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Resumen

Introduccién. En Colombia, la produccién de ajo se ve afectada por patégenos, principalmente Sclerotium
cepivorum, el cual se disemina por el material de siembra. Es necesario establecer tecnologias de bajo costo que
permitan controlar este patdgeno. Objetivo. Evaluar dos métodos de termoterapia, termoterapia por calor seco y
termoterapia por inmersion en agua, para disminuir la presencia de S. cepivorum en semilla de ajo y su efecto sobre
caracteristicas agrondmicas de plantas emergidas a partir de bulbillos tratados. Materiales y métodos. Este trabajo
se llevd a cabo en el Centro de Investigacion Tibaitatd de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA), ubicado en Cundinamarca, Colombia, durante el primer semestre del 2019. Se evaluaron nueve
tratamientos; cinco en termoterapia por calor seco: 35 °C por 12 h, 35 °C por 129,6 h, 50 °C por 48 min, 5 °C por 20
dias, 38 °C por 1 h; dos en termoterapia por inmersién en agua caliente: 48 °C por 30 min, 50 °C por 20 min y dos
controles: desinfeccion quimica (tebuconazol) y temperatura ambiente (20 °C por 20 dias), en un disefio en bloques
completos al azar. Se evalu6 brotacién de bulbillos y crecimiento de las plantas de ajo después de aplicar termoterapia
a la semilla y viabilidad de esclerocios de S. cepivorum. Resultados. El almacenamiento de la semilla a 5 °C por 20
dias aceler6 su brotacion, alcanzé una germinacién de 80 % a los cinco dias, mayor nimero de hojas y acumulacién
de biomasa. La germinacién de esclerocios estuvo entre 33 y 67 %; el tratamiento que presentd la menor incidencia
fue 35 °C por 129,6 h (33 %). Conclusion. El tratamiento de termoterapia por calor seco a 35 °C por 129,6 h mostré
potencial en la reduccion del indculo de S. cepivorum en semillas de ajo.

Palabras clave: control de enfermedades, bulbo, Alliaceae, desarrollo biolégico, termoterapia.
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Abstract

Introduction. In Colombia, garlic production is affected by pathogens, mainly Sclerotium cepivorum, which
is disseminated by planting material. It is necessary to establish low-cost technologies to control this pathogen.
Objective. To evaluate two thermotherapy methods, dry heat thermotherapy and water immersion thermotherapy, to
reduce the presence of S. cepivorum in garlic seed and its effect on agronomic characteristics of plants emerged from
treated bulbs. Materials and methods. This work was carried out at the Tibaitata Research Center of Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), located in Cundinamarca, Colombia, during the first
semester of 2019. Nine treatments were evaluated; five in dry heat thermotherapy: 35 °C for 12 h, 35 °C for 129,6 h,
50 °C for 48 min, 5 °C for 20 days, 38 °C for 1 h; two in hot water immersion thermotherapy:48 °C for 30 min, 50
°C for 20 min, and two controls: chemical disinfection (tebuconazol) and room temperature (20 °C for 20 days) in a
randomized complete block design. Sprouting of bulbs and growth of garlic plants after applying thermotherapy to
the seed and viability of S. cepivorum sclerotia were evaluated. Results. Seed storage at 5 °C for 20 days accelerated
its sprouting, reached a 80 % germination after five days, increased leaf number and biomass accumulation. Sclerotia
germination was between 33 and 67 %; the treatment that presented the lowest incidence was 35 °C for 129,6 h (33
%). Conclusion. Dry heat thermotherapy treatment at 35 °C for 129,6 h showed potential in reduction of S. cepivorum
inoculum in garlic seeds.

Keywords: disease control, bulb, Alliaceae, biological development, thermotherapy.

Introduccion

El cultivo de ajo (Allium sativum L.) alcanzé a nivel mundial, para el afio 2018, 28 4 millones de toneladas
de produccion, con rendimientos de 18 t ha' (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura, 2020). En este mismo afio, se reportd la siembra de ajo en Colombia de 830 hectdreas (ha),
con producciones de 10 175 t y rendimientos de 13,08 t ha' (Red de Informacién y Comunicacién del Sector
Agropecuario Colombiano, 2020), destacdndose la produccion a lo largo de la zona andina colombiana en los
departamentos de Narifio, Norte de Santander, Santander y Cundinamarca.

El origen del material de siembra usado como semilla de propagacién asexual (bulbillos de ajo) en el pais, en
su mayoria es de origen peruano, que es introducido sin controles fronterizos, lo que afecta el estatus fitosanitario
del pais, debido a que promueve el establecimiento y diseminacién de distintos patégenos y fisiopatias (Prato-
Sarmiento, 2016). Existen cuatro grupos ecofisiologicos de ajo: Grupo I (violetas o asidticos), Grupo II (morados),
Grupo IIT (rosados y blancos) y Grupo IV (colorado y castaiio) (Escobar et al., 2012). De esta clasificacion se han
derivado algunas denominaciones comerciales, aceptadas internacionalmente. La correspondencia dentro de los
grupos ecofisioldgicos responde a la coloracién de las catéfilas (hojas de proteccion de los bulbos) (Burba, 2003).

El ajo es una especie apomictica y todos los cultivares son estériles, la reproduccion es vegetativa, por medio
de bulbillos que sirven como material de propagacion (Atif et al., 2020). Esta condicion favorece la diseminacion,
acumulacién e incremento de las enfermedades sistémicas entre las que se destacan las causadas por Puccinia
allii, Puccinia porri, Sclerotium cepivorum, Peronospora herbarum 'y Botrytis cinerea; por virus de los géneros
potyvirus, carlavirus y allexivirus y por el nematodo Dytilenchus dipsaci (Zapata-Narvdaez et al., 2020), transmitidos
por semilla y a los que se les atribuyen disminucién en los rendimientos (Fayad-André et al., 2011).

La pudricién blanca en ajo, cuyo agente causal es el hongo Sclerotium cepivorum, es una enfermedad
limitante y de importancia econémica para el cultivo; se estima que puede generar pérdidas de hasta el 100 % de la
produccién de bulbillos (McLean et al., 2005; Veldsquez-Valle & Reveles-Hernandez, 2016). Este hongo contamina
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los suelos y limita la produccién de alidceas en el mismo terreno hasta por treinta afios (Ulacio et al., 2006) e induce
la migracion de los productores a otras zonas de produccion.

La baja disponibilidad de semilla de ajo con calidad sanitaria y agrondmica, y la inexistencia de variedades
mejoradas, limita la produccién de ajo en el pais. Bajo este panorama, y tras la dependencia de productos quimicos en
el manejo de enfermedades en el cultivo, surge la necesidad de contar con alternativas de manejo econdmicas, viables
y compatibles con el ambiente, que generen un control de microorganismos patogénicos en semilla y disminuyan
asi el impacto sobre el rendimiento del cultivo. A nivel mundial, se han evaluado varias estrategias para el control
de enfermedades, con moléculas quimicas de baja toxicidad, biocontroladores, compostajes, sustancias quitinosas,
extractos vegetales, procesos fisicos y quimicos de desinfeccion de la semilla, entre otros (Mishra et al., 2014).

Dentro de las estrategias de control fisico para el control de patégenos en el material de siembra, se encuentra
la termoterapia, tratamientos térmicos e hidricos que permiten la eliminacién de contaminantes sistémicos (Sudrez
Padrén, 2020). El fundamento del método es que las enfermedades solo pueden desarrollarse y sobrevivir dentro
de ciertos limites de intensidad de factores fisicos ambientales, mds alld de los limites minimos y méximos, las
condiciones resultan letales. Los limites cambian segtin los patégenos, para una misma especie y segun su estado de
desarrollo. Ademads, la interaccion con las intensidades de los otros factores ambientales y con el estado fisioldgico
del microorganismo también afectan los limites de cada factor. Se han establecido como agentes fisicos activos a
la temperatura alta y/o baja, mediante choques térmicos para la destruccién directa de organismos, el aire seco, las
longitudes de onda de luz desfavorables, vaporizacion, solarizacién y algunos tipos de radiacion ionizante, para
producir esterilizaciones (Agrios, 2005).

Se afirma que la termoterapia es un método efectivo para la erradicacion de patdgenos (bacterias, virus,
hongos, nematodos y fitoplasmas) en semillas como el ajo (Varés Megino et al., 2009). Una de las estrategias de
manejo cultural propuestas para el control fisico de S. cepivorum, es la solarizacion del terreno, para mantener el
suelo a 35 °C por un periodo mayor a 5 dias; con esta labor se logra reducir la viabilidad del 50 % de los esclerocios
del patégeno (Granados, 2005). En bulbillos de ajo cosechados expuestos a temperaturas por debajo de 5 °C y por
encima de 40 °C, se demostrd la reduccion en crecimiento micelial de Fusarium proliferatum, lo que indica que
los tratamientos térmicos pueden ser usados para reducir la carga de microorganismos patogénicos del material
de siembra (Palmero et al., 2013). La temperatura y la baja humedad afectan la supervivencia de los esclerocios
de S. cepivorum y es posible alcanzar la dosis letal media a una temperatura de 35 °C durante 129,6 h (Zudiga-
Mendoza, 2013), debido ademds a la colonizacién de los esclerocios por parte de microorganismos, los cuales
fueron reportados por McLean et al. (2001). Si la temperatura aumenta a los 50 °C, se requieren solamente de 0,8
h para lograr el mismo efecto (Capuz-Bravo, 2013). Este hongo es mds sensible al calor que otros que producen
esclerocios, por ejemplo, Sclerotinia minor tiene una DL 50 de 624 h a 35 °C. Se ha utilizado termoterapia, con base
en altas temperaturas en forma directa sobre las cabezas de ajo, la cual ha sido efectiva para reducir la carga viral
del material de siembra acompafiada por cultivo de meristemos, pero es necesario hacer una selecciéon cuidadosa
de la temperatura y tiempo de tratamiento para no afectar la capacidad de germinacién ni comprometer su posterior
desarrollo (Velasquez-Valle et al., 2017).

Se ha usado la termoterapia para homogenizar la brotacién de los bulbillos de ajo, los cuales pasan por
un estado de vernalizacion después de la cosecha que en condiciones invernales se presenta para soportar las
bajas temperaturas de las regiones de donde es originario (Burba, 2007). Someter los bulbillos a un proceso de
frigoinduccién en regiones sin estacionalidad, como las regiones tropicales, permite acelerar la brotacion de los
bulbillos. Se ha demostrado que el almacenamiento de la semilla de ajo a temperaturas alrededor de 5 °C, por
periodos de 20 dias, mejora la produccion y crecimiento de las hojas, reduce el periodo de crecimiento y promueve
la produccién de bulbillos por bulbo; sin embargo, el rendimiento del bulbo de ajo y el peso medio del bulbo
disminuyen con el aumento del periodo de tratamiento de enfriamiento (Wu et al., 2016).
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El objetivo de este trabajo fue evaluar dos métodos de termoterapia, por calor seco y por inmersiéon en agua,
para disminuir la presencia de S. cepivorum en semilla de ajo y su efecto sobre caracteristicas agrondmicas de
plantas emergidas a partir de bulbillos tratados.

Materiales y métodos
Localizacion

Este trabajo se realiz6 durante el primer semestre de 2019, en los invernaderos y Laboratorio de Microbiologia
Agricola del Centro de Investigacion Tibaitatd de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA), ubicado en el departamento de Cundinamarca, Colombia a una latitud 4° 41° 21,96 N y longitud
74°12° 6,08” O.

Material vegetal

Se usaron bulbillos de ajo (A. sativum) con 2,5 meses de secado poscosecha. El ecotipo de ajo utilizado en este
ensayo se encuentra clasificado dentro del grupo ecofisioldgico II, conocido comercialmente como ajo morado, que
corresponde a un material con catafilas castafio claro (Burba, 2003).

Evaluacion de la aplicacion de termoterapia a la semilla asexual de ajo sobre el desarrollo de las plantas
Aplicacion de termoterapia a semilla asexual de ajo

Se usaron bulbillos de ajo morado (A. sativum) con 2,5 meses de secado poscosecha. Los bulbillos tratados
en termoterapia con calor seco a temperaturas por encima de los 35 °C, se colocaron en bolsas de papel en una
cdmara de flujo laminar (CHBbiolus®-Korea) y en una nevera (Haceb®-México) a 5 °C los bulbillos tratados a baja
temperatura. El tratamiento de termoterapia por inmersion en agua caliente se realizé al sumergir los bulbillos,
dispuestos en bolsas de muselina, en agua precalentada a la temperatura indicada en un bafio maria (Mermmet®-
Germany), esta condicién se mantuvo durante el periodo determinado en cada caso. Se conté con dos controles:
a) desinfeccion quimica tradicional empleada por agricultores, consistente en la inmersion de la semilla por 12 h
en una solucion de fungicida tebuconazol (3 g 1) a temperatura ambiente y b) temperatura ambiente 20 +2 °C y
humedad relativa promedio de 60 % en oscuridad por veinte dias sin ninguna desinfeccién (Cuadro 1).

Evaluacion del indice visual de dormancia (IVD)

Los bulbillos de ajo morado usados en el ensayo, contaban con 2,5 meses de secado poscosecha. Se realizd
un muestreo de manera aleatoria con veinte bulbillos del lote total de semilla (1 kg), los cuales se cortaron
longitudinalmente para observar la longitud de la hoja de brotacién y calcular el indice visual de dormicién (IVD)
de acuerdo con la metodologia, propuesta por Burba (2003) (Figura 1). Este permite evaluar las condiciones de
almacenamiento y la respuesta a la conservacion del ajo, de acuerdo con la relacién entre la longitud de la hoja de
brotacién (B) y la hoja de reserva del bulbillo (R) (ecuacién 1):

B
IVD(%)=E><10IJ [1]
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Figura 1. Corte longitudinal del bulbillo de ajo morado (A. sativum) para mostrar la relaciéon de tamaiio entre la hoja de brotacion (B)
y la hoja de reserva (R). Adaptado de Burba (2003).

Figure 1. Longitudinal section of the purple garlic (A. sativum) bulb to show the size relationship between the sprouting leaf (B) and
the reserve leaf (R). Adapted from Burba (2003).

Cuadro 1. Tratamientos de termoterapia usados en semilla de ajo morado (A. sativum) para observar efecto sobre crecimiento y
desarrollo de las plantas. Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Centro de Investigacion Tibaitatd,
Colombia, 2019.

Table 1. Thermotherapy treatments used on purple garlic (A. sativum) seed to observe effect on growth and development of plants.
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Tibaitata Research Center, Colombia, 2019.

Tratamiento Termoterapia Temperatura (°C) Tiempo Referencia

T1 Calor seco 35 12 h Zuiiiga-Mendoza (2013)

T2 Calor seco 35 129.6 h Zuniga-Mendoza (2013)

T3 Calor seco 50 48 min Capuz-Bravo (2013)

T4 Calor seco 5 20 dias Wu et al. (2016)

T5%* Inmersion en agua 38 1h Perea M, Comunicacion personal,
18 de septiembre, 2017

T6* Inmersion en agua 48 30 min Perea M, Comunicacion personal,
18 de septiembre, 2017

T7 Inmersién en agua 50 20 min Perea M, Comunicacién personal,
18 de septiembre, 2017

T8 Desinfeccion quimica 12 h

T9 Control ambiente 202 20 dias

* 2 veces al dia (mafiana-tarde) durante 2 dfas./ * 2 times a day (morning-afternoon) for 2 days.

Previo a la siembra y después de aplicar el tratamiento de limpieza fisica, se tomaron cuatro bulbillos de ajo
morado de cada tratamiento a los que se les realiz6 un corte longitudinal y se calculé el IVD de acuerdo con la
metodologia mostrada en la Figura 1. Para evaluar esta variable se contd con un disefio completamente al azar, en
donde los bulbillos muestreados componian las unidades experimentales en cada uno de los tratamientos.
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ElI IVD es un valor que permite tomar decisiones de siembra, el cual debe superar el 70 % para garantizar una
Optima brotacién de los bulbillos.

Efecto de termoterapia sobre brotacion de bulbillos de ajo y crecimiento de las plantas

El suelo usado en el ensayo fue autoclavado y se confirmé la ausencia de patdégenos de suelo a través de
diluciones seriadas y siembra en agar nutritivo y en agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés), sin observar
crecimiento de microorganismos que pudieran comprometer el estado sanitario de las semillas de ajo. Los bulbillos
de ajo morado termotratados se sembraron en este suelo, dentro de contenedores plasticos con capacidad de 15 kg,
bajo condiciones de invernadero, humedad relativa de 60 % y temperatura promedio de 28+2 °C. Se realizé riego
a demanda, fertilizacion edafica consistente en la mezcla en sustrato de 1 g de DAP (fosfato diaménico) y 0,5 g de
urea por 5 kg de suelo en presiembra y aplicaciones de fertilizante foliar completo a una dosis de 1 mL L' a los
dos y tres meses después de siembra.

El ensayo se llevé a cabo con un disefio completamente al azar con nueve tratamientos, tres repeticiones
técnicas y tres repeticiones en el tiempo. Se realizaron muestreos destructivos, con base en tres plantas por
repeticion, se midio el porcentaje de brotacion, el nimero de hojas y la masa seca del bulbo a los 15, 30, 60, 90,
120 y 150 dias después de siembra (dds). La masa seca se determind tras secar el material vegetal a 60 °C por 48 h.

Evaluacion de la aplicacion de termoterapia para disminuir el inéculo de S. cepivorum en semilla asexual
de ajo

Inoculacion de bulbillos de ajo con S. cepivorum

Los bulbillos de ajo morado se sumergieron en agua durante 24 h para acelerar el desarrollo de raices. El
patégeno utilizado correspondié al aislamiento S10 de S. cepivorum aislado por Zapata-Narvdez et al. (2020)
de cultivos de ajo visitados en el afio 2019 en el departamento de Cundinamarca, Colombia. Los esclerocios se
cosecharon de medio PDA (PDA Oxo0id®), con 24 dias de crecimiento. Se colocaron cinco esclerocios sobre las
raices de los bulbillos de ajo. Los bulbillos infestados se incubaron a 18 °C en oscuridad hasta observar germinacion
de los esclerocios. La germinacidn de los esclerocios sobre las raices se observé doce dias después de inoculacion.

Aplicacion de termoterapia a bulbillos de ajo infectados con S. cepivorum

Los bulbillos inoculados con el aislamiento S10 de S. cepivorum se sometieron a los tratamientos de
termoterapia. Hubo ocho tratamientos, cinco de ellos en los que se aplicé termoterapia por calor seco en los rangos
de temperatura y tiempo descritos en el Cuadro 2, un tratamiento con desinfeccién quimica por 12 h a temperatura
ambiente (20+2 °C), un control con bulbillos de ajo inoculados con S. cepivorum y almacenados a temperatura
ambiente (20+2 °C) por veinte dias y un control absoluto en el que no se inocularon los bulbillos con los esclerocios
del patdgeno y se almacenaron a temperatura ambiente (20+2 °C) por veinte dias.

De acuerdo con los resultados obtenidos del efecto de los tratamientos de termoterapia e hidroterapia sobre la
brotacién de los bulbillos de ajo, se seleccionaron los tratamientos de calor seco a ser aplicados sobre los bulbillos
infectados con S. cepivorum, para poder evaluar asi la eficiencia del tratamiento sobre el patdgeno. Sin embargo,
se conservo la temperatura y el tiempo de exposicion de uno de los tratamientos de termoterapia por inmersion en
agua caliente para ser aplicado como calor seco.
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Cuadro 2. Tratamientos de termoterapia usados en bulbillos de ajo morado (A. sativum) infectados con S. cepivorum para observar
efecto sobre el desarrollo del patégeno. Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Centro de
Investigacion Tibaitata, Colombia, 2019.

Table 2. Thermotherapy treatments used on purple garlic (A. sativum) bulbs infected with S. cepivorum to observe effect on the development
of the pathogen. Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Tibaitata Research Center, Colombia, 2019.

Tratamiento Método Temperatura (°C) Tiempo
T1 Calor seco 35 12h
T2 Calor seco 35 1296 h
T3 Calor seco 50 48 min
T4 Calor seco 5 20 dias
T5* Calor seco 38 1h
T6 Desinfeccion quimica 20 +2 12h
T7 Control ambiente 20 £2 20 dias
T8 Control absoluto 20 £2 20 dias

*Se eliminaron los tratamientos de termoterapia por inmersién en agua caliente, pero se conserva una de las temperaturas y tiempos
consideradas en esa técnica para ser aplicado como calor seco. / * Heat water thermotherapy treatments have been eliminated, but one
of the temperatures and times considered in that technique is preserved to be applied as dry heat.

Evaluacion de S. cepivorum sobre bulbillos de ajo termotratados

Los bulbillos de ajo morado inoculados y termotratados, se colocaron en PDA y se incubaron a 18 °C hasta
observar signos y sintomas de la enfermedad (micelio blanco sobre los bulbillos de ajo y formacién de esclerocios),
con el fin de determinar el efecto del tratamiento sobre el desarrollo de S. cepivorum. El ensayo se realizé en
condiciones de laboratorio, bajo un disefio completamente al azar, donde la unidad experimental consistié en tres
bulbillos de ajo con tres repeticiones por tratamiento y tres repeticiones en el tiempo.

Analisis de datos

Para el andlisis de los datos se probaron los supuestos de normalidad, independencia de los errores y
homogeneidad de varianza, mediante la prueba de Shapiro-wilk, Levene y Durbin Watson. Los datos fueron
analizados mediante andlisis de varianza (ANOVA) y modelos lineales generales y mixtos, donde la parte fija del
modelo correspondi6 al tratamiento y la parte aleatoria a las repeticiones (Di-Rienzo & Casanoves, 2012). Para
todas las variables se usé la prueba de comparacién de medias de Tukey (p<0,05). Los datos se analizaron con el
software estadistico R, version 3.6.0.

Resultados
Evaluacion de la aplicacion de termoterapia a la semilla asexual de ajo sobre el desarrollo de las plantas
Evaluacion del indice visual de dormancia (IVD)

El indice visual de dormancia (IVD) inicial promedio de los bulbillos fue de 20 %. Tras la aplicacion de
termoterapia por calor seco a 5 °C por 20 dias, los bulbillos mostraron un IVD cercano al 80 % (Figura 2).
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Figura 2. Indice visual de dormancia (IVD) de los bulbillos de ajo morado (A. sativum) sometidos a termoterapia. Corporacién
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Centro de Investigacion Tibaitata, Colombia, 2019.

T1 — T4 termoterapia por calor seco, T5 — T7 termoterapia por inmersién en agua caliente. T8 y T9 controles. T1: 35 °C 12 h!, T2: 35 °C
129,6 h'!', T3: 50 °C 48 min', T4: 5 °C 20 dias™, T5: 38 °C 1 h'' (4 2),T6: 48 °C 30 min' (4 2), T7: 50 °C 20 min’', T8: desinfeccién
quimica 12 h y T9: 20 °C 20 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas en p<0,05. Las barras indican el error estdndar
(EE).

Figure 2. Visual dormancy index (IVD) of purple garlic (A. sativum) bulbs undergoing thermotherapy. Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Tibaitata Research Center, Colombia, 2019.

T1 - T4 dry heat thermotherapy, TS - T7 hot water immersion thermotherapy. T8 and T9 controls. T1: 35 °C 12 h'!, T2: 35°C 129,6 h', T3:
50 °C 48 min!, T4: 5 °C 20 days™, T5: 38 °C 1 h! (4 2),T6: 48 °C 30 min™' (4 2), T7: 50 °C 20 min™', T8: Chemical disinfection 12 h and
T9: 20 °C 20 days™. Different letters indicate significant differences at p<0.05. The bars indicate standard error (SE).

Brotacion de bulbillos de ajo

Los porcentajes de brotacién alcanzados en el ensayo (Figura 3), mostraron que los bulbillos sometidos
a termoterapia por calor seco a 5 °C por 20 dias alcanzaron el mayor porcentaje (80 %) a los 12 dds, lo cual
fue consistente con los valores que mostré el IVD de este mismo tratamiento (80 %) (Figura 2). El resto de los
tratamientos alcanzaron este porcentaje de brotacion entre los los 22 y 32 dds; sin embargo, fue notable el retraso
en esta variable sobre los bulbillos sometidos a termoterapia por inmersioén en agua caliente en los tratamientos de
48 °C por 30 min dos veces al dia durante dos dias (T6) y los bulbillos sometidos a termoterapia por calor seco a
35 °C por 12 h (T1), que alcanzaron entre 40 y 57 % de brotacién a los 22 dds.

Crecimiento de las plantas de ajo a partir de bulbillos termotratados

Segun la prueba de comparacion de medias de Fisher, el tratamiento 4, correspondiente a la aplicacion de
termoterapia con calor seco a 5 °C por 20 dias, contd con un nimero de hojas mayor en el dia 90 dds (Figura 4),
comparado con los demds tratamientos. En los dias posteriores esta variable se equilibré entre tratamientos.

De la misma manera, el almacenamiento de la semilla a 5 °C por 20 dias favorecid el crecimiento de las plantas
de ajo en términos de acumulacién de biomasa, al alcanzar una masa seca del bulbo cercano al obtenido con el
tratamiento absoluto, 5,27 y 6,04 g, respectivamente, a los 150 dds (Figura 5). Las plantas bajo tratamiento de
semilla en hidroterapia mostraron un menor desarrollo durante la evaluacién del ensayo.
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Figura 3. Porcentaje de brotacion de los bulbillos de ajo morado (A. sativum) sometidos a los tratamientos de termoterapia. Corporacion
Colombiana de Investigacién Agropecuaria (AGROSAVIA), Centro de Investigacion Tibaitatd, Colombia, 2019.
T1 — T4 termoterapia por calor seco, T5 — T7 termoterapia por inmersion en agua caliente. T8 y T9 controles. T1: 35 °C 12 h'!,
T2:35°C 129,6 h'', T3: 50 °C 48 min™', T4: 5 °C 20 dfas™, T5: 38 °C 1 h' (4 2), T6: 48 °C 30 min™ (4 2), T7: 50 °C 20 min™',
T8: desinfeccién quimica 12 h y T9: 20 °C 20 dias. Las barras indican la desviacién estandar (DS).

Figure 3. Sprouting percentage of purple garlic (A. sativum) bulblets subjected to thermotherapy treatments. Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Tibaitata Research Center, Colombia, 2019.

T1 — T4 dry heat thermotherapy, T5 - T7 hot water immersion thermotherapy. T8 and T9 controls. T1: 35 °C 12 h!, T2: 35°C 129.6 h'!,
T3: 50 °C 48 min™', T4: 5 °C 20 days”, T5: 38 °C 1 h'! (4 2), T6: 48 °C 30 min™' (4 2), T7: 50 °C 20 min™', T8: Chemical disinfection
12 h and T9: 20 °C 20 days™. The bars indicate standard deviation (SD).
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Figura 4. Nimero de hojas de las plantas de ajo morado (A. sativum), sometidas a los tratamientos de termoterapia. Corporacién
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Centro de Investigacion Tibaitata, Colombia, 2019.

T1 — T4 termoterapia por calor seco, T5 — T7 termoterapia por inmersién en agua caliente. T8 y T9 controles. T1: 35 °C 12 h', T2: 35 °C
129,6 h'', T3: 50 °C 48 min', T4: 5 °C 20 dias™, T5: 38 °C 1 h! (4 2), T6: 48 °C 30 min! (4 2),T7: 50 °C 20 min', T8: desinfeccion
quimica 12 h'y T9: 20 °C 20 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas en p<0,05. Las barras indican el error estdndar (EE).

Figure 4. Number of leaves of purple garlic (A. sativum) plants subjected to thermotherapy treatments. Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Tibaitata Research Center, Colombia, 2019.

T1 — T4 dry heat thermotherapy, TS - T7 hot water immersion thermotherapy. T8 and T9 controls. T1: 35°C 12 h',T2: 35°C 129.6 h™',
T3: 50 °C 48 min', T4: 5 °C 20 days™, T5: 38 °C 1 h'! (4 2), T6: 48 °C 30 min™' (4 2),T7: 50 °C 20 min™', T8: Chemical disinfection
12 h and T9: 20 °C 20 days™.

Different letters indicate significant differences at p <0.05. The bars indicate standard error (SE).
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Figura 5. Masa seca de los bulbos de ajo morado (A. sativum) sometidos a los tratamientos de termoterapia. Corporacién Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Centro de Investigacion Tibaitata, Colombia, 2019.

T1 — T4 termoterapia por calor seco, T5 — T7 termoterapia por inmersién en agua caliente. T8 y T9 controles. T1: 35 °C 12 h', T2:
35°C 129,6 h'!, T3: 50 °C 48 min', T4: 5 °C 20 dias”, T5: 38 °C 1 h' (4 x 2), T6: 48 °C 30 min"' (4 x 2), T7: 50 °C 20 min"', T8:
desinfeccién quimica 12 h'y T9: 20 °C 20 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas en p<0,05. Las barras indican el
error estandar (EE).

Figure 5. Dry mass of purple garlic (A. sativum) bulbs subjected to thermotherapy treatments. Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (AGROSAVIA), Tibaitata Research Center, Colombia, 2019.

T1 — T4 dry heat thermotherapy, T5 - T7 hot water immersion thermotherapy. T8 and T9 controls. T1: 35°C 12 h"', T2: 35°C 129.6 h'',
T3:50 °C 48 min', T4: 5 °C 20 days™, T5: 38 °C 1 h'' (4 x 2), T6: 48 °C 30 min™' (4 x 2), T7: 50 °C 20 min™', T8: Chemical disinfection
12 h and T9: 20 °C 20 days™.

Different letters indicate significant differences at p<0.05. The bars indicate standard error (SE).

Evaluacion de la aplicacion de termoterapia para disminuir el inéculo de S. cepivorum en semilla asexual
de ajo

Evaluacion de S. cepivorum sobre bulbillos de ajo termotratados

A partir de los 15 dias después del termotratamiento (ddt), se observé crecimiento de micelio y desarrollo de
esclerocios de S. cepivorum sobre los bulbillos de ajo en todos los tratamientos de los bulbillos inoculados con
esclerocios (Figura 6), en el control absoluto (no inoculado) no se observé ningiin crecimiento de patdgenos.

Al momento de la evaluacion final de la incidencia de la enfermedad (15 ddt), esta se presentd en un rango
entre 33 y 100 % (Figura 7). La menor incidencia se obtuvo con el tratamiento T2: 35 °C 5 por cuatro dias de
termoterapia con 33 % de incidencia.
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T5: 38°C/1 hora T6: Desinfeccién quimica/12 horas ™ ambiente T8: Control absaiuto
20°C/20 dias

Figura 6. Crecimiento de S. cepivorum sobre bulbillos de ajo morado (A. sativum) inoculados 15 dias después del termotratamiento
(ddt). En el pie de cada foto se describen la temperatura y tiempo de cada tratamiento. Corporaciéon Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (AGROSAVIA), Centro de Investigacion Tibaitatd, Colombia, 2019.

Figure 6. Growth of S. cepivorum on inoculated purple garlic (A. sativum) bulblets 15 days after heat treatment (ddt). At the foot
of each photo the temperature and time of each treatment are described. Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA), Tibaitata Research Center, Colombia, 2019.
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Figura 7. Incidencia de S. cepivorum en bulbillos de ajo morado (A. sativum) termotratados 15 dias después del termotratamiento (15
ddt). Corporaciéon Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Centro de Investigacion Tibaitatd, Colombia, 2019.

T1: 35°C 12 h'!, T2: 35 °C 129,6 h'!, T3: 50 °C 48 min"!, T4: 5 °C 720 dias', T5: 38 °C 1 h'!, T6: desinfeccién quimica 12 h'!, T7:

control ambiente 20 °C 20 dias™ y T8: control absoluto (sin infeccion). Letras diferentes indican diferencias significativas en p<0,05.
Las barras indican el error estandar (EE).

Figure 7. Incidence of S. cepivorum in heat-treated purple garlic (A. sativum) bulblets 15 days after heat treatment (ddt). Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Tibaitata Research Center, Colombia, 2019.

T1:35°C 12h', T2:35°C 129,6 h', T3: 50 ° C 48 min"!, T4: 5 °C 720 days™, T5: 38 °C 1 h'!, T6: Chemical disinfection 12 h!, T7:
environmental control 20 °C 20 days™', and T8: absolute control (without infection). Different letters indicate significant differences at
p<0.05. The bars indicate standard error (EE). p<0.05.
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Discusion

El tratamiento de termoterapia por calor seco a baja temperatura (T4: 5 °C 20 dias), favoreci6 la brotacién de
los bulbillos de ajo morado. Esta combinacién de temperatura y tiempo permitié acelerar el evento de brotacion
de la semilla entre cinco y seis dias con respecto al testigo (T9: 20 °C por 20 dias). Estos resultados coinciden con
los reportes hechos por Wu et al. (2016), quienes demostraron que la exposicién de la semilla a temperaturas entre
los 4 y 5 °C por periodos de tiempo prolongados (>30 dias), favorecid significativamente la longitud de la hoja,
disminuy¢ el periodo de crecimiento y promovié la produccion de bulbillos por bulbo. El efecto observado del
tratamiento de termoterapia por calor seco a baja temperatura no fue significativo en la reduccién de los sintomas
de S. cepivorum, pero este tratamiento puede ser usado para homogenizar la brotacién de la semilla de ajo y lograr
de esta manera un desarrollo mas precoz del cultivo.

El retraso observado en la brotacién de los bulbillos tratados con calor seco a temperaturas elevadas o
inmersion en agua caliente, comparados con los bulbillos tratados con calor seco a baja temperatura, no significd
una afectacién a la viabilidad de la semilla, tal como lo reporté Varés-Megino et al. (2009), quienes indicaron
que los tratamientos de termoterapia por inmersién en agua en rangos adecuados de temperatura (47-49 °C), no
incidieron en forma negativa en la viabilidad de la semilla de ajo. Sin embargo, los tratamientos T6 (48 °C/30 min
inmersion en agua) y T1 (35°C/12 h por calor seco), mostraron un retraso notable en la brotacién de los bulbillos
y esto afectd el desarrollo posterior de las plantas de ajo, las cuales alcanzaron su mdxima masa seca del bulbo en
un periodo mds prolongado a los demds tratamientos.

Con base en la escala ecofisioldgica propuesta por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
de Argentina [(1. Brotacién, 2. Crecimiento vegetativo (6 a 7 hojas), 3. Rapido crecimiento vegetativo (10 a 11
hojas), 4. Crecimiento del bulbo y 5. Crecimiento final del bulbo (senescencia de las hojas)] (Atif et al., 2020;
Burba, 2003), se observé que las plantas de ajo evaluadas se encontraban al final del ensayo en una etapa de rapido
crecimiento vegetativo, con un desarrollo mds precoz de las plantas en los tratamientos de termoterapia por calor
seco a 5°C por 20 dias (T4) y el control ambiente a 20+2 °C por 20 dias (T9), los cuales mostraron una mayor
acumulacién de masa seca en el bulbo y la disminucién en el niimero de hojas verdes en la planta a los 150 dds.
Una vez inicia el desarrollo del bulbo se detiene la produccién de hojas y estas entran en una etapa de senescencia
(Atif et al., 2020; Escobar et al., 2012). El tratamiento a temperatura ambiente (T9) logré un mejor desarrollo de
follaje en esta misma etapa, lo que se refleja en una mayor acumulacién de biomasa en el bulbo (Kamenetsky,
2007). En este mismo sentido, el tratamiento de termoterapia por calor seco a 35 °C por 12 h(T1) y el tratamiento
de termoterapia por inmersion en agua caliente a 48 °C por 30 min (T6) a los 150 dds, mostraron una acumulacién
de biomasa en el bulbo muy inferior a los demds tratamientos y un mayor nimero de hojas verdes con respecto al
tratamiento T4. Estas diferencias visuales y numéricas pueden indicar que el periodo de desarrollo de las plantas de
ajo de los tratamientos 1 y 6 fue mds prolongado. Esto en campo significa mayor uso de recursos en la consecucion
de la produccién de ajo.

Para la evaluacion de termoterapia sobre la reduccién del indculo de S. cepivorum en bulbillos de ajo, se
sometid la semilla de ajo infectada con el patdgeno a los tratamientos de termoterapia por calor seco a 35 °C por
12 h(T2), 5 °C por 20 dias (T4) y temperatura ambiente (T9: 20 °C por 20 dias ). Estos tratamientos mostraron los
mejores resultados en cuanto a acumulacién de biomasa en el bulbo y favorecieron la brotacion de la semilla. Junto
con estos tres tratamientos se evaluaron los tratamientos T1 (35 °C por 12 h), T3 (50 °C por 48 min) y T5 (38 °C
por 1 h), los cuales mostraron una brotacion y desarrollo de las plantas mds lento.

Se observé una reduccién en la incidencia de S. cepivorum sobre los bulbillos de ajo termotratados hasta
un 33 % (Figura 7), con el tratamiento de termoterapia por calor seco a 35 °C por 129,6 h (T2). Al probar esta
combinacién de tiempo y temperatura sobre semilla asexual de ajo, se demostré la reduccién en la incidencia de
la enfermedad.
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Conclusiones

Los tratamientos térmicos no afectaron la germinacidn, crecimiento y desarrollo de los bulbillos de ajo morado
(A. sativum).

Las temperaturas bajas (menores a 5 °C) tuvieron un efecto sobre la dormancia de la semilla de ajo morado y
aceleraron su proceso germinativo.

Durante el desarrollo del ensayo en condiciones de invernadero no se observaron sintomas de pudricién blanca
(Sclerotium cepivorum).
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