramente fisicos (sucede tanto
en semillas vivas como muertas) a la cual le sigue, la fase
Il (fase-lag) de importante activacién metabdlica; y por
ultimo la fase Ill que comienza con la protusiéon de la
radicula y el posterior crecimiento de la plantula (Bewley
1997; Obroucheva y Antipova 1997). En semillas de Cicer
arietinum no hay evidencias experimentales respecto a
los posibles efectos que el tratamiento con PNT pueda
realizar en términos de la fisiologia de la germinacién
evaluada como respuesta trifasica. No esta claro de qué
manera el tratamiento con PNT afecta la fase | de
imbibicién ni los procesos metabdlicos en la fase Il ni
como estos pueden impactar sobre la fase Il de
crecimiento de la plantula.

El objetivo de este trabajo es evaluar el impacto de dos
tratamientos con PNT sobre la calidad fisiolégica de
semillas de garbanzo en términos de la respuesta trifdsica
en la germinacion, la viabilidad y el vigor.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

En los ensayos se utilizaron semillas de garbanzo del
cultivar Felipe UNC-INTA que fueron facilitados por el

Semillero Granaria de Vitulo Agro SA. ubicado en la
localidad de Jesus Maria, provincia de Cérdoba. Los
ensayos de calidad se realizaron en SVlab Laboratorio
Agropecuario, habilitado por INASE e Inscripto en el
Registro Nacional de Comercio y Fiscalizacion de Semillas
bajo el N° 1/8934. Ubicado en Venado Tuerto, provincia
de Santa Fe.

Fuente de plasma DBD

La Fig. 1 muestra la DBD operando en aire ambiente que
fuera utilizada en los experimentos. La descarga consiste
en un electrodo activo (con un didmetro total de 120 mm)
conformado por un arreglo de puntas, y un contra—
electrodo plano (referenciado a tierra) cubierto por una
barrera dieléctrica conformada por 3 peliculas de
poliéster (Thernofase de 400 um de espesor). El espacio
entre la superficie superior de la barrera y la punta de las
agujas (radio de la punta de 50 um) se fijé en unos 10 mm
durante el experimento. La descarga fue excitada usando
un transformador de alto voltaje operando a frecuencia
de red (50 Hz). El voltaje pico aplicado se mantuvo
constante en unos 30 kV. Se inyectd oxigeno o nitrégeno
en laregion activa de la descarga como gases de arrastre,
con un caudal de gas (medido) de 6 NL min?. Los
pardmetros eléctricos de la descarga se monitorearon
utilizando un osciloscopio de 4 canales (Tektronix TDS
2004C con una frecuencia de muestreo de 1 GS /s y un
ancho de banda analdgico de 70 MHz). La corriente de
descarga se infirid a partir de la medicién de la caida de
voltaje a través de una resistencia shunt de baja
inductancia (100 Q) conectada en serie con la descarga en
la rama de bajo voltaje, mientras que el voltaje de
descarga se midid utilizando una sonda de alto voltaje
(Tektronix P6015A, 1000X, 3pf, 100 MQ).

Tratamientos con plasma

Los tratamientos con descargas no térmicas fueron
llevados a cabo en el Laboratorio de Descargas Eléctricas
de la Universidad Tecnoldgica Nacional, Facultad Regional
Venado Tuerto. Para el procesamiento de semillas se
utilizé la DBD ya descripta, empleando un tiempo de
exposicion de 3 minutos. Se siguieron protocolos
adecuados para evitar la contaminacion de las semillas en
el postratamiento.

Determinacion del Contenido de Humedad

Se realizd por el método de estufa a alta temperatura
constante. Las semillas se secaron durante una hora a
130°C con molienda gruesa siguiendo el protocolo del
capitulo 9 de las Reglas ISTA (2022) especifico para esta
especie. A posteriori las muestras correspondientes a los
diferentes tratamientos se almacenaron bajo condiciones
controladas en cdmara a 20°C (+ 2°C).
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Figura 1. Diagrama esquematico del sistema de plasma DBD para el tratamiento de semillas de garbanzo

Evaluacion de la respuesta trifdsica de la germinacion en
garbanzo

Se evaluaron 5 réplicas de 25 semillas cada uno
sembradas en rollos de papel para cada tratamiento. El
papel se embebid en agua destilada, y el volumen de agua
fue ajustado de manera de evitar el exceso de agua. La
imbibicion lenta en papel humedecido, se midid en
periodos de una hora hasta completar las tres fases de la
germinacién, como lo reportado por Hardegree vy
Emmerich, (1992). Para cada tiempo, se registré el peso
fresco de las semillas y se graficé en funcidn del tiempo,
siguiendo el esquema publicado por Sudrez y Melgarejo
(2010).

Prueba de Germinacion

Las pruebas de germinacion se llevaron a cabo segun
metodologia descripta en el Capitulo 5 de las Reglas ISTA
(2022), para garbanzo. Se realizaron 8 repeticiones de 50
semillas separados de la fraccién de semilla pura. Se
colocaron en camara a temperatura constante de 20°C,
con fotoperiodo de 16 hs oscuridad y 8 hs luz. Se utilizd
arena como medio de crecimiento y la clasificacién de las
plantulas se realizé segun los criterios establecidos para
la especie descriptos en el Manual de evaluacion de
plantulas de ISTA (2018).

Andlisis de peso seco y peso fresco de la parte aérea y
radicular

El peso seco en plantulas de garbanzo se puso a punto
ajustando el tiempo de secado en estufa de aire forzado
Tecnodalvo modelo TDSF/D de precisiéon +0,5°C a 80°C.,
para esta especie a través de varios ensayos, registrando

el peso cada media hora, hasta lograr peso constante de
las muestras. Para determinar peso fresco y peso seco se
hicieron germinar 4 repeticiones de 50 semillas segun la
metodologia descripta en Reglas ISTA (2022). A los 8 dias
se calculd el peso fresco del area apical y radicular
pesados en balanza Sartorius modelo 3719 MP de
precision 0,001g. Para el calculo de peso seco se
colocaron las muestras etiquetadas y enumeradas en
recipientes de aluminio y durante el secado se procedié a
pesarlas cada media hora hasta peso constante.

Andlisis Estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el software R
4.1.1, R Core Team, R Foundation for Statistical
Computing (Vienna, Austria) (R Core Team, 2021). Las
diferencias entre los grupos se analizaron con ANOVA a
un criterio, postest LSD (Fisher) y las diferencias se
consideraron significativas si p<0.05. Los datos se
muestran como medias + SD (desvio estandar).

RESULTADOS y DISCUSION

Contenido de Humedad

La Tabla 1 muestra el % de humedad correspondientes al
control y los tratamientos con PNT (O, y N;). Las semillas
control mostraron un 12.1% de humedad mientras que
ambos tratamientos con PNT arrojaron un valor de 12.5%.
Del analisis de los resultados surge que los tratamientos
no afectan el contenido de humedad de las semillas.
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Tabla 1. Porcentaje de humedad de las semillas de garbanzos
tratadas con plasma y controles. Los datos se muestran como
medias £ SD.

Tratamiento | Humedad (%)
Control 12.1+0.0

0, 12.55+0.1
N, 12.5+0.0

Respuesta trifdsica

La Fig. 2 muestra la respuesta trifasica de la germinacidn
de semillas de garbanzos en control y tratadas con O, y
N,, en ella se presenta la fase I, Il y Ill. En relacién a la fase
I, se observa que el mecanismo de imbibicidn estd
facilitado por los tratamientos con PNT ya que absorben
agua en menor tiempo. Se observa ademas que el control
completa la fase | a las 8 horas, mientras que el
tratamiento con O, lo completa a las 5 horas y el
tratamiento con N, lo hace en 6 horas. Este resultado se
encuentra en acuerdo con lo reportado por Bormashenko
et al. 2012; Mitra, et al. 2012; Li, et al. 2014; Stolarik, et
al. 2015; Zahoranova, et al 2015; Meng, et al. 2017; De
Groot, et al. 2018; Pérez-Piz3, et al. 2018, Ser3, et al 2021;
y Mildaziene et al. 2022. Estas evidencias experimentales
sugieren que se produce un restablecimiento mas rapido

del sistema de membranas en términos del pasaje de
estructura hexagonal (fase gel, adquirida en la ultima
etapa de la embriogénesis) a lamelar fundamentalmente
en el embrién (fase cristal-liquido hidratado provocada
por el agua de imbibicidn) (Singer y Nicholson, 1972;
Azcon-Bieto, 2008). La fase Il se anticipa y finaliza antes,
por lo que se puede especular diciendo que la activacién
metabdlica y optimizacion de esta fase asegura el
crecimiento anticipado del embridn, el cual se manifiesta
través de la protusidn de la radicula dando asi inicio a la
fase Ill. En la Fig.3.se observa que dicha protusién se
anticipa por 27 hs en el caso del tratamiento con O, y 30
hs en el tratamiento con N3, respecto del control, que lo
hace a las 33 hs. Esta diferencia del tiempo explica la
optimizacién de la respuesta trifasica de la germinacion
por efecto del tratamiento con PNT.

En relacién a lo planteado por Mildaziene et al. 2022
respecto a que una mayor humectabilidad y absorcién de
agua no explica el aumento en la tasa de la germinacion
por efecto del tratamiento con PNT en numerosas
especies.  Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran la optimizacion de la respuesta trifdsica, como
una explicacion fisioldgica a este cuestionamiento.
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Figura 2. Contenido de agua absorbido por las semillas tratadas con PNT (O, y N,) y del Control en las tres fases del proceso trifasico de
la germinacion. Con lineas verticales se muestra la finalizacién de la Fase |y el comienzo de la Fase lll para cada tratamiento. Fase I:
Fase de imbibicidn, Fase Il: Fase de crecimiento metabdlico, Fase lll: Fase de crecimiento.

Prueba de Germinacion

La Fig.4 muestra el nivel de respuesta de los tratamientos
con PNT+ N, y PNT +0; en términos del poder germinativo
de las semillas tratadas. Del andlisis de la misma surge que
el tratamiento con PNT estimulé la respuesta trifasica lo

que aumentd significativamente el porcentaje de
germinacion respecto del control con una disminucion
significativa en la cantidad de plantulas anormales y
semillas muertas.
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Figura 3. Porcentaje de germinacion (%) de las semillas tratadas con PNT (02 y N2) y Control en funcién del tiempo (h) durante la curva
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diferentes indican diferencias estadisticas entre los tratamientos y para cada tiempo. (ANOVA a dos criterios, postest LSD (Fisher),
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Figura 4. Efecto del plasma frio sobre la germinacion [PG %]. Se muestra el porcentaje de plantulas normales (A), plantulas anormales
(B) y semillas muertas (C) para los tratamientos con plasma (N2 y 02) y Control. Los datos se muestran como media % SD. Las letras
minusculas diferentes indican diferencias estadisticas entre los tratamientos (ANOVA a un criterio, postest LSD (Fisher), p<0,05).

Peso seco y peso fresco de la parte aérea y radicular

La iError! No se encuentra el origen de la referencia.
muestra el incremento porcentual del peso fresco y seco,
tanto de la parte aérea como radicular, de las semillas
tratadas con PNT; respecto del control. Ademas, puede
observarse un mayor crecimiento significativo de la parte
aérea y de la parte radicular en términos del incremento
del peso seco y fresco. Las semillas tratadas con PNT + O,
tuvieron un aumento del 40% en PFR, del 18% en PFA, del

25% en PSR y del 19% en PSA, mientras que en el
tratamiento de PNT + N, se obtuvo un incremento
porcentual del 30%, 18%, 30% y 17%, respectivamente.
Del analisis de la misma surge que estos incrementos son
indicadores del impacto positivo de los tratamientos en la
fase Ill, favoreciendo asi el vigor en las semillas. Desde el
punto de vista agronémico la aplicacién del PNT puede
beneficiar el establecimiento de la planta en el campo.
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Tabla 2. Peso fresco radicular (PFR) y aéreo (PFA), peso seco radicular (PSR) y aéreo (PSA) de las plantulas tratadas con PNT (N> u O3) y
controles. ANOVA a un criterio, postest de Fisher, p<0.05. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos. En

la dltima columna se muestra la significancia estadistica (p).

Variables (g) Control 0, p

PFR 0.402+0.089a | 0.547 +0.120b | 0.563 * 0.082b | <0.001
PFA 0.318 £ 0.039a | 0.389 £ 0.059b | 0.376 + 0.039b | <0.001
PSR 0.036 £ 0.009a | 0.043 £ 0.011b | 0.045 + 0.008b | 0.0032
PSA 0.034 + 0.004a | 0.040 £ 0.006b | 0.040 + 0.005b | <0.001

CONCLUSION

Las evidencias experimentales sugieren que los
tratamientos con plasma no térmico en semillas de
garbanzo optimizan la respuesta trifadsica de la
germinacién, lo que explica la mejora en la calidad
fisiolégica en términos de vigor en la semilla. El uso de
esta tecnologia no genera un impacto ambiental
negativo; por lo que constituyen una alternativa
sustentable y muy promisoria para la mejora de la calidad
de las semillas.
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