EFECTO DE LA HIDROTERMOTERAPIA A LA SEMILLA DE SOYA
(Glycine max (L.) Merril) EN EL CONTROL DE LA DECOLORACION
PURPURA Cercospora kikuchii (Matsumoto & Tomoyasu) Gardner.

COMPENDIO

Semillas de soya de la varedad
ICA- TUNIA se sometieron a dife-
rentes combinaciones de tempera-
tura y tiempo, en ensayos disena-
dos en bloques completamente al
azar con factoriales completos o
parciales. Temperaturas mayores
de 55°C afectan en forma notable
los porcentajes de germinacion, e-
mergencia y el indice de velocidad
de germinacion. In vitro y sobre la
semilla, el hongo se inactivo a
49°C por cinco minutos. La region
optima de tolerancia de la semilla
de soya a los tratamientos térmi
cos estuvo entre 49 y 50°C con
tiempos entre 5 y 10 minutos. La
mayor esporulacion de C. kikuchi
se logré en Agar- Agua al 1.50/0
mas hojas de soya.
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ABSTRACT

To control (to inactive) the fun-
gus Cercospora kikuchii seeds of

* the c.v. ICA- TUNIA were submi-

tted to different combinations of
temperature levels and periods of
time. The experiment design used
in all trials was a completely ran-
domized blocks with complete or
partial factorials. An increase of
temperature above 55°C affected
significantly germination and e-
mergency percentages as well as
germination velocity index. In vi-
tro and upon sceds the fungus was
inactivated at 49°C when exposed
for 5 minutes. The best tolerance
region of soybean seeds to ther-
mal treatments ranged from 49
to 50°C with exposition periods
ranging from 5 to 10 minutes. The
best sporulation of C. kikuchii was
obtained in a Agar-Water medium
at 1.5 ofo which was added with
soybean leaves extract.
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1. INTRODUCCION.

La decoloracion ptrpura que reduce la calidad de la semilla de soya
(Victoria y Hepperly, 5), ha alcanzado incidencias de un 3 ofo en el Valle
en los tltimos anos (Ochoa, 3) y existe el riesgo de que aumente al incre-
mentarse el drea sembrada.

Puesto que el uso de fungicidas sistémicos para el control de la enferme-
dad produce efectos colaterales como la acumulacion en los tejidos e inhi-
bicion del desarrollo de los nédulos (Bastidas, 1; Sinclair, 4), se hace ne-
cesario investigar métodos alternativos tales como los tratamientos fisicos
a la semilla.

En consecuencia, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el e-
fecto del tratamiento con agua caliente sobre la relacion patogeno (C. ki-
kuchii) - susceptivo (Glycine max).

2. PROCEDIMIENTO.
2.1. Localizacion.

El trabajo se realizé con semilla de soya de la variedad ICA- Tunia en
el Laboratorio de Fitopatologia e Invernaderos de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y en el Laboratorio de Certificacion de Semillas del I C A-
Palmira.

2.2. Técnica experimental.

En los cuatro primeros ensayos se evaluo el porcentaje de germinacion
y emergencia y el indice de velocidad de germinacion (1. V. G.). En losen-
sayos V y VI, solo se evaluo el porcentaje de emergencia. Los tratamien-
tos consistieron en combinaciones de temperatura y tiempo.

La unidad experimental en los ensayos I a IV consistié de parcelas de
1.8 x 2.9 m.; y en Vy VI fueron bandejas de 0.47 x 0.32 x 0.10m. El
diseno experimental para los primeros ensayos fué de bloques completos
al azar con tres repeticiones de 100 semillas aparentemente sanas. Para
los ensayos efectuados en bandejas, el diseno fué en una oportunidad, de
parcelas divididas, donde las condiciones de suelo (suelo no tratado, resi-
dual mas formol) constituian la parcela mayor, y los tratamientos de ter -
moterapia la subparcela. En el otro caso, fué de bloques completos al azar.
En ambas ocasiones se incluyeron cuatro repeticiones de 20 semillas cada
una.

54



Para los ensayos de germinacion e I. V. G., se emple6 un germinador
2 29.6 °C, en un disenio completamente al azar con dos repeticiones, cada
una de 100 semillas.

En el laboratorio, se aislo y se purifico el hongo a partir de semilla deco-
lorada sembrada en PDA acido y puesta en camara hiimeda. Posteriormen -
te se sembro6 en HSA (hojas de soya mas agar), jugo V-8, PZA (papazanaho-
ria - agar), FLDA (Frijol lima- dextrosa agar) y Agar- Agua al 1.5 ofo mas
hojas de soya.

Se inocularon plantas aparentemente sanas, para reproducir los sintomas
de la enfermedad y reaislar el hongo, y semillas decoloradas que se sometie-
ron a los tratamientos de termoterapia. Otra porcion de la suspension de
conidias y micelio se utilizo en la prueba de inactivacion in vitro.

2.3. Método de analisis.

Las variables de respuesta evaluadas fueron el porcentaje de germinacién
y emergencia y el indice de velocidad de germinacion. En todos los casos ,
las lecturas se hicieron diariamente, hasta el cuarto dfa si se trataba de la
germinacion y del I. V. G. , y hasta el octavo dia después de la siembra pa-
ra la emergencia.

Con los datos de algunos ensayos (I1I, IV y VI), se hicieron los respecti-
vos analisis de varianza, incluyendo una prueba de Duncan para el ensayo
VI. Se realizaron analisis graficos, que permitian tomar decisiones acerca
de los maximos y minimos a emplearse para los factores estudiados (tem-
peratura y tiempo).

3. RESULTADOS Y DISCUSION.
3.1. Definicion de la region de exploracion.

En la bsqueda de una region de exploracion se combinaron inicialmente
temperaturas y tiempos entre 35 - 55°C y 5- 45 minutos (Ensayo 1) . A
55°C la reduccién de los porcentajes de germinacién y emergencia y el V.
G. fué muy drastica.debido al efecto perjudicial de la temperatura sobre el
embri6n de la semilla. Entre 35 y 45°C, el tiempo de exposicién fué el fac-
tor que mas incidencia tuvo aunque fué diferente para las tres variables.

Graficamente se dividio la region de exploracion en dos subregiones limi-
tadas por las cotas de 90 o/o para germinacion y 80 ofo para emergencia .

La nueva region exploratoria (Ensayo 2) se circunscribié a temperaturas
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entre 46 y 54°C con tiempos de exposicién entre 5 y 45 minutos. A
52°C o mas y 30 minutos o mas se presentan reducciones notables enla
germinacion y en emergencia. En emergencia, se observo la incidencia de
factores exogenos diferentes a los tratamientos. A medida que la tempera-

tura decrece, el tiempo puede incrementarse sin que ello signifique una re-
duccion del L. V. G.

Dentro de una zona exploratoria mas especifica, que comprendia tem-
peraturas entre 49 y 53°C y tiempos diferenciales entre 5 y 40 minutos,
los tratamientos ubicados en la subregion de temperaturas y tiempos al-
tos presentaban los menores valores de germinacién, emergenciael. V.G .
La emergencia presentd una gran variabilidad para las repeticiones de un
mismo tratamiento.

3.2. Termoterapia y emergencia.

Mas que la alta variabilidad, preocupd la reduccion en los promedios de
emergencia, planteandose el interrogante siguiente: son los tratamientos
de termoterapia u otros factores (pérdida de vigor, profundidad de siem-
bra, efecto residual del formol, continuo laboreo) los que condicionan la
emergencia? . Para resolverlo se disefiaron dos experimentos (Ensayos 3

y 4).

En un ensayo,en el cual la temperatura oscild entre 49 y 52°Cy el tiem-
po entre 5 y 20 minutos, se corrobord que los tratamientos de termotera-
pia no afectaban el embrion de la semilla ya que se obtuvieron germinacio-
nes por encima del 89 ofo e I. V. G. por encima del 33 ofo. Por el contra-
rio, la emergencia oscil6 entre 37 y 71 ofo, no obstante que en el testigo
alcanzo un valor de 93 ofo (Cuadro 1).

En el otro ensayo la temperatura vario entre 49 - 52°C y el tiempo en-
tre 5 - 15 minutos, evaluandose el porcentaje de emergencia bajo tres con-
diciones de suelo. En los suelos residual y residual + formol la emergencia
disminuyo (22.5 ofo en promedio) y la reduccion es mas drastica en los
tratamientos que incluian termoterapia (36.8 o/o).

Estos resultados permiten concluir que las aplicaciones reiteradasde for-
mol y el continuo laboreo del suelo, son los factores responsables de la re-
duccion de la emergencia. Los tratamientos de termoterapia afectan en for-
ma diferente la emergencia y la germinacion, ya que la region de explora-
cibn que garantiza germinaciones por encima del 90 ofo puede presentar
emergencias inferiores al 80 ofo, situacion que se hace mas drastica cuan-
do el suelo acumula residuos o pierde su estructura.
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Cuadro 1

Porcentaje de germinacion y emergencia e indice de velocidad (1. V. G.) de semillas de soya (Gly-
cine max) aparentemente sanas o libres de la decoloracion purpura. Ensayo IV.

Tiempo de exposicion ( minutos )
Temperatura (°C) 0 5 10 15 20
49 971/ 95 92 90
Yy 61 45 44
433/ 41 37 33
50 98 92 91 -
66 51 87 -
39 42 36
51 97 89 90 -
67 41 38 -
41 38 34 -
52 93 89 - -
56 37 - -
45 38 - =
Ambiente (Testigo) 97
93
33

Y ?mnmcdcgmwpmdudcdunpnmm 100 semillas cada una.
Hp de B promedia de tres repeticiones con 100 semillas cada una.
i lndtcdenbudaddtgumhadénmedudcd«upﬁmnumlwmiﬂaudnm




3.3. Caracterizacion del patogeno.

Los aislamientos a partir de semilla decolorada resultaron positivos, ob-
teniendo buen crecimiento de micelio, que al transferirlo a PDA acidifica -
do origind colonias de color gris con una pigmentacion rojiza en la perife-
ria, debido posiblemente a la toxina producida por el hongo. En este me-
dio el hongo no esporul6, pero ya que las caracteristicas de la colonia se
semejaban a las descritas para C. kikuchii (CMI, 2) se multiplico y purifi-
co.

En el medio HSA suplementado con dextrosa y colocado a 27°C y hu-
medad relativa alta, el hongo esporulo ligeramente (8 conidias por placa),
formando colonias compactas, de apariencia felposa, de forma circular a
esférica, que presentaban un centro inicialmente blanquecino, luego rosa-
do y finalmente gris en la periferia. Esto permiti6 establecer que se trata-
ba de colonias pertenecientes a al especie C. kikuchii.

Como la esporulacion fué tan pobre se probaron los medios V-8,PZAy
FLDA colocados en incubadora a 20, 25 y 30°C en cidmara hiimeda y au-
sencia completa de luz, asi mismo se dispusieron a temperatura ambiente
(24 a 26°C) y en camara hiimeda.

En los medios V-8 y PZA, no hubo esporulacién. En FLDA hubo una
esporulacion mas ligera (tres conidias por placa) a temperatura ambiente.
En el medio Agar - Agua al 1.5 o/o mas hojas de soya incubado en condi-
ciones semejantes a los anteriores, aunque cuando se coloco a temperatura
ambiente se sometio a una alternancia de luz solar durante 12 horas, se lo-
gro una abundante esporulaciéon (60 conidios por placa) con muy poco de-
sarrollo micelial.

En general se logré una concentracion final de 900 conidias por milili -
tro, la cual permitié reproducir los sintomas de la enfermedad en hojas ,
vainas, y semillas, 15 a 20 dias después de la inoculacién, a 28°C y hume-
dad a saturacion. Las conidias re- aisladas a partir de tejido enfermo corres-
pondicron a C. kikuchii.

La emergencia de semilla decolorada ¢ inoculada sometida a los trata-
mientos térmicos (49 a 51°C y tiempos diferenciales entre 5 y 15 minutos),
se reduce ligeramente mas que en el ensayo V, probablemente por la debi-
lidad del tegumento como producto de la afeccion.

Al comparar las medias de los tratamientos con la de los testigos por me-

dio de la prueba de Duncan, no se encontraron diferencias significativas pa-
ra temperaturas de 49°C y tiempos de exposicion de 5 a 10 minutos, ade-
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mas fueron negativos los reaislamientos a partir de la semilla enferma y
tratada. O sea que a 49°C y 5 minutos de exposicion se inactiva el patoge-
no en la semilla infectada o in vivo. La inactivacion in vitro de C. kikuchii
se logro también a 49°C y con un tiempo de exposicion de 5 minutos.

4. CONCLUSIONES.

4.1. Laregion optima de tolerancia de las semillas de soya estuvo entre
49 y 50°C con tiempos de exposicion entre 5y 10 minutos.

4.2. El tratamiento a la semilla de soya con agua caliente a 49°C durante
5 minutos, fué suficiente para inactivar el agente causal de la decolo-
racion purpura.

4.3. Lamejor esporulacion de C. kikuchii se logré en Agar- Agua al 1.50/0
mas hojas de soya, con temperaturas de 24 a 26°C, una alta hume -
dad relativa y alternancia de luz solar y oscuridad de 12 horas.

4.4. La inactivacion in vitro de C. kikuchii, se logré a 49°C y 5 minutos
de exposicion,
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