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ABSTRACT

Arracacia xanthorrhiza, known as Apio in Puerto Rico, has become a
traditional and exclusive crop of the highlands. This tuber has a great nutritional and
economic potential because of its high content of starch of easy digestibility among
starchy crops. Its main limitation is the “corm rot disease”. Information on
management practices for the control of this disease is limited and the farmer does
not have alternatives to handle the high losses in the field, besides there is no
registered product for its control. For this reason, the present study aims to identify
the microorganisms associated with the disease, identify effective control practices
to reduce losses by disease and perform pathogenicity tests to identify the main
microorganisms associated with rot. We evaluated soil samples to identify
microorganisms associated with the crop. In the evaluation of possible methods for
disease management, we evaluated eight treatments. The experimental strategy was
a Completely Randomized Block design with four replicates. Treatments were
performed in a farm with a high incidence of the disease, and pathogens were isolated
from diseased corms for its morphological and molecular identification. We found
plant-parasitic nematodes, being Rotylenchulus reniformis the most frequent. The
best control treatments were: i) The use of compost with poultry litter & solarization;
(i) Cover plants (Crotalaria juncea and Tagetes patula) and (iii) Integrated
management practices. These three treatments showed the greatest reduction of
plant-parasitic nematodes population, increased free-living (beneficial) nematode
populations, increased organic matter content, as well as beneficial fungal
populations, reduced levels of disease and increased crop yield. Among the
microorganisms identified and positive in the pathogenicity tests were: Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia spp. and Rhizopus spp. And the bacteria

Erwinia carotovora, Clavibacter michiganensis and Pseudomonas spp.



RESUMEN

El cultivo de Arracacia xanthorrhiza conocido como Apio en Puerto Rico, se ha
convertido en un cultivo tradicional y exclusivo de la zona montafiosa. Este tubérculo
presenta un alto potencial nutricional y econdmico debido a su alto contenido de
almidon de facil digestibilidad entre los farinaceos. El cultivo es afectado por la
enfermedad conocida como “la pudricidon del cormo”. Informacidn sobre el manejo
de la enfermedad es escasa y el agricultor no cuenta con alternativas para reducir
las pérdidas en campo, ademas no existe ningun producto registrado para su control.
Por tal razon, el presente estudio busca identificar los microorganismos asociados a
la enfermedad, identificar practicas culturales para reducir las pérdidas por la
enfermedad y realizar pruebas de patogenicidad. Se realizaron muestreos de suelo
para identificar microorganismos asociados al cultivo. En la evaluacion de los
posibles métodos para el control de la enfermedad se evaluaron 8 tratamientos. El
experimento se desarrollé basado en un disefio experimental de Bloques Completos
Aleatorizados con cuatro repeticiones. Los tratamientos se aplicaron en una finca
con alta incidencia de la enfermedad y se aislaron patégenos de cormos enfermos
para su identificacion morfolégica y molecular. Los resultados de este proyecto
identificaron nematodos fitoparasitos, siendo Rotylenchulus reniformis el de mayor
frecuencia. Los mejores tratamientos de control fueron: i) Uso de composta con
gallinaza & solarizacion; ii) Plantas cobertoras (Crotalaria juncea y Tagetes patula)
y iii) La practica de manejo integrado. Estos tres tratamientos mostraron la mayor
reduccién de nematodos fitoparasitos, aumento de las poblaciones de nematodos
de vida libre (benéficos), aumento en el contenido de materia organica, al igual que
de las poblaciones de hongos benéficos, reduccion en los niveles de la enfermedad
y aumento en el rendimiento del cultivo. Dentro de los microorganismos identificados
y que fueron positivos en las pruebas de patogenicidad se encontraron los hongos
Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia spp. y Rhizopus spp. y las

bacterias Erwinia carotovora, Clavibacter michiganensis y Pseudomonas spp.
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INTRODUCCION

El farinaceo Arracacia xanthorrhiza Bancroft o apio, como se le conoce en
Puerto Rico, es la unica especie dentro de la familia Apiaceae, que tiene como
centro de origen América del Sur. El apio es originario de zonas templadas en Peru
y Ecuador donde forma parte fundamental de la dieta de la poblacion andina y
contribuye a la seguridad alimentaria de estos paises. El apio por su alto contenido
de almidon, rico en aceites minerales, de alta digestibilidad y vitaminas, lo hace uno
de los alimentos mas utilizados en dietas para enfermos, ancianos y bebes.
Ademas, sus hojas y tallos son utilizados como alimento para animales y en
medicina tradicional. A diferencia de Suramérica, en donde se producen raices
tuberizadas, en Puerto Rico se consume el cormo ya que por adaptacion las raices
no tuberizan (Ortiz et al., 2003). El apio también se conoce con los nombres de
racacha en Peru, arracacha en Colombia, arracache en Costa Rica, zanahoria

blanca en Ecuador y mandioquifia salsa en Brasil (Hermann, 1997).

En el afo 1903 el cultivo de apio fue reportado en Puerto Rico por Cook y Collins
(Cook et al., 1903). Fue sembrado primero en Ponce y posteriormente en las zonas
montafiosas del centro de la Isla en los municipios de Barranquitas y Orocovis,
donde se ha convertido en parte importante de la cultura y fuente de ingresos para
los agricultores. Anualmente en Barranquitas se celebra el festival del apio. Segun
descrito por Ortiz y sus colaboradores en 1998, el consumo de apio era de 0.70 kg
‘per cdpita’ para una poblacion en ese afo de 3.30 millones de habitantes. La
produccion de apio ha tenido una reduccion de superficie sembrada, desde el 2002
al 2012 el area sembrada disminuy6 de 196.50 ha a 82.50 ha (Censo de USDA
NASS) que al no alcanzar a cubrir la demanda interna del producto, obliga a su
importacion desde otros paises como Costa Rica y Republica Dominicana (Cortés,
2015).



La principal limitante en la produccién de este cultivo en Puerto Rico es la
enfermedad conocida como "pudricion del cormo" que causa pérdidas del 50 al
100%. Esta enfermedad se caracteriza por una pudricion blanda, afectando
directamente la parte comercial y comestible de la planta, reduciendo la calidad del
material de propagacion, semilla vegetativa, la cual se ha convertido en una fuente
de inoculo de facil dispersion. Phytophthora palmivora fue identificado como agente
causal de la enfermedad acompanados por un complejo de hongos, Fusarium spp.
y Rhizoctonia spp. (Ortiz-Vazquez et al., 2008; Rosa-Marquez, et al., 2000; Rosa-
Marquez, 1998). Para el afio 2000 Rosa-Marquez y colaboradores evaluaron la
efectividad de varios fungicidas y recomendaron etridiazole thiophanate-methyl
como un producto efectivo para el control de los hongos identificados. A pesar de
estas investigaciones, actualmente el agricultor de la montafia no cuenta con un
método apropiado de manejo de la enfermedad que reduzca las pérdidas en
campo, y tampoco cuentan con un producto registrado para su control en Puerto

Rico.

La Sub-Estacién Experimental Agricola de Corozal retomé los estudios sobre
esta enfermedad mediante visitas a predios comerciales de Barranquitas y
Orocovis, durante los meses de agosto de 2014 a mayo de 2015. Las
observaciones realizadas a nivel de campo presentaron un patron de distribucion
tipico de dafo causado por nematodos fitoparasitos, los cuales han sido reportados
en Brasil como uno de los microorganismos mas importantes en enfermedades
radiculares del apio. Los nematodos fitoparasitos no solo causan un dafio primario
al alimentarse en la epidermis de las raices, sino que estos dafos producen heridas
que permiten la entrada para otros patégenos secundarios tales como: hongos y
bacterias, que ocasionan la pudricién completa del tejido, reconocidos previamente

como agentes causales de la enfermedad.

Bajo la premisa de que los nematodos fitoparasitos causan el primer dafio, se

evaluo la presencia de estos y de otros organismos asociados a la enfermedad en
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el suelo. Tambien se evaluaron diferentes tratamientos para el control efectivo de
la enfermedad. Los tratamientos aplicados se seleccionaron teniendo en cuenta
que utilizaran materiales de facil acceso para el agricultor y que fueran practicas
culturales de facil aceptacién, con el objetivo de incrementar el area sembrada del
cultivo, evitar que este cultivo desaparezca y proveer un cultivo alternativo exclusivo

para los agricultores de la montafa en Puerto Rico.



OBJETIVOS

Identificar microorganismos patégenos de suelo asociados al cultivo de apio.

Evaluar practicas agrondmicas que permitan reducir las pérdidas causadas por

la enfermedad.

Realizar pruebas de patogenicidad para identificar organismos asociados a la

enfermedad.



REVISION DE LITERATURA

Origen y distribucién del cultivo

El apio (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) es la unica planta perteneciente a
la familia Apiaceae que tiene su centro de origen en América. Evidencias
arqueolodgicas, taxondmicas, histéricas y linguisticas muestran que el apio es
originario de América del Sur, especificamente de Peru y Ecuador, considerados
como el centro de origen del cultivo por la presencia de especies silvestres (Morillo
et al., 2016; Amaya et al., 2006; Hermann, 1997). Se trata de una de las plantas
mas antiguas cultivadas en esta regidn, ocurriendo su domesticacion en la etapa
preincaica incluso antes que el de la papa y el maiz (Amaya et al, 2006). Ademas
de los Andes, este cultivo es producido en las Antillas, América Central y el Caribe
(Costa Rica, Republica Dominicana y Puerto Rico), Africa, Sir Lanka y Brasil donde
la produccion es tan alta que les permite procesarlo e industrializado (Dominguez
et al., 2006; Salas-Dominguez et al., 2002). El apio es conocido con diferentes
nombres, en Brasil se lo conoce como mandioquifia-salsa, en Colombia, Peru,
Ecuador, Bolivia y Cuba como arracacha, en Peru y Ecuador también se le conoce
como zanahoria blanca, en Costa Rica como arracache, en Puerto Rico y
Venezuela como apio criollo, y en el lenguaje Quechua como oqqge, huiasampilla,

lagachu, raqacha, virraca y rikacha (Hermann, 1997).

Segun Amaya (2006), el cultivo fue introducido a Puerto Rico y varios paises
de América Central y el Caribe por Bancroft en 1825, aunque formalmente fue
reportado por primera vez en 1903 por Cook y Collins en Puerto Rico (Cook et al.,
1903). También fue llevado a Europa y Estados Unidos donde su aclimatacion no

fue posible y las plantas no produjeron raices comestibles (Hermann, 1997).



Caracteristicas del cultivo

El Apio es una planta bianual o perenne dicotiledonea, bisexual que
taxonémicamente pertenece a la Clase: Angiosperma, Subclase: Dicotiledonea,
Orden: Apiales, familia: Apiaceae (previamente Umbeliferae), Género: Arracacia,
Especie: xanthorrhiza descrita por Bancroft (Tapia el al., 2007). Esta planta se
caracteriza por su propiedad de reservar almidones en raices axonomorfas o
tuberizadas grandes comestibles de color amarillo, aunque hay otras variedades de
coloracién blanca y morada. Es una planta herbacea que puede alcanzar hasta 1.50
m de altura, tiene una hoja vegetativa, que generalmente es mas grande y dividida,
y la hoja caulinar ubicada en la base del eje floral, que es mas pequefa y menos
dividida, su inflorescencia corresponde a una umbela. Su tipo de cruzamiento es
facultativo y puede producir semilla sexual, aunque la planta no llega a completar
su ciclo vegetativo ya que es cosechada antes. En produccion comercial la
propagaciéon es vegetativa apartir de los brotes, llamados hijuelos que se
encuentran sobre el suelo, permitiendo comercializar por completo el cormo y las
raices tuberizadas para consumo humano (Tapia et al.,, 2007; Amaya, 2006;
Hermann, 1997).

Los hijuelos, crecen en la parte aérea de la planta y en contraste a su semilla
sexual, mantienen la uniformidad y las caracteristicas de la planta madre. Los
hijuelos se pueden cosechar en cualquier época o estado de desarrollo de la planta,
estas se obtienen por lo general después de la cosecha, pero también se pueden
obtener por capado, a los ocho meses o mas (Tapia et al., 2007) A diferencia del
cultivo en Sudamérica, donde se cosechan sus raices tuberizadas, en Puerto Rico
se cosecha el cormo, conocido también como cabeza o corona, ya que por la altura
y temperatura de los lugares donde se siembra no produce raices tuberosas como
en los climas mas frios, como se observa en la Figura 1, donde el apio produce

mas cabeza en Barranquitas (Figura 1. A) que “batatitas” (raices tuberizadas) como



se producen en Jayuya (Figura 1. B). Las condiciones de temperatura y altitud son

determinantes para la produccion de raices o cormo (Ortiz et al., 2003).

Figura 1. Planta de apio (A. xanthorrhiza Bancroft) en diferentes zonas de Puerto
Rico. A. Barranquitas a 943 m.s.n.m. B. Jayuya a 1338 m.s.n.m.

Ecologia del cultivo

En la zona andina, el apio se encuentra distribuido en diferentes pisos
agroecologicos, desde los 700 hasta los 3,600 metros sobre el nivel del mar
(m.s.n.m) (Lim, 2015; Mazon-Ortiz et al., 1996) con temperaturas entre 14 a 21°C
y precipitaciones entre 100 y 1,200 mm, aunque puede cultivarse desde los 600
mm en suelos profundos y bien drenados, ricos en materia organica, con un pH de
5.0 a 6.0, caracteristicas tipicas de los suelos volcanicos de los Andes donde
generalmente es intercalado con maiz, habichuela o café (Lim, 2015). Por otro lado,
el cultivo se ha adaptado en las zonas altas de Puerto Rico a altitudes entre 800 a
1,300 m.s.n.m.; aunque la mayor parte de su produccion se encuentra concentrada
en Barranquitas y Orocovis entre los 800 a 1,000 m.s.n.m, con precipitaciones

promedio anuales de 1,600 mm y temperaturas de 17 a 26 °C, en suelos ricos en
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materia organica y con pH alrededor de 5 a 6 ( Ortiz et al., 2003; Hermann, 1997).
En Puerto Rico el apio puede sembrarse durante todo el afio, pero se obtienen
mejores rendimientos en siembras establecidas entre agosto y septiembre, para
cosecharlo en abril cuando se celebra el festival de este cultivo en Barranquitas. En

estas areas, el cultivo también es sembrado en marzo (Ortiz et al., 2000).

Importancia del cultivo

En Puerto Rico, el apio se comenzd a sembrar extensivamente al norte del
municipio de Ponce, posteriormente se asentd en las zonas altas de Barranquitas,
Naranijito y Orocovis. El cultivo tuvo su mayor produccién en el afno 1983 con
5,800.00 toneladas, observandose desde este afo una fluctuacion en su
produccion, siendo el afno 2000 el de menor produccion con 585.20 toneladas.
Desde el 2000 no se ha podido producir suficiente apio para cubrir la demanda
interna del producto (Cortés, 2015). Al igual que otros farinaceos, el apio es una de
las principales fuentes de alimento para los agricultores de las zonas altas de
Puerto Rico. Durante el 2014, la oficina de estadisticas Agricolas del Departamento
de Agricultura de Puerto Rico reporté el ingreso bruto del cultivo fue de $2.02
millones equivalente al 1.8% del valor total de los farinaceos (Dep. Agricultura de
PR, 2015). Sin embargo, estas estadisticas no reflejan la importancia y aceptacion
del agricultor y consumidor local donde el apio es producido tradicionalmente y

constituye una fuente importante de empleo e ingresos (Cortés, 2015).

Este cultivo proporciona una oportunidad econdémica importante para los
agricultores de la montafa ya que por sus requerimientos de cultivo representa un
cultivo alternativo exclusivo en el que no tendrian competencia con la produccion
agricola del sur u otras zonas agricolas de la Isla, donde este cultivo no se puede

producir.

Usos y Composicion del cultivo



El apio es considerado uno de los cultivos farinaceos con mayor potencial
alimentario y econdmico, por su unico y alto contenido de aceites minerales que
facilitan su digestion, ademas de su alto contenido de calcio, fosforo, hierro, acido
ascorbico, niacina, vitamina A, piridoxina-B6, riboflavina-B2, proteinas, fibras y

aceites esenciales, Cuadro 1. (Leon, 2011; Amaya et al., 2006).

Cuadro 1. Composicién quimica del apio (A. xanthorrhiza) por 100 g de tejido
fresco.

Componente Cantidad
P (en 100g de muestra)
Humedad (g) 77.98
Proteina (g) 0.75
Extracto etéreo (g) 0.28
Fibra cruda (g) 0.66
Carbohidratos (g) 19.53
Cenizas (g) 0.80
Potasio (mQ) 1.88
Foésforo (mg) 43.01
Hierro (mg) 7.52
Sodio (mg) 65.02
Magnesio (mQ) 50.22
Calcio (mg) 51.11
Vitamina A (Ul) 1.41
Vitamina B1 (mg) 0.07
Vitamina B2 (mg) 0.08
Vitamina B3 (mg) 3.53
Vitamina B6 (mg) 0.08
Vitamina C (mg) 18.01

1Ul vitamina C = 50 pg (0,05 mg) de vitamina C.
1 mg B12 = 1000 pg de vitamina B12.
Fuente: Ledn, 2011

La planta de apio puede ser usada completamente para la alimentacion
humana y animal, aunque la composicion y valor nutricional del cormo y las raices
son similares, la raiz presenta una textura mas fibrosa, pero el cormo es superior
en calidad nutricional por su alto contenido de proteina y de minerales como el
calcio que posee 1.3 y 2.1 veces mas que en la raiz, respectivamente. En los

Andes, constituye uno de los alimentos nativos de mayor digestibilidad, por su



almiddn el cual se encuentra en un 23-25% de su peso en raices (Jiménez, 2005;
Velezmoro et al., 2004,). La principal caracteristica de su almidon es que tiene
granulos redondos y alargados que varian de 5 a 27 ym, haciéndolo altamente
digerible (Amaya et al., 2006; Jiménez, 2005) y recomendado como alimento para
bebes, ancianos y personas enfermas que requieren una dieta especial (Ledn,
2011).

El apio es un cultivo de consumo directo, del cual se consume la raiz
tuberizada en Suramérica y el cormo o cabeza en el Caribe. Generalmente es
utilizado en sopas, puré, sancocho y cocido, y de varias otras formas dentro de
platos ‘gourmet’ (Salas, et al., 2002; Hermann, 1997). En Puerto Rico se utiliza en
la elaboracién de rellenitos de apio, viandas, sopas, pasteles y alcapurrias. En
Brasil es utilizado en formulas deshidratadas para sopas instantaneas y comidas
para bebe entre otros productos de la compania Nestlé que contienen alrededor del
15% de almidén de apio por su alta digestibilidad y valor nutricional. En América del
Sur la industrializacién del producto ha tenido buena aceptacion en los ultimos afios
encontrandose en productos como comida instantanea, hojuelas (chips) de apio
que reducen la temperatura de fritura, absorbe menos grasa y se empaca directo
(Velezmoro et al., 2004). En Colombia es usado como fécula para elaboracion de

pasta, galletas y bizcochos. (Hermann, 1997).

Diversidad genética

Actualmente, mas de treinta especies relacionadas a este cultivo se han
encontrado en América del Sur especialmente en Los Andes (Blas et al., 2008;
Hermann, 1997). Aunque en Peru se han encontrado mas de 70 variedades o
cultivares diferentes, fenotipicamente se agrupan en cuatro tipos de apio: de pulpa
blanca, de pulpa amarilla, de pulpa blanca con pigmentacién purpura y de pulpa
amarilla con pigmentacion purpura (Mufioz et al., 2015; Rosso et al., 2006;

Hermann, 1997). En Puerto Rico las variedades que mas se han adaptado y que
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presentan mayor area de siembra son: la criolla, de pulpa amarilla y de pulpa
blanca, siendo la de pulpa amarilla la mas aceptada por su apariencia, olor, sabor
y textura (Blas et al., 2008; Hermann, 1997).

Enfermedades

En América del Sur, el apio es considerado un cultivo relativamente rustico
de bajo mantenimiento y baja presencia de enfermedades, pero por su introduccion
fuera de su nicho ecoldgico, las enfermedades se han convertido en la mayor
limitante para el cultivo, especialmente en zonas tropicales sumado al largo ciclo
para una hortaliza (8 a 11 meses) que expone al cultivo a una variacion de climas
que contribuyen al desarrollo de plagas y enfermedades (Henz, et al., 2005). Por
otro lado, el tipo de propagacion vegetativa por medio de hijuelos también
contribuye a la ocurrencia de enfermedades en las primeras etapas el cultivo (Orilio
et al., 2013; Dos-Santos et al.,, 2004). El Cultivo de apio es considerado como
tolerante pero altamente perecedero y con un rapido deterioro en poscosecha, con
vida util de dos a tres dias sin refrigeracion y sin embalaje. El principal agente de
deterioro son las enfermedades en poscosecha con un 94% de pérdidas del
producto (Ribeiro et al., 2007).

En Puerto Rico, la pudricién del cormo es la enfermedad mas limitante y
devastadora. Existen algunos estudios acerca de la enfermedad y su control. Rosa-
Marquez et al., 2000 y Rosa-Marquez, 1998 reportan a Phytophthora palmivora,
Rhizoctonia spp. y Fusarium spp., como organismos asociados a la pudricion del
cormo del apio, observé diferentes tipos de lesiones en pruebas de patogenicidad
en invernadero, como raices necrosadas y lesiones en la parte interna del cormo
de apariencia seca y firme, ademas de lesiones humedas con diferentes
tonalidades. De estos patdgenos, Rosa-Marquez et al., 2000, sefiala a

Phytophthora palmivora como el mas patogénico en combinacién con Rhizoctonia
spp.
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En el afio 2007, Ortiz-Vazquez y colaboradores sefalan que las pérdidas
fueron severas e identifican a Fusarium solani y Phytophthora spp., como agentes
causales de la enfermedad y para el 2008, los mismos autores, observaron
incidencias de 31, 56 y 68% y severidad en hojas de 4.6, 4.4 y 5.8 (en escala del 1
al 9) en diez muestras tomadas de tres fincas productoras de apio; una en
Barranquitas y dos fincas en Orocovis. Mediante aislamiento de las muestras
colectadas y secuenciacion de la region ITS identificaron a Phytophthora palmivora
con un 96% de similitud, como el de mayor frecuencia, Fusarium spp. y Rhizoctonia
spp. (Ortiz-Vazquez et al., 2008).

Otros paises han reportado Sclerotinia sclerotiorum (Reis et al., 2011,
Alvarado et al., 2010; Hermann, 1997) y Sclerotium rolfsii (Henz, 2002) como
hongos fitopatdégenos del apio. Los ultimos reportes realizados en Brasil por Melo y
sus colaboradores en el 2016, identifican también a Ceratosistis fimbriata como
agente causal de la pudricion negra de la arracacha, identificados por la presencia

de peritecios en las raices y en el material de propagacion.

Otros estudios han identificado diversos organismos asociados a la pudricién
del cormo del apio. En Venezuela y Brasil, reportan a Pectobacterium,
anteriormente, descrito como Erwinia amilovora, en varias publicaciones y a
Fusarium solani en asociacion con Erwinia. (Tapia et al., 2007; Henz, 2006; Henz,
2005; Garcia, 2000; Camino et al., 1972).

En poscosecha, los patdogenos que causan pérdidas significativas son:
Erwinia spp. y Rhizopus spp., provocando la pudricién de las raices; la primera
produce una desintegracion, a veces asociada a un mal olor causado por
organismos secundarios. La pudricion de Rhizopus es mas seca, haciendo que la
parte afectada de la raiz se quiebre, presentando un aspecto de “guineo cocido”,

estas son transmitidas en las semillas vegetativas disminuyendo la cantidad de
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plantas en el campo (Wang et al., 2012). Estas dos enfermedades ocurren cuando
la cosecha se realiza en periodos calientes y lluviosos, agravandose cuando
suceden procesos de fermentacion en la cosecha y/o durante el transporte
(Hermann, 1997; Brune et al., 1996). En el caso de Rhizopus stolonifer, también es
considerado como la enfermedad mas devastadora del cultivo de apio en
postcosecha en Brasil y en el cultivo de papa dulce en Carolina del Norte (Scruggs
et al., 2016).

Por otra parte, en Brasil algunos nematodos fitoparasitos estan reportados
relacionados a enfermedades causantes de los principales problemas en la raiz y
cormo de apio. Los nematodos fitoparasitos reportados en Brasil pertenecen a las
especies Meloidogyne incognita y M. javanica (Carval et al., 2012) asi como
Pratylenchus penetrans, P. coffeae y P. brachyurus, Estos nematodos fitoparasitos
han reducido la produccién hasta un 100%. El mayor dafo ha sido atribuido a
Pratylenchus spp., el cual causa lesiones longitudinales en la epidermis de la raiz,
provocando lesiones que sirven de entrada a bacterias, que reducen el valor
comercial de las raices. (Pinheiro et al., 2013; Méndez et al., 2001; Costa et al.,
2000; Costa et al., 1998).

Entre los virus que afectan al cultivo del apio se encuentran los potyvirus
como: Arracacha Motttle Virus (AMoV) (Sousa et al., 2014) Nepovirus, o Arracacha
virus A (AVA); Potato black ringspot virus-arracacha (PBRSV-A), Cheravirus,
Arracacha virus B (AVB); Especies derivadas de los Potyvirus y Carlavirus Acacha
virus Y (AVY), Y Arracacha latent virus (ALV), Potyvirus 1 (AP-1) (Potyvirus) en
Arracacha, carlavirus 3 (AV-3) (Carlavirus) relacionados con AVY e ALV (Orilio et
al., 2013). El apio también presenta algunas enfermedades foliares, causadas por
hongos como Cercospora spp., Alternaria spp., Septoria spp. y la bacteria
Xanthomonas spp. que no causan pérdidas econdmicas significativas en el cultivo
(Henz, 2002; Hermann, 1997) .
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Control para la pudricion del cormo del apio

Para el afo 1998, Rosa-Marquez encontré que el fungicida mas efectivo en
fase ‘in vitro’ fue etridiazole thiophanate-methyl, el cual control6 todos los hongos
asociados a la pudricién del apio. En paises como Ecuador, Brasil y Peru, se
recomienda el curado de la semilla vegetativa con ceniza. La desinfeccion con
hipoclorito de sodio al 10 % por 15 minutos y secado a la sombra, por dos dias
antes de la siembra (Torres et al., 2009). Ademas, la desinfeccion del suelo con
ceniza en una dosis de 150 g por metro lineal y tratamiento a la semilla con
compuestos bioldégicos como Trichoderma spp. 2.50 g con Bacillus thuringiensis
2.50 g y aceite de Neem 5 cm? por litro, para reducir enfermedades transmitidas en
la semilla vegetativa (Santos, 2000) y métodos que incluyen un tratamiento a la

semilla seguido de un pre-enraizamiento (Santos, 1997).

En Brasil, para el control de nematodos en apio, Pinheiro (2013), recomiendan
realizar una serie de medidas preventivas, como evitar semillas contaminadas con
nematodos, eliminacién de restos del cultivo, utilizacion de plantas cobertoras y
antagonicas como Crotalarias (Crotalaria spectabilis, C. juncea, C. breviflora),
clavel de muerto (Tagetes patula, T. minuta, T. erecta). Para el cultivo de platano
se ha recomendado también el uso de cobertoras como el haba de terciopelo
(Mucuna deeringiana) (Chavarria-Carvajal et al., 2001), rotacion e intercalado de
cultivos (Chavarria-Carvajal et al., 2016), dejar descansar el suelo por un periodo
de tiempo, incorporacion al suelo de materia organica (Chavarria-Carvajal et al.,
1998) y la incorporacion al suelo de gallinaza (Chavarria-Carvajal et al., 2016). En
trabajos realizados por Castillo-Almanzar (2016) y Conce-Conce (2016) la
incorporacion de gallinaza sola y en combinacidn con plantas cobertoras, como
haba de terciopelo (Mucuna deeringiana), fueron efectivas para controlar las
poblaciones de nematodos fitoparasitos en el cultivo de platano, ademas
incrementa las poblaciones de nematodos de vida libre, poblaciones totales de

bacterias, hongos, actinomicetos y Pseudomonas spp. De la misma forma, trabajos
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realizados en Puerto Rico por Rosado-Arroyo en el 2005, en el cultivo de calabaza,
las practicas agricolas sustentables como la aplicacion de gallinaza y la solarizacion
del suelo fueron efectivas reduciendo las poblaciones de nematodos fitoparasitos

en la raiz y el suelo.

Para el cultivo de platano y guineo, entre los tratamientos reportados mas
efectivos utilizados para el control de nematodos fitoparasitos han sido DiTera® DF
y Vydate® L, como lo demuestran datos obtenidos en estudios realizados por
Martinez-Méndez (2016), quien encontrdé que la aplicacion de DiTera® DF,
incrementd el peso del racimo y las poblaciones de nematodos de vida libre en el
suelo, Martinez-Méndez (2016) y Liquete-Gonzalez (2016) sefialan que la
aplicacion de Vydate® L, incrementé el peso del racimo, el diametro del
pseudotallo, la altura de la planta, numero de retofios y que redujo la poblacion final

de nematodos fitoparasitos al momento de la cosecha.
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MATERIALES Y METODOS

Identificar microorganismos patégenos en suelo asociados al cultivo de apio.

Muestreo, extraccion e identificacion de nematodos.

Se tomaron treinta y dos muestras de suelo en la finca de apio mas afectada
por la enfermedad para evaluar las poblaciones de nematodos presentes. Las
muestras fueron colocadas en bolsas plasticas debidamente identificadas y puestas
en neveras con hielo. Las muestras fueron trasportadas al laboratorio de
nematologia de la Finca Alzamora de la Universidad de Puerto Rico. Los
nematodos fueron extraidos mediante el método del embudo de Baermann
combinado con tamices segun descrito por Chavarria-Carvajal (1988). El conteo de
las poblaciones y la identificacion de las especies de nematodos asociadas a cada
tratamiento se realizaron mediante su observacion bajo un microscopio compuesto
estereoscopio (Olympus SZ61, Tokio Japon) y microscopio compuesto (Olympus
U-TV1X-2, Tokio Japdn). Con la ayuda de claves taxondémicas (Mai and Mullin,
1996) se identificaron los principales géneros de nematodos fitoparasitos. Las
poblaciones de nematodos fueron expresadas como numero de nematodos por 100
cm?® de suelo. Con los datos obtenidos se procedié a calcular las frecuencias y
poblaciones de cada especie de nematodos fitoparasitos y de vida libre, Figura 3 y

Figura 3.
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Figura 2. Metodologia de extraccién de nematodos de suelo. A. Muestra de suelo B. Lavado en
tamices de (0.149 mm y 0.043 mm) C. Muestra lavada D. Embudo de Baermann con muestras.

Figura 3. Metodologia de extraccion de nematodos de raices y cormo. A. Muestra de tejido 20 g B.
Licuado del tejido C. Lavado de la muestra en tamiz 0.043 mm D. Embudo de Baermann con
muestras.
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Aislamiento de hongos y bacterias

El aislamiento de hongos y bacterias se realiz6 mediante diluciones seriadas
hasta 10-® para hongos y 10 para bacterias, utilizando medios de cultivo selectivos
para cada grupo. Una muestra homogénea de 10.0 g de suelo fue disuelta en 90.0
ml de agua destilada estéril, contenidos en un erlenmeyer graduado de 200 ml. La
muestra se agitd con un agitador orbital (Fisher Scientific, Pittsburgh, E.E.U.U.), por
30 minutos a 150 rpm. Para el aislamiento de los hongos 100 ul de la dilucién de
103 se sembraron en placas Petri conteniendo agar de rosa de bengala y
cloranfenicol (ARBC, Laboratorios EMD, Alemania). Las placas fueron incubadas
por 72 horas a 28.0 °C. Para el caso de bacterias se sembrdé 50 ul de la dilucion 10
3 en agar de soya triptico (AST 5%). Las placas conteniendo los medios de cultivo
se incubaron a una temperatura de 28.0 °C por un periodo de 24 y 48 horas, luego
se cuantificaron las colonias, mediante la ayuda de un contador de colonias,
Reichert Quebec Darkfield, E.E.U.U, Figura 4.

Los valores obtenidos fueron expresados como logaritmo base 10 de

unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco (log1o ufc/g suelo seco).

Identificacion de hongos

De las cajas Petri conteniendo las colonias de hongos, se tomaran las tres
colonias de mayor frecuencia, para un total de 12 colonias por tratamiento. Los
hongos fueron purificados en agar de papa y dextrosa (APD), (Laboratorios Difco,
E.E.U.U). Las placas se incubaron a una temperatura de 28.0 °C, para ser
identificadas bajo un microscopio compuesto (Olympus U-TV1X-2, Tokio Japdn)
con la ayuda de claves taxonomicas (Barnett et al., 2010). El almacenamiento de
los hongos se realiz6 mediante la técnica de papel filtro con micelio disecado y se

conservaron a una temperatura de -20.0 °C.
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Caracterizacion de bacterias

Para caracterizar la poblacion de bacterias totales, se eligieron las tres cepas
con mayor frecuencia, basados en el color, textura y apariencia de la bacteria; para
un total de 12 cepas por tratamiento. Las cepas se purificaron mediante estriado en
placas Petri, conteniendo agar de soya triptico (AST 5%) e incubadas a 28.0 °C por
24 horas. Se realizd la prueba de tincidn de Gram, para su caracterizacion. La
prueba consiste en fijar la bacteria en una laminilla de cristal mediante calor,
seguido de la adicion de soluciones (tinte cristal de violeta y safranina, solucion de
yodo y un decolorante compuesta de 75% alcohol etilico + 25% de acetona entre
cada tinte) (Tincion de Gram, BD Company, E.E.U.U). Cada tinte y la solucién de
yodo se incubaron en la laminilla por espacio de un minuto, mientras que la solucion
descolorante por espacio de 3 segundos. Después de la aplicaciéon de cada
solucion, las laminillas fueron lavadas por espacio de 5 segundos, antes de aplicar
la siguiente solucion. Las laminillas se secaron usando papel absorbente (Bibulous,
Fisher, Toronto, Canadd) y se observaron bajo un microscopio compuesto
(Olympus U-TV1X-2, Tokio, Japén), para determinar si la bacteria es Gram positivo

o Gram negativo.
El almacenamiento de las muestras de bacterias se realizé en micro-placas

de Elisa conteniendo TSB y glicerol. Las micro-placas fueron almacenadas a una

temperatura de -20 °C, hasta su analisis.
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Figura 4. Método de aislamiento de hongos y bacterias en muestras de suelo. A. Diluciones seriadas
de suelo y siembra en medios especificos para hongos y bacterias B. Conteo de unidades
formadoras de colonias C.D. Purificacién de bacterianas E.F. Purificacion de hongos para su

posterior caracterizacion.
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Evaluar practicas agronémicas que permitan reducir las pérdidas causadas
por la enfermedad.

Descripcion del area experimental

El predio experimental se localizdé en una finca productora de apio, anteriormente
sembrada con el cultivo y que mostré alta incidencia de la enfermedad y en la cual
las poblaciones de nematodos fitoparasitos fueron de moderada a alta. El
experimento de campo fue establecido para evaluar la efectividad de diferentes
tratamientos sobre las poblaciones de nematodos fitoparasitos y la pudricion del
cormo. El area experimental se localiza en la finca El Zorzal, sector La Torre, en el
municipio de Barranquitas, ubicado en la region montafosa central de Puerto Rico,
Figura 5, a una elevacion de 943.00 m.s.n.m., la temperatura maxima promedio es
de 24.0 °C y precipitacién promedio anual de 1,854.20 mm. El suelo predominante
en el area corresponde a la serie Humatas (Orden Ultisoles).

18°12'36.0"N
66°20'04.8"W

Figura 5. Imagen satelital de la finca El Zorzal del municipio de Barranquitas (Google Maps® 2016).
Cuadro rojo corresponde al predio donde se establecié el experimento de campo.
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Tratamientos

Ocho tratamientos fueron dispuestos en un disefio de bloques completos
aleatorizados (DBCA) con cuatro repeticiones. El tratamiento uno consté de
solarizacién al suelo mediante una cubierta con plastico negro de 2.54 mm de
espesor (Klerk® E.E.U.U.) en la parcela durante tres meses antes de la siembra. Se
realizd mediciones de temperatura tres veces por semana en el interior y fuera de
la cubierta plastica. En el tratamiento dos se evalué una rotacion entre un control
biolégico DiTera® DF (metabolitos secundarios de (Myrothecium verracuria) en
dosis de 140 g/m? aplicado al fondo del hoyo, al momento de la siembra y un
tratamiento quimico Vydate® L al suelo, a una dosis de 2.20 ml por litro de agua a
los 3-4 meses después de la siembra. En el tratamiento tres se incorporo al suelo
composta con gallinaza utilizada por el agricultor en una dosis de 38.0 ton/ha,
combinado con solarizacion como fue descrito en el tratamiento uno. En el
tratamiento cuatro se trataron las semillas vegetativas mediante la inmersion en
una solucién de Vytate® L a una dosis de 7.0 ml por litro de agua por 15 minutos y
secado por un espacio de 24 horas antes de la siembra. En el tratamiento cinco se
sembraron plantas cobertoras en los bancos preparados tres meses antes de la
siembra a una densidad de 60 plantas por parcela, sembradas a una distancia de
0.77 m entre surcos y 0.15 m entre plantas para una densidad de 87,000 plantas
por ha de cada especie, Crotalaria juncea y Tagetes patula, dos semanas antes de
la siembra se cortaron e incorporaron al suelo. El tratamiento seis constdé de un
intercalado con maiz, como cultivo de ciclo corto y con tolerancia a R. reniformis,
sembrado en los surcos intercalado con el apio a una distancia entre surco de 0.77
m y entre plantas 0.30 m para una densidad de 43,290 plantas por ha. El
tratamiento siete integré los tratamientos 2, 3, 4 y 5 y el tratamiento ocho fue el
control sin la aplicacion de ninguna enmienda, solo abono sintético y desyerbe,

Cuadro 2 y Figura 6.
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Caracteristicas de la unidad experimental

Cada unidad experimental consté de 40 plantas, sembradas en cuatro
bancos a una distancia entre plantas de 0.46 m y una distancia entre bancos de
0.77 m, para una densidad poblacional de 28,232 plantas/ ha. La superficie total de
la parcela experimental fue de 54.86 m? y la superficie total del experimento fue de
3,186.52 m?.

Cuadro 2. Tratamientos a evaluar para el control de la pudriciéon del cormo en apio
(A. xanthorrhiza), en Barranquitas, Puerto Rico.

TRATAMIENTO

Solarizacion

Control biolégico & quimico

Gallinaza & Solarizacion

Desinfeccion semilla (Vydate® L)

Plantas cobertoras

Intercalado con maiz

Manejo Integrado de Plagas (Tratamientos 2+3+4+5)
Control

0O NOO GO b~ OWODN-

Analisis estadistico

El analisis estadistico de la informacion recolectada durante el transcurso de
la investigacion se realiz6 mediante la prueba de analisis de varianza (ADEVA) con
un nivel de significancia de (P < 0.05). Las medias fueron comparadas utilizando la
prueba de Tukey (P < 0.05), utilizando el programa InfoStat version 2012 de la
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina (Di Rienzo et al., 2012) y el programa
SAS version 9.4 (SAS, 2004). Las variables que no presentaron homogeneidad de
varianzas ni normalidad de errores, se transformaron mediante logio para su
posterior analisis. Las variables evaluadas por planta fueron analizadas como un

modelo general mixto.
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Figura 6. Tratamientos evaluados para reducciéon de poblaciones de nematodos asociados al
cultivo de apio. A. Solarizacion B. Control quimico y biolégico C. Incorporacion de composta con
gallinaza al suelo D. Desinfeccion de la semilla E. Siembra de plantas cobertoras F. Intercalado

con maiz.
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Preparacion del predio experimental

La preparacion del suelo consistié en dos pasos de arado, uno de rastra y el
surcado realizado con bueyes. La distribucion de los tratamientos se realizé dos
dias después de la preparacion y tres meses antes de la siembra para poder aplicar
los tratamientos previos a la siembra como la solarizacién del suelo, la aplicacion
de gallinaza mas solarizacion, el manejo integrado y la siembra de plantas

cobertoras.

El control de malezas se realizé aplicando glifosato a una dosis de 10 ml por
litro de agua, ocho dias antes de la siembra, y durante el ciclo de cultivo las malezas

se controlaron manualmente conjuntamente con aterramiento de las plantas.

El material de propagacion, semilla vegetativa, utilizado para el experimento
de campo fue obtenida de fincas dedicadas al cultivo del apio en la zona de
Barranquitas. La semilla se almacend un dia bajo sombra y se seleccioné en base

a su tamano y apariencia.

Variables evaluadas

Temperatura del suelo: en los tratamientos con solarizacion se midid la
temperatura maxima y minima en (°C) durante la aplicacion de estos tratamientos

para determinar la efectividad del tratamiento

Porcentaje de brotacién: Se evalué el porcentaje de plantas brotadas por parcela
al primer, segundo y tercer mes. Esta variable se usa para evaluar la calidad del
material vegetativo y el vigor de la semilla utilizada. Ademas, esta variable se uso
como co-variable para el analisis estadistico del experimento y se expresé como

porcentaje de brotacién.
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Rendimiento por parcela: los cormos cosechados en cada parcela se pesaron
usando una balanza digital y fueron expresados en toneladas métricas por

hectarea.

Severidad de la enfermedad para comercializaciéon: al momento de la cosecha
se evalud el porcentaje de tejido enfermo o con sintomas de pudricidon, este
porcentaje se utilizo para determinar el valor binomial con un primer nivel que
correspondia a los cormos con porcentaje de hasta 10% con presencia de
enfermedad y el segundo nivel a aquellos cormos con porcentajes mayores a 11
%, ya que un cormo con mas de 10% de enfermedad no es comerciable.
Especificamente para esta variable se realizé6 un analisis de Chi cuadrado para
verificar la independencia de la variable a los tratamientos aplicados con un nivel
de significancia del 5%. (Niveles, 1 = 0-9% del tejido con sintomatologia y 2 =

niveles mayores o iguales a 10%).

Poblaciones de nematodos: se realizé el conteo de cada especie de nematodos
fitoparasitos y de vida libre en cada muestreo para evaluar la accion de los
diferentes tratamientos en raices y cormos después de la cosecha. Las poblaciones
fueron expresadas como nimero de nematodos por 100 cm? de suelo y nimero de

nematodos 100 g de tejido radical.

Poblacion de hongos y bacterias: se evalu6 el cambio de poblaciones de hongos
y bacterias fitopatdégenos y benéficas para cada tratamiento al inicio y final del ciclo
del cultivo y se expresoé en logaritmo base diez de unidades formadoras de colonias

por cada gramo de suelo seco (log1o ufc/ g suelo seco).
Muestreos: Posterior al trazado de cada parcela experimental, se tomd una

muestra de suelo por parcela experimental. Cada muestra de suelo evaluado

corresponde a una muestra compuesta de tres sub-muestras, con el propdsito de
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obtener una muestra representativa por parcela experimental. Las muestras se

tomaron a una profundidad de 15.0 cm, siguiendo un patrén en zig-zag.

En total se realizaron cuatro muestreos de suelo y un muestreo de raices al
final de la cosecha. El primer muestreo, se realizé después del trazado de las
unidades experimentales con el objetivo de evaluar la poblacidn inicial de
nematodos fitoparasitos, nematodos de vida libre, poblacién total de hongos y
bacterias. Adicionalmente, se realizd el analisis quimico del suelo. El segundo
muestreo se realizo antes de la siembra del experimento, con el propdsito de medir
el efecto de los tratamientos aplicados (T1, T3, T7 y T5) sobre las poblaciones de
nematodos fitoparasitos y nematodos de vida libre estos tratamientos necesitaron
de un lapso de tiempo de hasta 3 meses para actuar en el suelo. El tercer muestreo
se realizd a los cuatro meses después de la siembra, para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre la poblacién de nematodos fitoparasitos y de vida libre. El cuarto
muestreo fue de suelo y cormo al momento de la cosecha del experimento, con el
proposito de determinar el efecto de los tratamientos sobre las poblaciones de
nematodos asociados al suelo y cormo; asi como las poblaciones de hongos y

bacterias asociadas al suelo.

Realizar pruebas de patogenicidad para identificar microorganismos

asociados a la enfermedad.

Muestras de tejido vegetal de cormos enfermos provenientes de fincas
comerciales fueron colectadas y llevadas al laboratorio de BNF de la Finca
Alzamora, Colegio de Ciencias Agricolas, Universidad de Puerto Rico. De cada
muestra se aislaron hongos y bacterias asociados al tejido vegetal enfermo.
Mediante la preparacion de camaras humedas se obtuvieron las estructuras
reproductivas de hongos y cepas bacterianas asociadas al tejido. Los
microorganismos fueron aislados en medios de cultivo especificos (APD para

hongos y AST 5% para bacterias). Cada uno de los microorganismos obtenidos fue
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purificado en medios de cultivo selectivos. En el caso de hongos se realizé un
cultivo monosporico para obtener colonias puras y las bacterias se purificaron
mediante cuatro estriados en AST 5%. Cada aislamiento obtenido se inoculd en

discos de apio sanos para aplicar los postulados de Koch, Figura 7.

Previo a la inoculacion se realizé la desinfeccion del material vegetal sano
mediante la inmersién en hipoclorito de sodio al 20% por 15 minutos, seguido de
tres lavados con agua destilada estéril por espacio de 20 minutos cada uno. El
tejido se secd durante dos horas en una camara de flujo laminar, para

posteriormente ser cortados en rodajas de aproximadamente 2.5 cm de espesor.

Para el caso de hongos se utilizaron discos de agar con micelio, que fueron
colocados entre dos rodajas de tejido (tipo emparedado) mediante un sacabocados
y colocados en el centro, posteriormente el tejido se colocd en una camara humeda
individual utilizando cajas Petri de cristal con papel humedecido. Las camaras se

incubaron a temperatura ambiente por 24 horas, hasta su evaluacion.

Para el caso de bacterias, cada colonia fue sembrada en tubos de ensayo con
caldo nutriente (TSB) para ponerlos a crecer durante 12 horas en un agitador orbital
a 150 rpm. Se midio6 la transmitancia de cada muestra para realizar la inoculacion
con colonias homogenizadas a 0.4 unidades de transmitancia que representa una
concentracion de 1.00 x 107 unidades formadoras de colonias por ml (cfu ml-"). Un
volumen de 5 yl de cada suspension se coloco en el centro de los discos de apio,
previamente desinfectados y colocados en una camara de incubacion por 24 horas

en temperatura ambiente.

Las pruebas de patogenicidad estuvieron dispuestas en un disefio
completamente aleatorizado, con cuatro repeticiones. Se midié el diametro de
crecimiento (cm) de la colonia o tejido infectado por cada microorganismo, a las 24,

48 y 72 horas después de la inoculacion. En el caso de aquellos hongos y bacterias
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que resultaron positivos y con mayor virulencia, se realizd su caracterizacion e
identificacion morfolégica y genética para determinar el género y especie de cada

una.

Para la caracterizacién morfolégica de hongos se realizé mediante claves
taxondmicas y especialmente para aquellos hongos pertenecientes al género
Fusarium se utilizo la metodologia y claves descritas por (Leslie, et al., 2006;
Summerell et al., 2003). Las caracteristicas tomadas fueron especificas para cada
medio de cultivo (PDA y Agar-Agua). La descripcion de conidios se realizé mediante
el programa PAX-itTM Imaging Software a un lente de magnificacion de 40x y 100x
mediante el uso del microscopio Olympus Ix 71 con O6ptica de contraste

interdiferencial, Nomarski (DIC).
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Figura 7. Aislamiento de organismos asociados a la pudricion del cormo. A. Sintomas
B. Siembra de tejido infectado en medios especificos C. Crecimiento de organismos en
medios especificos D. Organismo Purificado E. Inoculacién y reproduccién de sintomas
F. Re-aislamiento del organismo.
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Para la identificacion molecular, los aislamientos fueron transferidos a erlenmeyers
con 120 ml de caldo de agar de papa y dextrosa (PDA) e incubados por tres dias
en un agitador orbital a 100 rpm. A 28.0 °C Posteriormente se extrajo el micelio
mediante embudos Buchner con papel filtro y bomba de extraccion al vacio. El
micelio se colocé en tubos eppendorf con cristales que ayudaron a romper el tejido
de los hongos al colocarlos en un Fast pred TM (Bio 101 Tehermo Electron
Corporation EP-200) por dos minutos. La extraccion del ADN se realizé mediante
el kit de extracciéon Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Cat. No. 69106). Se afiadieron
400 ul de buffer AP1 y 4 ul de RNAsa en cada muestra para crear la lisis celular.
Seguido, las muestras se incubaron en bafo Maria a 65.0 °C por una hora y se
centrifugaron a 12500 rpm por dos minutos. El sobrenadante fue recolectado y
transferido a otro tubo de 1.5 ml, se afiadié 130 pl de la solucion P3 y se coloco en
hielo por cinco minutos. Los nuevos tubos se centrifugaron a 13500 rpm por cinco
minutos. El contenido se paso6 por una columna violeta y se centrifugd de nuevo a
13500 por dos minutos. 200 pl del sobrenadante se transfirieron a una columna
traslucida en la cual se afadié 3000 ul de la solucion AW1. La columna traslucida
se centrifugd por dos minutos a 13500 y se descartd el liquido que paso por la
columna traslucida. 500 ul de la solucion AW2 fueron colocados en la columna y se
centrifugd a 13500 rpm por 2 minutos. La columna transparente se coloco en un
nuevo tubo y se agregdé 50 pul de la solucion AE para pasar en incubacion a
temperatura ambiente por 5 minutos. Finalmente se centrifugd a 13500 rpm por un

minuto y se guardaron a -20 °C hasta su posterior uso.

La concentracion del ADN se midié con un nanofotometro, Nano Photometer P-330
Class. La amplificacion del ADN se realizé con los genes del Espacio transcripto
interno (ITS) y Factor de elongacién (EF), segun Summerell, et al., 2003; Wang, et
al., 2013, Cuadro 3. La reaccion estuvo constituida por 10 pl de de Amplitag Gold®
(ADN Polimerasa; Applied Biosystems Cat. No. 4390939), 1.5 ul de cada primer, 4
Ml de agua deionizada y 3 ul de la muestra de ADN con una concentracion de 20 a

25 ng/ul. Todas las muestras se corrieron en un termociclador Eppendorf vapo.
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protect AG, 22331, NJ. Los parametros fueron ajustados de acuerdo a las
recomendaciones de manufactura de la enzima Amplitag Gold®; para
desnaturalizacion se realizé por 10 minutos a 95.0 °C, 35 ciclos de 96.0 °C por 3
segundos, la temperatura de alineamiento segun el cebador por 3 segundos, la
hibridacién a 68.0 °C por 15 segundos y una extension final de 72.0 °C por 10
segundos. Las temperaturas de alineamiento para los cebadores especificos
fueron: parala ITS a 50.0 °C y para EF a 53.0 °C.

Cuadro 3. Genes y cebadores especificos utilizados en la identificacion molecular
de aislamientos de Fusarium asociados a la pudricién del cormo de apio.

GE CEBADO DIRECCIO SECUENCIA 5'-3’ REFERENCI
N R N A

ITS1 Wang, et al.,
17893255 2014
3
ITS ITS4
17142923
Reverso

E - TCCTCCGCTTATTGA TATGC O’Donell,

19150491 Adelante ATGGGTAAGGARGACAAGAC 1992

EF 2
EF2
19150491
3

Adelante CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA
A

Reverso GGARGTACCAGTSATCATGTT

El producto de PCR se pudo observar en un gel de agarosa (Agarose,
OmniPur™; Merk Millipore) al 1.2% con 2.5 pl Gel Red (Gel Red™Nucleic Acid,
BIOTIUM) obtenido mediante la técnica de electroforesis con un buffer de 1X Tris-
acetate-EDTA. El marcador molecular de 100 bp (DNA Ladder, Promega) se diluyo
en 4.0 ul de agua deionizada y 1.0 ul de tinte (GelPilot Loading Dye 5x, Cat. No.
239901). Para la electroforesis se utilizé 110 voltios y 400 mAmps por 60 min. y la
visualizacion del gel se realizé en un transiluminador de rayos ultravioletas
(SIGMA™ T 1202). La secuenciacion de las muestras se realizé en la compania
comercial Macrogen, USA para lo cual las muestras fueron preparadas segun las

recomendaciones de la compafia. Las secuencias enviadas fueron editadas
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manualmente en el programa Biological Sequence Alignment Editor, Version 7.2.5
(BioEdit) Hall, 1999. El analisis de secuencias se realizé en BLAST (Basic Local

Allingment Search Tool) (Http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Para la

seleccién de secuencias similares se escogieron aquellas con el porcentaje de

mayor homologia al alinearlas con el consenso obtenido.

Los arboles filogenéticos se obtuvieron con todas las secuencias de los
aislamientos y sus homélogos mediante el programa MEGA 6.06. Taruma et al.,
1993. El método estadistico utilizado fue de "Maximum Likelihood™ con los

parametros establecidos en el programa.

Para la caracterizaciéon de las bacterias, se seleccionaron aquellas que
resultaron positivas para las pruebas de patogenicidad. Morfolégicamente se
evaluaron parametros como: tamafo, color de las colonias, margenes y elevacion.
Ademas, se realizaron las pruebas bioquimicas de tincion Gram (Fisher Science
Education, Cat. No. 525345) (Schaad et al., 2001), catalasa, oxidasa, K(OH) y
degradacion de almidones en papa (Lelliot et al., 1966), crecimiento en condiciones
aerobias y anaerobias. Posteriormente, la identificacion molecular mediante la
amplificacion del ADN con cebadores pertenecientes a la regiéon 16S rARN. Para la
identificacion molecular, las muestras se enviaron a las facilidades del

departamento de Proteccion Vegetal de la Universidad Florida en Gainsville.
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RESULTADOS

Primer objetivo: Identificar microorganismos patégenos en suelo asociados

al cultivo de apio.

De las 32 muestras de suelo que se tomaron previo al experimento se analizaron

poblaciones de nematodos, hongos y bacterias.

Nematodos:

En las muestras analizadas se observé la presencia de Rotylenchulus
reniformis, Helicotylenchus multicinctus y Pratylenchus coffeae. R. reniformis que
fue la especie de mayor frecuencia con un 85.6% y una poblacion de 382 larvas
por 100 cm? de suelo; H. multicinctus se encontré en una frecuencia de 8.2% y un
nivel poblacional de 37 larvas por 100 cm® de suelo; P. coffeae, presentd la
poblacién mas baja, con una frecuencia de 0.7 % y poblacion de 3 larvas por 100
cm?3 de suelo, Figura 8. Adicionalmente, se observo la presencia de nematodos de
vida libre, con una frecuencia de 5.8% y niveles poblacionales de 26 larvas por 100

cm? de suelo.

Figura 8. Especies de nematodos fitoparasitos encontrados en suelo y asociados al cultivo de apio
(A. xanthorrhiza) A. Rotylenchulus reniformis (foto de Chavarria-Carvajal et al., 2017) B.
Helicotylenchus multicinctus C. Pratylenchus coffeae.
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Hongos:

Los hongos encontrados en mayor abundancia fueron: Paecilomyces spp.
con una frecuencia de 27.0 %; Penicillum spp. y una frecuencia de 18.8 %;
Fusarium spp. con frecuencia de 15.4 %; Aspergillus spp. con una frecuencia de
12.0 %; Trichoderma spp. con frecuencia de 9.5 % ; Mucor spp. a una frecuencia
de 4.8 % y Stemphylium spp. con una frecuencia de 4.0 % entre otros géneros
presentes en menor poblacién. En la Figura 9 y Figura 10, se pueden observar las
caracteristicas macroscépicas y microscépicas de cada hongo, utilizadas en su
identificacion. En promedio se observaron 3.81 log1o ufc por gramo de suelo seco,
valor que se uso en los siguientes muestreos, para comparar el efecto de los

tratamientos aplicados en el experimento.
Bacterias:

Para el caso de bacterias el 89.0 % de las colonias fueron caracterizadas
como gram negativas y se presentaron en un valor promedio de 4.53 log1o ufc por

gramo de suelo seco, al igual que para hongos este valor se contrasté con los

resultados obtenidos después de aplicar los tratamientos en el experimento.
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Figura 9. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas (40x) de hongos identificados en muestras
de suelo del cultivo de apio. A. B. Colonia y Conidioforo de Paecilomyces C. D. Colonia y Esporangio
de Penicillium spp. E. F. Colonia y Conidios de Fusarium spp. G. H. Colonia y Conidios de

Aspergillus spp.
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Figura 10. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas (40x) de hongos identificados en
muestras de suelo del cultivo de apio. A. B. Colonia y Conidiéforo de Trichoderma spp. C. D. Colonia
y Esporangio de Mucor spp. E. F. Colonia y Conidios de Stemphylium spp.
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Segundo objetivo: Evaluar practicas agronémicas que permitan reducir las

pérdidas causadas por la enfermedad.

Poblacion de nematodos para el primer muestreo.

Para evaluar la efectividad de los tratamientos, se contabilizé la poblacién
inicial de nematodos en las parcelas experimentales antes de la aplicacion de los
tratamientos. El Cuadro 4, muestra el promedio de las poblaciones de nematodos
fitoparasitos y nematodos de vida libre durante el primer muestreo. Los valores para
cada especie de nematodos fueron, expresados como numero de nematodos por
100 cm? de suelo. Durante el andlisis de varianza no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos (P<0.05), para las diferentes especies de
nematodos. En general, se encontré6 un valor promedio de 418.79 larvas de
nematodos fitoparasitos por 100 cm® de suelo, de los cuales 382.18 larvas
correspondieron a R. reniformis y 48.30 larvas a H. Multicinctus. La poblacion

promedio de nematodos de vida libre fue de 25.91 larvas/ 100 cm? de suelo.

Cuadro 4. Promedios de poblaciones inicial de nematodos fitoparasitos y de vida
libre en suelo de una finca comercial de apio (A. xanthorrhiza) previa a la aplicacion
de los tratamientos '2.

. . H. Total Nematodos

TRATAMIENTO R.reniformis multicinctus  Fitoparasitos® vida libre*
Solarizacion 503.40 a 43.38 a 546.78 a 291 a
Biolégico & Quimico 340.75 a 26.00 a 366.75 a 31.83 a
Gallinaza & Solarizacion 355.25 a 26.33 a 381.58 a 20.78 a
Desinfecciéon semilla 452.78 a 62.78 a 515.56 a 32.75 a
Plantas cobertoras 340.48 a 36.03 a 376.51 a 27.7 a
Intercalado 342.60 a 19.53 a 362.13 a 2415 a
Manejo Integrado 377.55 a 53.70 a 431.25 a 14.18 a
Testigo 344.63 a 2510 a 369.73 a 26.78 a

Promedio 382.18 48.30 418.79 25.91

1 Promedio de 4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05), segun Tukey para
datos transformados log1o.

2 Valores expresados como: niumero nematodos/100 cm?® de suelo (sin transformar).

3 Total Fitoparasitos incluyen: Rotylenchulus reniformis y Helicotylenchus multicinctus.

4 Nematodos vida libre incluyen: Rabditidos, Dorylaimidos y Aphelenchidos.

Poblacion de nematodos para el segundo muestreo
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El segundo muestreo se realiz6 después de aplicar aquellos tratamientos que
necesitaban de al menos tres meses antes de la siembra, para tener un efecto en
el suelo. Del andlisis de varianza no se observaron diferencias significativas
(P<0.05), entre tratamientos. EI Cuadro 5 muestra el efecto el efecto de los
tratamientos sobre las poblaciones de nematodos fitoparasitos y nematodos de vida
libre en suelo durante el segundo muestreo. En general se observd una leve
reduccion en las poblaciones de nematodos fitoparasitos y un incremento en la
poblacion de nematodos de vida libre. El total de nematodos fitoparasitos fue de
301.54 nematodos por 100 cm? de suelo, de los cuales R. reniformis alcanzé 291.61
larvas y H. multicinctus 9.93 larvas. El promedio de la poblacién de nematodos de

vida libre fue de 50.13 larvas por 100 cm? de suelo.

Cuadro 5. Efecto de los tratamientos sobre las poblaciones de nematodos
fitoparasitos y nematodos de vida libre en suelo durante el segundo muestreo 2.

R.

TRATAMIENTO renlfsorml muIticljiﬁctus Fitop.:::’laslitos 3 ":l(ia(rj';alti(k))‘::“s
Solarizacion 346.18 a 1245 a 358.63 a 59.25 a
Biolégico & Quimico 407.38 a 11.83 a 419.21 a 36.63 a
Gallinaza & Solarizacion 123.53 a 9.20 a 132.73 a 59.20 a
Desinfecciéon semilla 256.60 a 1245 a 269.05 a 29.70 a
Plantas cobertoras 227.50 a 3.85 a 231.35 a 62.65 a
Intercalado 370.45 a 6.45 a 3769 a 68.03 a
Manejo Integrado 518.30 a 1045 a 528.75 a 32.18 a
Testigo 8290 a 12.78 a 95.68 a 53.38 a

Promedio 291.60 9.93 301.54 50.13

" Promedio de 4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05), segun Tukey para
datos transformados log1o.

2 Valores expresados como: nimero de nematodos/100 cm?® de suelo (sin transformar).

3 Total Fitoparasitos incluyen: Rotylenchulus reniformis y Helicotylenchus multicinctus.

4 Nematodos vida libre incluyen: Rabditidos, Dorylaimidos y Aphelenchidos.
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Poblacion de nematodos para el tercer muestreo.

El Cuadro 6, muestra el efecto de los tratamientos sobre las poblaciones de
nematodos fitoparasitos y nematodos de vida libre en suelo, cuatro meses después
de la siembra. Del analisis de varianza por tratamiento, se observaron diferencias
significativas (P < 0.05) para las poblaciones de R. reniformis. El promedio total de
nematodos fitoparasitos encontrados fue de 234.27 nematodos por 100 cm? de
suelo. Este valor consiste de 227.71 larvas de R. reniformis, y 6.56 larvas de H.
Multicinctus. La poblacion total de nematodos de vida libre fue de 65.64 larvas por

100 cm? de suelo.

Cuadro 6. Efecto de los tratamientos sobre las poblaciones de nematodos
fitoparasitos y nematodos de vida libre en suelo, cuatro meses después de la
siembra 2.

R. H. Total Nematodos

TRATAMIENTO reniformis  multicinctus Fitoparasitos ®*  vida libre*
Solarizacion 38783 ¢ 7.05 a 39488 c 50.33 a
Biolégico & Quimico 177.55 bc 723 a 184.78 bc 48.75 a
Gallinaza & 7248 ab 493 a 77.41 ab 4973 a
Solarizacion
Desinfecciéon semilla  307.53 bc 10.78 a 318.31 bc 5245 a
Plantas cobertoras 193.83 bc 8.78 a 202.61 bc 109.38 a
Intercalado 63.37 ab 3.25 a 66.62 a 46.33 a
Manejo Integrado 128.13 ab 3.53 a 131.66 a 11445 a
Testigo 490.93 c 6.93 a 497.86 c 53.70 a
Promedio 227.71 6.56 234.27 65.64

" Promedio de 4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05), segun Tukey para
datos transformados log1o.

2 Valores expresados como: nlimero nematodos/100 cm? de suelo (sin transformar).

3 Total Fitoparasitos incluyen: Rotylenchulus reniformis y Helicotylenchus multicinctus.

4 Nematodos vida libre incluyen: Rabditidos, Dorylaimidos y Aphelenchidos.

Poblacién de nematodos para el cuarto muestreo.

Del analisis de varianza por tratamientos se observaron diferencias

significativas para los nematodos R. reniformis y H. multicinctus. A diferencia de los
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anteriores muestreos, se identificaron otras especies de nematodos fitoparasitos
presentes en muy bajas poblaciones en suelo como son: Pratylenchulus coffeae
con promedio de 10.88 nematodos por 100 cm? de suelo y Tylenchulus spp., con
promedio de 0.56 nematodos por 100 cm? de suelo. El Cuadro 7 muestra los niveles
poblacionales de nematodos encontrados; para total de nematodos fitoparasitos se
observaron 1228.09 nematodos por 100 cm? de suelo, de los cuales R. reniformis
presentd un promedio de 1122.03 larvas y H. multicinctus 94.62 larvas. Para los
nematodos de vida libre se observd una poblacion de 59.31 nematodos por 100

cm? de suelo.

Poblaciéon de nematodos en tejido radicular al momento de la cosecha.

Del analisis de varianza por tratamientos, no se observaron diferencias
significativas en las raices del cultivo de apio. Para el caso de las raices no se
encontraron poblaciones altas de nematodos fitoparasitos. En el Cuadro 8 se
pueden observar los promedios para cada tratamiento y cada especie. Para el total
de nematodos fitoparasitos se encontraron 47.76 larvas, para la especie R.
reniformis, 0.91 larvas para H. multicinctus y 0.71 larvas de Tylenchus spp., de un
total de 46.14 nematodos fitoparasitos por 100 cm? de suelo. Los nematodos de
vida libre también estuvieron presentes en las raices del cultivo de apio con un

promedio de 21.01 nematodos por 100 cm?® de suelo.
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Cuadro 8. Efecto de los tratamientos sobre las poblaciones de nematodos
fitoparasitos y nematodos de vida libre en raiz, al momento de la cosecha 2.

.R' . H P. Coffeae . Tota'I 3 \_Iida

TRATAMIENTOS reniformis multicinctus Fitoparasitos libre*
Solarizacién 250 a 5.00 a 1750 a 2500 a 117.50 a
Biologico & Quimico 10.00 a 2.50 a 250 a 15,00 a 225.00a
Gallinaza & Solarizacién 12.50 a 5.00 a 250 a 20.00 a 482.50a
Desinfeccion semilla 17.50 a 2.50 a 1250 a 3250 a 130.00a
Plantas cobertoras 45.00 a 0.00 a 0.00 a 4500 a 12250a
Intercalado 10.00 a 0.00 a 1250 a 2250 a 72.50 a
Manejo Integrado 10.00 a 67.50 a 4750 a 12500 a 910.00a
Testigo 1250 a 10.00 a 3250 a 55.00 a 672.50a

Promedio 15.00 11.56 15.94 42.50 341.56

T Promedio de 4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05), segun Tukey para
datos transformados con log1o.

2 Valores expresados como: nimero de nematodos/100 cm? de suelo (sin transformar).

3 Total Fitoparasitos incluyen: Rotylenchulus reniformis, Helicotylenchus multicinctus, Pratylenchus coffeae,
Tylenchus spp.

4Nematodos vida libre incluyen: Rabditidos, Dorylaimidos y Aphelenchidos.

Efecto de los tratamientos en la dinamica poblacional de nematodos
fitoparasitos asociados al cultivo de apio (A. xanthorrhiza) durante el ciclo del

cultivo.

La Figura 11 muestra el efecto de los tratamientos evaluados en la dinamica
poblacional de nematodos fitoparasitos en cuatro diferentes muestreos de suelo
asociadas al cultivo se apio (A. xanthorrhiza). Se observa que las poblaciones
iniciales de nematodos fitoparasitos y fueron reduciéndose mediante la aplicacion
de los tratamientos hasta el tercer muestreo, que coincide con los cuatro meses
después de la siembra del cultivo. Sin embargo, para el ultimo muestreo realizado
en la cosecha, todos los tratamientos mostraron un incremento en las poblaciones

de nematodos fitoparasitos del suelo.
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Figura 11. Efecto de los tratamientos en la dinamica poblacional de nematodos fitoparasitos en
cuatro diferentes muestreos de suelo asociadas al cultivo se apio (A. xanthorrhiza).

En la evaluacion de la dinamica poblacional de nematodos de vida libre, Figura 12,
contrario a la dinamica poblacional de nematodos fitoparasitos, se evidencié un
crecimiento en las poblaciones de nematodos de vida libre hasta el tercer muestreo
(3 meses después de la siembra) y posteriormente una reduccidon en el cuarto

muestreo (momento de la cosecha).
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Figura 12. Efecto de los tratamientos en la dindmica poblacional de nematodos de vida libre en
cuatro diferentes muestreos de suelo asociadas al cultivo se apio (A. xanthorrhiza).

Efecto de los tratamientos en las variables de rendimiento del cultivo de apio

(A. xanthorrhiza).

Para la variable brotacién, no se observaron diferencias significativas en el
analisis de varianza. En el Cuadro 9 se muestra los promedios generales del
porcentaje de brotacién para cada tratamiento evaluado. El tratamiento que
incluye la aplicacion de un producto biolégico (DiTera® DF) y un producto
quimico (Vydate® L), obtuvo el mayor promedio con un total de 42.50 % de
plantas brotadas por parcela. Por esta razon se cambio el tipo de analisis para
utilizar la brotacion como una co-variable en el analisis de los datos que

representan un promedio por parcela.
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Cuadro 9. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de brotacion en apio (A.
xanthorrhiza) 2.

TRATAMIENTO BROTACION (%)
Biolégico & quimico 4250 a
Manejo Integrado 35.00 a
Intercalado 33.13 a
Gallinaza & solarizacion 31.88 a
Desinfeccion semilla 31.88 a
Plantas cobertoras 30.00 a
Solarizacion 20.63 a
Testigo 21.88 a
Promedio 30.86

'Promedio de 4 repeticiones (DCA).
?Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05), segiin Tukey.

Para las variables de rendimiento por hectarea en la evaluacion de
tratamientos para reducir las poblaciones de nematodos en el cultivo de apio,
Cuadro 10, se observaron diferencias significativas (P<0.05) para las variables
rendimiento por parcela, peso de cormo y diametro del cormo. También se observo

significancia estadistica para el factor aleatorio o co-variable brotacién.

Las variables de numero de hijuelos y peso de semilla no presentaron

diferencias significativas para tratamientos.
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Estimacion de la severidad de la enfermedad.

No se observaron, en ningun tratamiento al momento de la cosecha, sintomas
foliares de la enfermedad. Solo plantas con severidad del 100 % presentaron
marchitez foliar. Para la evaluacion de la enfermedad en cormo, se tomo
visualmente el porcentaje de tejido afectado con la pudricion del cormo y se asigné
uno de los niveles en una escala binomial. Del analisis de Chi cuadrado se pudo
observar significancia para la prueba por lo cual la variable severidad depende del
tratamiento aplicado, Figura 13 y Cuadro 11. En términos generales la presencia
de la enfermedad fue baja, tan solo tres cormos del experimento presentaron
severidad del 100% mientras que la mayoria de las plantas presenté presencia de
la enfermedad con porcentajes menores al 10% del tejido infectado con la pudricién,

Figura 14.

1,007
0,751
0,501
0,25
0.00 1 2 3 4 5 6 7 8 ‘

Tratamiento

ﬁ Sanas [l Enfermas |

Figura 13. Efecto de los tratamientos en la incidencia y severidad de la enfermedad, variable binomial
de plantas con y sin sintomas.
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Proporciones acumulativas
(6)]
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Cuadro 11. Efecto de los tratamientos en la reduccién de la severidad la pudricion
del cormo de apio.

. Plantas Plantas

Tratamiento Enfermas !  Sanas 2 Total
Solarizacién 10 12 22
Biolégico & quimico 6 44 50
Gallinaza & solarizaciéon 11 23 34
Desinfeccion semilla 9 31 40
Plantas cobertoras 5 31 36
Intercalado 5 26 31
Manejo Integrado 7 39 46
Testigo 7 16 23
Total 60 222 282

Variable binomial tomada de un total de 40 plantas por parcela.
' Plantas con severidad menor a 9 % del tejido infectado.
2 Plantas con severidad mayor al 10% del tejido infectado.
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Figura 14. Severidad de la enfermedad encontrada en el experimento de campo. A. 0% de
tejido infectado B. 10 % del tejido infectado C. 60% del tejido infectado D. 90 % del tejido
infectado.

Evaluacién de dinamica poblacional de bacterias en el suelo asociados al

cultivo de apio.

Del analisis de varianza para unidades formadoras de colonias de bacterias
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, pero
si para la co-variable tomada como el primer muestreo antes de la aplicacion de los
tratamientos. EI Cuadro 12 y Figura 15 muestran los promedios de cada
tratamiento. En términos generales se observd una reduccién de las poblaciones
de bacterias en el suelo asociadas a la rizosfera del cultivo de apio desde antes de

aplicar los tratamientos hasta la cosecha.

50



Cuadro 12. Efecto de los tratamientos sobre los niveles poblacionales de bacterias
durante el primero y cuarto muestreo para el control de la pudricion del cormo de

apio (A. xanthorrhiza) 2.

Primer Segundo
Tratamiento muestreo muestreo
Solarizacién 462 a 3.87 a
Biolégico & quimico 463 a 3.89 a
Gallinaza & solarizacion 436 a 4.09 a
Desinfeccion semilla 441 a 3.98 a
Plantas cobertoras 456 a 404 a
Intercalado 452 a 3.89 a
Manejo Integrado 456 a 421 a
Testigo 4.57 a 3.77 a
Promedio 4.53 3.97

'Promedio de 12 repeticiones. Letras distintas en las columnas indican diferencias significativas

(P<0.05), segun Tukey.

2Valores expresados como: en logio/g de suelo seco.

5.50,

log 1) ufc/ g suelo seco

4.40 1 | T Il

3.30

2.20/

1.10

0.00 1 2 3 4 5 6 7 8 '

Tratamientos

[ Muestreo 1 [l Muestreo 4

Figura 15. Efecto de los tratamientos sobre la dinamica poblacional de bacterias en dos muestreos

para evaluar el control de la pudricion del cormo de apio (A. xanthorrhiza).
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Evaluacion de la dinamica poblacional de hongos en el suelo asociados al

cultivo de apio

Del analisis de la varianza para unidades formadoras de colonias de hongos
asociados a la rizosfera del cultivo de apio, no se encontraron diferencias
significativas para tratamientos ni para la co-variable tomada como el primer
muestreo. En términos generales se observé un incremento de las poblaciones de
hongos. En el Cuadro 13 y la Figura 16, se observan los promedios por tratamiento,
las frecuencias de especies de hongos observadas al finalizar el experimento
muestran que Penicillum spp., Fusarium spp. y Aspergillus spp., estuvieron en

mayor poblacioén.

Cuadro 13. Efecto de los tratamientos sobre los niveles poblacionales de hongos
durante el primero y cuarto muestreo para el control de la pudriciéon del cormo de
apio (A. xanthorrhiza) "2,

T . Primer Segundo
ratamiento

muestreo muestreo
Solarizacion 3.91 a 3.85 a
Biolégico & quimico 3.63 a 3.94 a
Gallinaza & solarizacién 3.87 a 414 a
Desinfeccion semilla 3.76 a 3.98 a
Plantas cobertoras 3.81 a 4.00 a
Intercalado 3.83 a 3.96 a
Manejo Integrado 3.80 a 438 a
Testigo 3.89 a 410 a
Promedio 3.81 4.04

'Promedio de 12 repeticiones. Letras distintas en las columnas indican diferencias
significativas (P<0.05), segun Tukey.
2Valores expresados como: en log1o/ g de suelo seco.
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Figura 16. Efecto de los tratamientos sobre la dindmica poblacional de hongos en dos muestreos
para evaluar el control de la pudricion del cormo de apio (A. xanthorrhiza).
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Tercer objetivo: Realizar pruebas de patogenicidad para identificar

organismos asociados a la enfermedad.

En los predios comerciales de apio, localizados en la finca EL Zorzal del
sector La Torrecita en Barranquitas, se procesaron 15 cormos con sintomas de
pudricidon de aproximadamente 5 meses después de la siembra. Los sintomas
tempranos fueron amarillamiento y leve marchitamiento del follaje. En el cormo se
pudo evidenciar la proliferacién de micelio de hongos, corteza suave y de aspecto
humedo; internamente al realizar un corte transversal y longitudinal de los cormos
infectados se pudo observar pudricidn humeda y coloracion café en forma de
manchas irregulares que van desde la parte inferior del cormo hacia la parte aérea
de la planta y en un corte transversal desde la corteza hacia la parte interna del
cormo. Adicionalmente, se observaron sintomas de pudricion blanda en la semilla

vegetativa obtenida de estas plantas, Figura 17.
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Descripcion y caracterizacion de aislados de hongos.

En total se aislaron 31 hongos morfolégicamente diferentes, 25 correspondieron al
género Fusarium, dos al género de Rhizoctonia, dos al género Colletotrichum y dos
al género Rhizopus. En el Cuadro 14, se puede observar que 17 aislamientos de
Fusarium, dos de Rhizoctonia y uno de Rhizopus fueron positivos para las pruebas
de patogenicidad. Sin embargo, se obtuvieron aislamientos mas agresivos que
otros, como se evidencia en el tamafio de las lesiones evaluadas a las 72 horas
después de la inoculacion. El tamafo de lesion promedio fue de 2.3 cm de diametro
evaluados en discos de apio. Para el caso de los hongos pertenecientes al género
Fusarium se seleccionaron 9 aislamientos de los mas virulentos, segun el diametro
de lesién en discos de apio, para realizar su caracterizacibn morfologica y

molecular.
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E

Figura 17. Sintomas de la pudricion del cormo del apio. A. Planta sana B. Amarillamiento y
marchites en hojas C. Sintomas externos en cormo D. Sintomas externos en semilla E. Corte
longitudinal de un cormo con sintomas F. Corte trasversal de un cormo con sintomas.
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Cuadro 14. Resultados del diametro de lesion en discos de apio para evaluar las
pruebas de patogenicidad con hongos aislados de cormos con sintomas de
pudricion.

. . i Pruebas de Diametro se
Aislamiento Género . . ‘.
patogenicidad' lesién (cm) 2

H-1 Fusarium + 3.7
H-2 Fusarium + 3.9
H-3 Fusarium + 2.5
H-4 Fusarium - 1.0
H-5 Fusarium - 0.5
H-6 Fusarium - 1.0
H-7 Fusarium + 4.0
H-8 Fusarium + 2.6
H-9 Fusarium - 1.0
H-10 Fusarium + 1.5
H-11 Fusarium - 1.5
H-12 Collectotricum - 0.0
H-13 Fusarium + 3.7
H-14 Fusarium + 1.0
H-15 Mucor - 0.0
H-16 Fusarium + 4.0
H-17 Fusarium - 0.7
H-18 Fusarium + 3.8
H-19 Rhizopus + 3.0
H-20 Fusarium + 4.0
H-21 Collectotricum - 0.6
H-22 Fusarium - 2.5
H-23 Fusarium - 2.0
H-24 Rhizoctonia + 4.0
H-25 Fusarium + 1.6
H-26 Fusarium - 2.0
H-27 Fusarium + 3.9
H-28 Fusarium - 1.0
H-29 Fusarium + 3.7
H-30 Fusarium + 2.0
H-31 Rhizoctoni + 3.2

'Reproduccion de sintomas iniciales de cormos enfermos.
°Medida tomada a las 48 horas después de la inoculacién, promedio de tres repeticiones
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Caracterizacion morfolégica de género Fusarium.

El género Fusarium fue el mas frecuente y virulento. La Figura 18, muestra
la diversidad encontrada dentro de este género asociada a cormos con sintomas

de pudricién de apio.

Figura 18. Diversidad de colonias de Fusarium aisladas en muestras de tejido con
sintomas de pudricién de cormo.

De los 9 aislamientos agrupados dentro del género Fusarium, morfolégicamente se
identificaron dos especies, Cuadro 15, Fusarium solani, Figura 19, como el de
mayor frecuencia con 66.7 % de los aislados y Fusarium oxysporum, Figura 20,
obtuvo un 33.3 % de los aislamientos. Dentro de las caracteristicas morfoldgicas,
se evaluaron la coloracion de los aislamientos en PDA, Cuadro 16. En los primeros
3 dias todos los aislamientos presentaron similar coloracién en el micelio y en el
medio de cultivo. Pasados 8 dias de incubacion los colores variaron entre blancos,

cremas y violetas.
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Cuadro 15. Frecuencias de las principales especies identificadas dentro del género
Fusarium en pruebas de patogenicidad en apio.

Género Frecuencia .
. y 0 Caracteristicas en PDA
especie %o
Colonias micelio aéreo y abundante que varié de
. coloracién, entre blanco a rosa claro. En la parte
Fusarium . , . .
33.3 posterior de la placa Petri toma una coloracion mas
oxysporum ) .
intensa, de rojizo claro ha morado oscuro a los 15
dias después de la incubacion.
Colonias de tonalidades claras, de blancas a
. cremas con un crecimiento no muy difuso del
Fusarium . .
solani 66.7 micelio, en las partes posteriores de la placa de

tonalidad cremas y algunas veces con rayas verdes
0 azules después de 15 dias de incubacion.

Cuadro 16. Caracteristicas morfoldgicas de aislamientos de Fusarium asociados a
la pudricidon del cormo del apio.

Color en medio de cultivo

Aislamiento Especie Frente Atras
H-1 F. solani Blanco Crema
H-2 F. solani Blanco Blanco
H-7 F. solani Blanco Crema
H-13 F. oxysporum Blanco Rosa
H-16 F. solani Blanco Rosa claro
H-18 F. oxysporum Blanco Violeta oscuro
H-20 F. solani Blanco Rosa claro
H-27 F. oxysporum Blanco Violeta Claro
H-29 F. solani Blanco Rosa claro

Macroconidios y microconidios.
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La coloracion de las macro y microconidios fueron hialinos para todos los
aislamientos, el tamafo varid entre cada especie de Fusarium como se puede
evidenciar en el Cuadro 17. Para el caso de los aislamientos correspondientes a F.
solani, se observaron macroconidios semicurvas alargadas con la célula apical
redonda la célula basal despuntada con 3 a 6 septos, los conidios se encuentran
en esporodoquios de coloracién cremay en cabezas falsas, después de 15 dias de
incubacion. Las microconidios variaron en forma, tamafio y numero de septos
ubicados en cadenas cortas. Por otro lado, los aislamientos correspondientes a F.
oxysporum presentaron macroconidios curvados con un maximo de 3 septos, sus
células apicales curvas y células basales en forma de pie, en esporodoquios claros
y monofialides y cadenas cortas. Las microconidios de diferente forma, tamafio y

sin septos.

Cuadro 17. Caracteristicas morfolégicas de los conidios de aislamientos del género
Fusarium asociados a la pudricion del cormo del apio.

Medidas de conidios ym’ Caracteristicas de conidios
Aislam. Especie Macro Micro

conidios conidios Macroconidios Microconidios
H-1 F. solani 42 x5 8x3 Semicurvo, 3-4 septos  Ovoide, elipticas, 1 septo
H-2 F. solani 39x3 3x1 Semicurvo, 3 septos Reniforme, elipticas, 2 septos
H-13 F. solani 32x2 8x1 Semicurvada, 6 septos Ovoide sin septos
H-16  F. oxysporum 23x3 7x1 Curvado, 3 septos Ovoide sin septos
H-18 F. solani 17 x3 7x1 Curvado, 5 septos Reniforme sin septos
H-20 F. oxysporum 20x 3 8x1 Curvado, 2 septos Ovoide sin septos
H-27 F. solani 34x3 5x1 Semicurvada, 4 septos  Reniformes sin septos
H-29  F. oxysporum 40x 4 3x 1 Curvado, 3 septos Reniforme sin septos

'Promedio de 30 esporas medidas
2Caracteristicas tomadas segun el manual de laboratorio de Leslie et al., 2006
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Figura 19. Caracteristicas morfologicas y pruebas de patogenicidad para Fusarium solani. A.
Crecimiento en PDA cara anterior B. Crecimiento en PDA cara posterior C. Macroconidios D.
Microconidios E. Control F. Inoculacién con el aislamiento. Escala 10 um.
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Figura 20. Caracteristicas morfoldgicas y pruebas de patogenicidad para Fusarium oxysporum. A.
Crecimiento en PDA cara anterior B. Crecimiento en PDA cara posterior C. Macroconidios D.
Microconidios E. Control F. Inoculacién con el aislamiento. Escala 10 um.
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Identificacion molecular de aislamientos de Fusarium.

El gel de agarosa al 1.2% después de la electroforesis mostré6 que ocho
aislamientos de Fusarium pudieron ser amplificados. La Figura 21 indica las bandas
amplificadas, al lado izquierdo para el gen ITS con un peso aproximado de 600
pares de bases y al lado derecho para el gen EF con un peso aproximado de 750

pares de bases.

1 2 13 16 18 20 27 29 13 16 18 20 27 29

Figura 21.- Gel de agarosa con amplificacion de ITS y EF de ocho aislamientos de Fusarium
patogénicos al cultivo de apio.

Las secuencias de nucleétidos fueron manipuladas manualmente para su
correspondiente identificacion. El Cuadro 18 y Cuadro 19, muestran los pares de
bases modificados para cada direccion de la cadena de ADN y el numero de bases
para su respectivo consenso. Ademas, se puede observar el nimero de entrada en
el Banco de Genes con mayor porcentaje de identidad para la seleccion de cada

especie.

Los aislamientos una vez identificados en la base de datos del banco de
genes fueron organizados para obtener arboles filogenéticos, la Figura 22 y Figura
23 muestran los arboles filogenéticos para cada uno de los genes utilizados que
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ayudaron

a discriminar

las

dos

especies de

Fusarium

identificadas

morfolégicamente, tanto para el gen ITS como EF separan en dos clados los

aislamientos de Fusarium, en el primero a F. oxysporum y en el otro a F. solani.

Cuadro 18. Analisis de las secuenciadas con el cebador EF para cada aislamiento
y su respectiva identificacion.

Aislado Cadena' Largo? Especie Max — Query Ident  Accesion
score cover
F 693 F. solani isolate Ch65 1262  1.00 0.99 KP400743.1
H-1 R 686 F. solani isolate Ch65 1266  0.99 1.00 KP400743.1
c 722 F. solani isolate Ch65 1332 0.99 1.00 KP400743.1
F 675 F. solaniisolate M113A 1310 0.99 0.99 KP674184.1
H-2 R 687 F. solaniisolate M113A 1256  0.99 0.99 KP674184.
c 718  F. solani isolate M113A 1310 0.99 0.99 KP674184.1
F 663 F. oxysporum f. spp.
vasinfectum strain CDR1131 1216 0.99 1.00 KT323848.1
H-13 R 654 F. oxysporum f. spp. pisi
strain Pt1 1184  1.00 0.99 KF913727.1
C 704 F. oxysporum isolate JB4 1264  0.98 0.99 KP964880.1
F 656 F.oxysporumisolate SAT77 1206 1.00 0.99 DQ465933.1
R 655 F. oxysporum f. spp.
H-16 fragariae strain 16C-30KFsa 1197  0.99 0.99 KJ776746.1
c 687 F. oxysporum f. spp.
fragariae strain 16C-30KFsa 1256  0.99 0.99 KJ776746.1
F 664 F. oxysporum f. spp. cubense
strain FJ-2-1 1210 0.99 0.99 KC889014.1
H-18 R 666 E. oxysporum strain FJZ1 1210 098 1.00 JF430181.1
c 705  F. oxysporum strain 14-147 1273 0.99 0.99 KT006896.1
F 678 F. solani isolate Ch65 1208 1.00 0.99 KP400743.1
H-20 R 689 F. solani isolate Ch65 1266  0.99 0.99 KP400743.1
c 720  F. solani isolate Ch65 1325  0.99 0.99 KP400743.1
F. oxysporum f. spp.
F 661 vasinfectum isolate IMI-
H-27 141148 1203  0.99 0.99 EU246571.1
R 663  Fusarium spp. S99F 1266 0.99 0.99 KT286760.1
C 701 Fusarium spp. S99F 1266 0.99 0.99 KT286760.1
F 677 F. solani isolate N2214 1230 0.99 0.99 KT211624.1
H-29 R 680 F. solani isolate N2214 1245 0.99 0.99 KT211624.1
c 703 F. solani isolate N2214 1280 0.99 0.99 KT211624.1

'Secuencia de la cadena hacia adelante (F); hacia atras (R) Consenso (C)
2Nuamero de pares de bases de la secuencia
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Cuadro 19. Resultados de manipulacion de cadenas secuenciadas con el cebador
ITS para cada aislamiento y su respectiva identificacion.

Aislado Cadena' Largo? Especie Max —Query 400t Accession
score cover
H-1 F 553  F. solaniisolate E02_004 1013 0.99 1.00 JX524021.1
R 549  F. solani strain GWG5(1) 1014 1.00 1.00 KM268689.1
C 581  F. solani strain GWG5(1) 1064 0.99 0.99 KM268689.1
H-2 F 540 F. solani 998 1.00 1.00 LC092109.1
R 545  F. solani strain GWG5(1) 996 1.00 0.99 KM268689.1
C 577  F. solani strain GWG5(1) 1061 1.00 0.99 KM268689.1
H-13 F 531  F. oxysporum strain SFCF2012 974 099 1.00 KF313101.1
R 522  Fusarium spp. KR4 18S 966 1.00 1.00 KC623568.1
C 556  F. oxysporum isolate AFIC35 1029 0.99 1.00 KU872840.1
H-16 F 533  F. oxysporum isolate CK-2 981 1.00 1.00 KJ699120.1
R 523  Fusarium spp. KR4 963 099 1.00 KC623568.1
C 556  F. oxysporum isolate AFIC35 1026 0.99 1.00 KU872840.1
H-18 F 536  F. oxysporum strain SFCF2012 989 1.00 1.00 KF313101.1
R 533  F. oxysporum strain EECC-643 985 1.00 1.00 KP942940.1
C 557  F. oxysporum strain EECC-643 1062 1.00 1.00 KP942940.1
H-20 F 547  F. solani isolate E02_004 1009 0.99 1.00 JX5240211
R 570  F. solaniisolate 832 1020 0.99 0.99 JN232138.1
C 593  F. solani strain GWG5(1) 1066 0.97 1.00 KM268689.1
H-27 F ND
R 527  F. oxysporum isolate CK-2 974 1.00 1.00 KJ699120.1
C 527  F. oxysporum isolate CK-2 974 1.00 1.00 KJ699120.1
H-29 F 551  Nectria ipomoeae 1013 1.00 0.99 AB513846.1
R 553  Nectria ipomoeae 1029 0.95 1.00 AB513846.1
C 583  Nectria ipomoeae 1029 0.95 1.00 AB513846.1

Secuencia de la cadena hacia adelante (F); hacia atras (R) Consenso (C)
2Numero de pares de bases de la secuencia
ND. Cadena no secuenciada
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Figura 22. Arbol filogenético de ocho aislamientos de Fusarium asociados a la pudricién
del cormo de apio mediante la secuencia del gen EF. ¢ Aislamiento en estudio.
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Figura 23. Arbol filogenético de ocho aislamientos de Fusarium asociados a la pudricion
del cormo de apio mediante la secuencia del gen ITS. ¢ Aislamiento en estudio.
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Caracterizacion morfolégica de género Rhizoctonia.

Tres aislamientos similares de Rhizoctonia fueron patogénicos al cultivo de
apio, a diferencia de los sintomas observados por el género Fusarium, se observo
una rapida colonizacion de los tejidos pero la pudricion fue seca, este aislamiento
produjo un tejido de apariencia corchosa en la parte superior y no produjo cambio
de coloracion, Figura 24. El crecimiento en PDA fue rapido, el micelio no es aéreo
y de color café claro, al observar en el microscopio se pudo evidenciar la coloracién
café y el angulo de 90° que produce el crecimiento de las ramificaciones del micelio,

caracteristico del género Rhizoctonia.

Figura 24. Caracteristicas morfoldgicas y pruebas de patogenicidad de Rhizoctonia: A. Crecimiento
en PDA cara anterior B. Micelio con angulo recto en ramificaciones C. Control D. Inoculacién con el
aislamiento.
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Caracterizacion morfolégica de género Rhizopus.

Tres aislamientos pertenecientes al género Rhizopus fueron patogénicos. En
el medio de cultivo de PDA se caracterizé por un crecimiento micelial rapido de
color blanco y aéreo, que a los tres dias produjo esporangios de color negro y
esporangioforos, caracteristicos de su género. De las pruebas de patogenicidad se
observo un profuso crecimiento del micelio del hongo y cambio de coloracién en el

tejido infectado a marron, Figura 25.

Figura 25. Caracteristicas morfolégicas y pruebas de patogenicidad de Rhizopus spp: A.
Crecimiento en PDA cara anterior B. Esporangios y esporangioforos para identificacion C. Control
D. Inoculacién con el aislamiento
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Descripcion y caracterizacion de colonias bacterianas.

Morfolégicamente todos los aislamientos presentaron una forma circular de
la colonia, con elevacion no muy pronunciada y de margenes enteros con pocas
variaciones en color, tamafio y crecimiento en el medio de cultivo, Cuadro 20. El
Cuadro 21, muestra los principales resultados de la caracterizacién quimica de las
bacterias aisladas de cormos enfermos, para la prueba de tincibn Gram, se
observaron que todas fueron gram negativas, a excepcion del aislamiento B-1 que
fue gram positiva. De la misma forma para la prueba de crecimiento en condiciones
anaerobias, todos los aislamientos fueron aerobios mientras que para el

aislamiento B1, el crecimiento fue de dos tipos, anaerobio y aerobio.

En total se aislaron sietes colonias de bacterias, pero solo cinco fueron
positivas para las pruebas de patogenicidad. Mediante la caracterizacion
morfoldgica, quimica y genética se pudieron encontrar tres géneros de bacterias en

la pudricidn, estos géneros fueron:

Clavibacter michiganensis, el cual present6 coloracion de la colonia de crema a
rosaceo, de tamafo pequeno y apariencia viscosa después de 48 horas de
incubacion, crecimiento lento, crecimiento facultativo en condiciones anaerobias,
gram positiva; para la prueba de patogenicidad este género de bacteria causo6 una
pudricion blanda y viscosa con un leve cambio de color y degradacion del tejido

infectado, Figura 26, Ay B.

Pseudomonas spp. Present6 una coloracion crema brillante de tamafio mediano y
pequeno, crecimiento lento, crecimiento en condiciones aerobias, gram negativa;
para la prueba de patogenicidad, este género de bacteria causd una pudricion
blanda y viscosa con un leve cambio de color y degradacion del tejido infectado,
estos aislamientos fueron no fluorescentes bajo rayos ultra violeta, Figura 26, C y
D.
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Erwinia carotovora, presentd coloracion crema traslucida, tamafno mediano,
crecimiento rapido, crecimiento en condiciones aerobias, gram negativa; para la
prueba de patogenicidad este género causé una pudricion blanda que ocurrié
mucho mas rapido que las otras bacterias (-12 horas) y pudrié completamente el
tejido infectado dando una apariencia de macerado, ademas se caracterizé por no
cambiar de tonalidad el tejido que infectd estos sintomas fueron acompanados de
un olor a fermentos. Sintomas similares se observaron al realizar la inoculacién en

tubérculos de papa, Figura 26, Ey F.

La identificacion molecular de las bacterias la realizd el laboratorio de bacterias
fitopatogenas en la Universidad de Florida, identificando a los aislamientos B-1
como Clavibacter michiganensis, y los aislamientos B-3, B-4, B-5 como
Pseudomonas spp. Mientras que el aislamiento B-2 se identific6 como Erwinia
carotovora mediante caracteristicas morfolégicas y pruebas bioquimicas en la

Universidad de Puerto Rico.
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Figura 26. Colonias bacterianas en medio de cultivo ATS y pruebas de patogenicidad para
aislamientos asociados a la pudricién del cormo del apio. A. Crecimiento en ATS de Clavibacter
michiganensis B. Prueba de patogenicidad de Clavibacter michiganensis C. Crecimiento en ATS de
Pseudomonas spp. D. Prueba de patogenicidad de Pseudomonas spp. E. Crecimiento en ATS F.
Prueba de patogenicidad de Erwinia carotovora. G. Control.
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DISCUSION

La identificacion del agente principal de la enfermedad es muy importante para
orientar las medidas necesarias para el control de una enfermedad. El nematodo
fitoparasito encontrado con mayor frecuencia asociado al cultivo de apio en Puerto
Rico fue Rotylenchulus reniformis, este estudio es el primer reporte de este
nematodo fitoparasito asociado a la pudricion del cormo del apio. Los nematodos
fitoparasitos no solo son importantes por el dano directo que pueden causar a la
epidermis de las raices, sino también por las heridas que causan y son utilizadas
por patégenos secundarios responsables de los dafios de la planta (Jones 2013;
Agrios, 2005; Luc et al., 2005). R. reniformis ha sido reportado como fitoparasito en
otros tubérculos similares como la papa dulce, yautia, malanga y papa china (Luc
et al., 2005), donde causa sintomas como: limitado crecimiento de raices
secundarias, deficiencias nutricionales con muy pocos o ausencia de sintomas
directos en la raiz (Jones, et al., 2013). La hembra adulta de este nematodo se
alimenta penetrando parcialmente en las raices, formando un sitio permanente para
alimentarse es decir es semiendoparasito sedentario y desde su estado J2 hasta
adulto, pasa en el suelo sin alimentarse. Por esta razon, fue encontrado en mayor
poblacién en las muestras de suelo y no en las muestras de tejido ya que las
hembras al medir mas de 0.06 mm no atravesaron el filtro del embudo Baermann.
Resultados similares se encontraron en estudios realizados para el cultivo de fiame
en Puerto Rico, donde la mayor poblacion de R. reniformis correspondia a las
muestras de suelo (Roman-Soto, 2015). Adicionalmente, se detectaron pequefias
poblaciones de Helicotylenchus multicinctus y Pratylenchus coffeae, éste ultimo
reportado en otros paises como Brasil, donde identifican a especies como: P.
penetrans, P. coffeae y P. brachyurus (Méndez et al., 2001; Costa et al., 1998,
2000; Monteiro, 1980); causando obscurecimiento de la epidermis de las raices y
de los haces vasculares del apio. A diferencia de Puerto Rico, Pratylenchus y
Meloidogyne han sido identificados como los nematodos mas limitantes para el
cultivo de apio en Brasil y Venezuela (Borges-Pinheiro et al., 2013; Henz, 2002). Es
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importante recalcar que las tres especies asociadas para el cultivo de apio son
fitoparasitos de gran importancia en los cultivos de guineo y platano (Chavarria-
Carvajal et al., 2016) y que una de las practicas mas comunes entre los agricultores
de apio es realizar rotacién con platano y guineo, incrementando de esta manera

las poblaciones de nematodos en el suelo, sin tener conocimiento de ello.

Para la reduccion de nematodos fitopatdgenos, el tratamiento en el que se
incorporé composta con gallinaza y solarizacién, fue el que presentd poblaciones
menores de nematodos fitoparasitos hasta el tercer muestreo (cuatro meses
después de la siembra) con una reduccion del 30.53% comparados con las
poblaciones iniciales y un incremento en la poblacion de nematodos de vida libre
81.98% mas que en el primer muestreo. Resultados similares se encontraron en
investigaciones realizadas por Castillo-Almanzar (2016), Conce-Conce (2016) y
Chavarria et al., 2001, donde la incorporacién al suelo de gallinaza solo y en
combinacién con otros métodos de control, fue efectivo para reducir las poblaciones
de nematodos fitoparasitos, a la vez que incremento las poblaciones de nematodos
de vida libre y de hongos benéficos asociados a la rizosfera. La gallinaza mostro
similares efectos en la reduccion de nematodos fitoparasitos asociados al cultivo

de calabaza, incrementando también el rendimiento (Rosado-Arroyo, 2005).

La variable de germinacion fue la mas limitante en el experimento. Aunque en
general, el material de propagacién facilitado por los agricultores de Barranquitas
reunio las caracteristicas morfolégicas deseables y necesarias para cumplir con un
minimo del 70% de germinacion (Ortiz el al., 2003), en este estudio la germinacion
mas alta fue de un 42.50% para el tratamiento de control biolégico y quimico
comparado con el tratamiento testigo que presentd 21.88 % de germinacion. Este
bajo porcentaje refleja la baja calidad de la semilla, causada posiblemente a que la
mayor parte de la semilla utilizada ya estaba contaminada con la enfermedad.
Estudios previos en Puerto Rico, que reportaron esta enfermedad causada por un

complejo de hongos y bacterias (Ortiz-Vazquez, et al., 2008; Rosa-Marquez,et al.,
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2000) y nuestros resultados, sugieren que una vez ocurre dafio por el nematodo R.
reniformis, patégenos secundarios como hongos vy bacterias colonizan
sistematicamente las plantas moviéndose a la semilla vegetativa, sin signos o
sintomas evidentes de enfermedad al momento de la siembra. Posiblemente este
proceso ha ocurrido desde la aparicion de la enfermedad en las areas mas
afectadas de los agricultores de apio en Barranquitas y Orocovis, quienes al
continuar utilizando las semillas provenientes de plantas enfermas en la siguiente
siembra van incrementando cada vez mas las densidades de nematodos

fitoparasitos, hongos y bacteria fitopatégenos.

La siembra continua de material de propagacion contaminado, incrementa los
patdbgenos en suelo a la vez que reduce el contenido de materia organica,
empobreciendo el suelo y reduciendo considerablemente la produccion de apio en
la region. En el experimento de control, el tratamiento que empleé la rotacién con
un producto biolégico (DiTera® DF) y un producto quimico (Vydate® L) presento
mayor porcentaje de brotacidén, sugiriendo que la aplicacion de un producto
Biolégico que controla nematodos en suelo también puede estimular el desarrollo
de microorganismos benéficos en el suelo, dandole mayor vigor y sanidad a la
semilla, ya que el producto esta basado en fermentacion solida de metabolitos del
hongo Myrothecium verrucaria (Hoja técnica 2015). Presentando este tratamiento
el mayor rendimiento en produccion total 42.50 ton/ha. Teniendo en cuenta la baja
tasa de germinacion obtenida y la heterogeneidad de brotacion en las parcelas, el
mejor indicativo de un aumento en la produccion es el peso individual del cormo
dependiendo del tratamiento. Asi los tratamientos que incluyen enmiendas al suelo
como plantas cobertoras sembradas antes de la siembra e incorporadas al suelo y
la aplicacion de composta con gallinaza y solarizacion, obtuvieron el mayor
incremento en peso de cormo 0.97 y 0.85 kg por cormo comparados con el
tratamiento control que presentd 0.62 kg. Estos resultados sugieren que la
aportacion de materia organica al suelo ayuda a controlar dafios y pérdidas por

pudricion, permitiendo obtener una mejor produccién. Por otro lado, el tratamiento
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en que se utilizd rotacion de un producto biolégico y quimico presenté menor
incidencia de plantas enfermas 12%, aunque no se obtuvo un peso de cormo
superior al obtenido en los tratamientos en que se utilizaron plantas cobertoras y
composta con gallinaza y solarizacion. Resultados similares fueron obtenidos con
la incorporacién de enmiendas al suelo y el uso de cobertoras en Brasil, donde los
recomiendan para el manejo de nematodos fitoparasitos (Torres, et al., 2009).
Paises productores de A. xanthorrhiza, como Brasil, realizan esfuerzos para
mejorar la tecnologia de produccién del material de propagacion libre de
enfermedades, y asi mejorar los niveles de produccién reduciendo pérdidas por
enfermedades en campo; y en tecnologias de almacenamiento que reduzca las
pérdidas producidas por enfermedades poscosecha (Torres et al., 2009; Dos-
Santos et al., 2004, Santos et al.,2000 Santos, 1997).

Para el caso de hongos en el suelo, se obtuvo un incremento en la cantidad
de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo seco con un promedio final
de 1 x 10* (4.0 logio ufc/g suelo seco). Los principales géneros de hongos
identificados en el primer muestreo del experimento fueron Paecilomyces spp.,
Penicillum spp., Aspergillus spp., con frecuencias mayores al 12 % dichos hongos
han sido relacionados a indicadores de contenido de materia organica en suelos, y
han sido identificados en otras investigaciones como los mas frecuente en el cultivo
de guineo en Puerto Rico, (Castillo-Almanzar, 2016; Conce-Conce, 2016;
Chavarria-Carvajal et al., 2001). Ademas, se encontraron aislamientos
pertenecientes al género del género Fusarium spp., que generalmente actua como
un patogeno facultativo, y en éste estudio represento al género con mayor numero
de especies benéficas y dos especies fitopatégenas. Por otro lado, la mayoria de
las bacterias identificadas en este primer muestreo fueron gram positivas y se
encontré una leve reduccion de la poblacion con un promedio final de 1 x 10* (4.0
ufc/g de suelo seco), aunque no se hayan encontrado diferencias significativas.
Segun investigaciones relacionadas esta densidad bacteriana, esta por debajo de

una concentracion significativa de organismos en el suelo, identificados como
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significativas aquellas que van de 10° a 108 para bacterias. De la misma manera el
mismo estudio identifica como significativas a concentraciones de 5 x 10* a 108 para
el caso de hongos (Back et al., 2002). La presencia de microorganismos benéficos
representados en altas cantidades de materia organica en suelo es imprescindible
para promover procesos como descomposicion mineralizado y reciclado de
nutrientes de los suelos, ademas de la importancia antagonica que ejerce sobre los
microorganismos fitopatogenos (Pfenning et al., 2011). Las enfermedades por
nematodos fitoparasitos son mayores en condiciones de tropico y subtropico, por
el bajo contenido de materia organica y nutrientes en el suelo (Luc et al., 2005);
Estas limitaciones en la produccién de los cultivos tropicales sugieren la necesidad
de incrementar los niveles de materia organica en suelo. Los contenidos de materia
organica se pueden incrementar mediante la aplicacién de enmiendas organicas o

cubiertas vegetales como las que fueron evaluadas en este experimento.

Al comparar la dinamica poblacional de microorganismos en el suelo al
principio y final del experimento se notd una leve reduccion de unidades formadoras
de colonias bacterianas y un leve incremento para las colonias de hongos,
posiblemente debido a los cambios en clima de temperatura y precipitacion que
generan cambios importantes en pH del suelo y poblaciones de microorganismos.
Para el afio 2016, durante el ciclo del cultivo en este estudio se experimentd una
época de sequia presentando un promedio de 3.87 mm al dia afectando
directamente a los microorganismos del suelo, especialmente las poblaciones

bacterianas, lo cual puede explicar las diferencias encontradas.

En adicidn, el incremento de la poblacion de nematodos fitoparasitos, en el
ultimo muestreo, muy posiblemente se debidé a que el material de propagacion
utilizado ya estaba contaminado aportando asi, una nueva fuente de inoculo que
en presencia del cultivo tuvieron una mayor posibilidad de reproducirse, teniendo
en cuenta que antes de la siembra las poblaciones de nematodos fitoparasitos ya

se habian reducido por el efecto de los tratamientos previos a la siembra. Sin
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embargo, el tratamiento con composta con gallinaza y solarizacion presento un
menor incremento de poblaciones de nematodos fitoparasitos al momento de la

cosecha con poblaciones de 240.78 nematodos por 100 cm?® de suelo.

En las pruebas de patogenicidad se pudieron detectar hongos pertenecientes
al género Fusarium, F. oxysporumy F. solani, encontrados anteriormente por (Ortiz-
Vazquez et al., 2008; Garcia, 2000; Rosa-Marquez, et al., 2000; Diaz 1976) Este
género de hongos es caracteristico de suelos tropicales que comparten nicho
ecoldgico y aspectos morfolégicos, son cosmopolitas y atacan a un sin numero de
plantas en el tropico (Leslie et al., 2006; Summerell et al., 2003). Estas especies
estan asociadas a problemas de pudricion de raices y tubérculos como papa,
yautia, Aiame, yuca y papa dulce, donde causa importantes pérdidas econdmicas
(Wang et al., 2014, Ames, 1997). Estos géneros de Fusarium tienen la capacidad
de penetrar en la cuticula de las plantas mediante la enzima cutinasa, celulasa
citosanasas entre otras. En el caso de F. oxysporum esta mas relacionado a
problemas vasculares que causan marchitez (Leslie et al., 2006). El hongo después
de su penetracion, coloniza las células corticales migrando intercelularmente por el
parénquima invadiendo el xilema, haciendo mas dificil el control de la enfermedad
(Pieterse, et al., 2013). La ausencia de Phytophtora, que fue reportado en estudios
anteriores (Rosa-Maquez, 2000) donde los promedios de precipitacion fueron
normales para esta area de produccioén, es de esperarse diferencias significativas
en las poblaciones de microorganismos dependientes de las condiciones

medioambientales.

En el caso de Rhizoctonia solani, reportado anteriormente en Arracacia spp.
en Puerto Rico, donde presentd colonizacion y necrosis en el cormo de apio (Rosa-
Marquez et al., 2000), muy relacionado a problemas radiculares de tubérculos sin
embargo, en este estudio present6 un sintoma diferente al de la pudricion blanda,
tornando el tejido afectado en una corteza corchosa, no humeda y sin cambiar el

color del tejido afectado. EI hongo Rhizopus spp. que colonizé completamente los
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tejidos de apio, ha sido reportado como una enfermedad importante en
almacenamiento de cultivos como papa dulce en la cual causa pudriciones en el

producto mercadeable (Wang et al., 2012).

Entre las bacterias encontradas se identifico a Erwinia carotovora. En estudios
realizados en Brasil por Henz, et al., 2006, se identificaron a E. chrysanthemi, E.
carotovora subsp. atroseptica, como un problema significativo de pos cosecha en
apio. En Peru, reportan a E. chrysanthemi como agente causal de la pudricion del
apio conocida como “pierna negra” o “Pudricién bacteriana blanda” (Ames de
Icocha, 1997), el cual tiene la capacidad de colonizar y movilizarse por los haces
vasculares de la planta (Piqué et al., 2015) permitiendo que las semillas
vegetativas, sin sintomas aparentes, proveniente de una planta enferma se
diseminen de manera rapida (Hermann, 1997). El complejo de Erwinia ha sido
caracterizado en varios cultivos de raices y tubérculos como el de mayor

importancia.

Otras bacterias encontradas, identificadas como Clavibacter michiganensis, y
Pseudomonas spp. asociadas a los sintomas de la pudricidon del apio también se
han reportado ocasionando sintomas parecidos en papa, en la cual se conoce como
“pudricion del anillo bacteriano de la papa” (Sparks et al., 2008), Otros estudios
indican que C. michiganensis tiene inéculo en forma latente en semillas de papa
que hace mas dificil la erradicacion de la enfermedad basandose en sintomas
visibles (Yasuhara-Bell et al., 2015; Yasuhara-Bell et al., 2013 De-Leodn et al., 2006;
Franc, 1999;). A diferencia de los hongos, las bacterias identificadas no tienen la
capacidad de infectar un organismo por si solas (forma de infeccion pasiva) sino
mediante aperturas naturales, vectores o dafios mecanicos en los tejidos (Agrios,
2005; Pieterse et al., 2013).

La sintomatologia o enfermedad en una planta puede estar asociada a la

accién de mas de un organismo fitopatdégeno, y puede estar determinada por un
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complejo de interacciones planta-patdgeno, relacionados al medio ambiente
especialmente, cuando se trata de enfermedades causadas por organismos de
suelo (Agrios, 2005; Back et al., 2002). Es importante mencionar que ademas de la
identificacién de los patégenos asociados a los sintomas de la pudricion del apio,
su interaccion es determinante en los niveles de severidad de la enfermedad que
cada uno puede causar de forma separada. Como se observé en este estudio y se
ha demostrado en otros estudios, Rotylenchulus en asociacion con hongos como
Fusarium, Rhizoctonia, Phytophthora y bacterias como Erwinia pueden llegar a
incrementar el nivel de severidad en plantas (Jones et al., 2013; Agrios, 2005; Back
et al., 2002). Estos organismos al estar asociadas a enfermedades vasculares y
causar marchitez vascular, son considerados como los mas destructivos en cultivos
y de dificil control, siendo la mejor alternativa la resistencia varietal (Pieterse et al.,
2013). Para el caso del cultivo de apio, esta resistencia se ha podido observar en
aquellas variedades de cormo con color blanco (Amaya et la., 2006; Luc et al., 2005;
Hermann, 1997). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la mayor produccion
esta definida por la preferencia del consumidor, y en Puerto Rico la demanda mayor
es por la variedad mas susceptible, apio con cormo de color amarillo (Ortiz et al.,
2003).
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CONCLUSIONES

Rotylenchulus reniformis fue el nematodo fitoparasito de mayor frecuencia

poblacional en suelo, asociado al cultivo de apio.

La calidad de la semilla fue el factor mas limitante para el analisis de los

resultados obtenidos en este estudio.

La semilla contaminada, sin ningun tratamiento de desinfeccion, aumento las
poblaciones de nematodos al finalizar el ciclo aunque se habian logrado

reducir previamente con los tratamientos pre-siembra.

Los tratamientos que incluyeron el uso de cobertoras; composta con
gallinaza y solarizacion y manejo integrado, presentaron una disminucién en
la poblacion de nematodos fitoparasitos, incrementaron el peso del cormo y
las poblaciones de nematodos de vida libre, sugiriendo un incremento en los
niveles de materia organica, a diferencia del tratamiento testigo que present6

resultados opuestos en las variables evaluadas.

Se identificaron molecularmente a Fusarium solani y Fusarium oxysporum,
morfolégicamente a Rhizoctonia spp. y Rhizopus spp. asociados a los

sintomas de la pudricion.

Se identificaron morfolégicamente a Erwinia carotovora y molecularmente, a
Clavibacter michiganensis y Pseudomonas spp. asociadas a la pudricion del

cormo.
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RECOMENDACIONES

Evaluar métodos para la descontaminacién de la semilla vegetativa.

Reemplazar la semilla contaminada de los lotes comerciales en Barranquitas

y Orocovis.

Adoptar un manejo integrado en el cultivo de apio que incluya los mejores
tratamientos evaluados que ayudaron a reducir la poblacion de nematodos

y la pudricion.

Realizar pruebas de patogenicidad a nivel de invernadero para determinar
los niveles de severidad de los patégenos identificados en este estudio, por

separado y en combinacion.
Realizar un analisis econdmico para la produccion de apio, incluyendo los

costos de la aplicacion de los tratamientos evaluados que presentaron un

mayor control de la enfermedad en ésta investigacion.
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APENDICES

Apéndice 1. Analisis quimico de la composta con gallinaza utilizada en el
tratamiento de composta con gallinaza y solarizacion.
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Apéndice 2. Analisis quimico de tratamientos en el primer muestreo

Cuadro 22. Resultados de andlisis de suelo antes de la aplicacion de los
tratamientos del experimento de métodos de control para la enfermedad.

Tratam. pH CE wmo P04 Ca - Mg- K - Na Al
pS/cm mg /Kg Cationes intercambiables, mg/Kg
1 572 244 0.35 7.00 2468 179 326 27.0 ND
2 6.04 407 1.00 11.3 2001 121 221 16.5 ND
3 5.55 250 2.56 5.69 1618 159 220 23.81 ND
4 5.62 269 2.75 3.66 1555 105 201 22.5 ND
5 5.61 251 2.29 6.01 1851 101 212 13 ND
6 5.30 236 1.69 4.51 1221 95.2 160 13.0 42.3
7 6.21 351 2.22 9.10 2165 125 230 16.7 ND
8 5.02 177 1.51 2.72 997 79.2 117 12.8 191

Apéndice 3. Analisis de la varianza para las variables en la evaluacion de métodos
de reduccién de poblaciones de nematodos y severidad de la enfermedad.

Analisis de varianzas para el primer muestreo (antes de la aplicacion de os
tratamientos) por especie de nematodo.

Analisis de variancia

Variable N R2 Adj R? CVv

Rotylenchulus 32 0,24 0,00 7,04
Helicotylenchus 32 0,65 0,48 13,49
Vida Libre 32 0,56 0,34 16,39

1= Andlisis de la variable transformada con logaritmo base 10
N = numero de observaciones

R? = coeficiente de regresion

Cv = Coeficiente de variacion (%)

Cuadrados medios

S.V. R. reniformis  H. milticinctus  Vida libre
Model. 0,02 0,16 0,13
Bloque 0,04 n.s 0,24 * 0,29
Tratamiento 0,02 n.s 0,12* 0,06 n.s
Error 0,03 0,04 0,05

* Diferencias significativas (P<0.05)
n.s = diferencias no significativas (P<0.05)
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Analisis de varianzas para el segundo muestreo (antes de la siembra) por
especie de nematodo.

Analisis de variancia

Variable N R2 Adj R? CVv
Rotylenchulus 32 0,56 0,34 26,60
Helicotylenchus 32 0,63 0,46 21,52
Vida Libre 32 0,51 0,27 22,77

' = Andlisis de la variable transformada con logaritmo base 10
N = numero de observaciones

R? = coeficiente de regresion

Cv = Coeficiente de variacion (%)

Cuadrados medios

S.V. R. reniformis  H. milticinctus  Vida libre
Model. 0,76 0,17 0,27
REP 1,78* 0,28 * 0,55~
Trat 0,32 n.s 0,12 n.s 0,175n.s
Error 0,21 0,06 0,13

* Diferencias significativas (P<0.05)
n.s = diferencias no significativas (P<0.05)

Analisis de varianzas para el tercer muestreo (cuatro meses después de la
siembra) por especie de nematodo.

Analisis de variancia

Variable N R? Adj R? cVv

Rotylenchulus 32 0,82 0,73 14,66
Helicotylenchus 32 0,73 0,60 43,16
Vida Libre 32 0,40 0,12 13,52

' = Analisis de la variable transformada con logaritmo base 10
N = numero de observaciones

R2 = coeficiente de regresion

Cv = Coeficiente de variacion (%)

Suma de cuadrados parcial

S.V. R. reniformis  H. milticinctus  Vida libre
Model. 0,79 0,43 0,08
REP 2,05* 1,29 * 0,02 n.s
Trat 0,25~ 0,06 n.s 0,11 n.s
Error 0,08 0,07 0,06

* Diferencias significativas (P<0.05)
n.s = diferencias no significativas (P<0.05)
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Prueba de Tukey para Rotylenchulus en el tercer muestreo.
Test: Tukey Alpha:=0,05 LSD:=0,43
Error: 0,08 df: 21

Tratamiento Medias'
Solarizacién 387.83 b?
Bioldgico + quimico 17755 a b
Composta de gallinaza y solarizacion 72.48 a
Desinfeccion semilla 30753 a b
Plantas cobertoras 193.83 a b
Intercalado 63.37 a
Manejo Integrado 128.13 a
Testigo 490.93 b
Promedio 227.71

'=Valores promedios sin transformar (nematodos en 100 cm?® de suelo)
2= rangos con diferentes letras muestran diferencias significativas (p > 0,05)

Analisis de varianzas para el cuarto muestreo (en la cosecha) por especie de
nematodo.

Analisis de variancia

Variable' N R? Adj R? CcVv

Rotylenchulus 32 0,50 0,26 16,28
Helicotylenchus 32 0,60 0,41 25,68
Pratylenchus 32 0,76 0,64 69,49
Vida Libre 32 0,58 0,37 19,94

" = Analisis de la variable transformada con logaritmo base 10
N = nimero de observaciones

R? = coeficiente de regresion

Cv = Coeficiente de variacion (%)

Cuadrados medios

S.V. R. reniformis  H. milticinctus Pratylenchus spp. Vida libre
Model. 0,43 0,59 0,87 0,30
REP 0,13 n.s 0,66 * 2,44 0,47 *
Trat 0,56 * 0,57 * 0,20 n.s 0,23 n.s
Error 0,21 0,19 0,13 0,10

* Diferencias significativas (P<0.05)
n.s = diferencias no significativas (P<0.05)

Prueba de Tukey para Rotylenchulus en el cuarto muestreo (en la cosecha).

Test: Tukey Alpha:=0,05 LSD:=0,67112
Error: 0,2083 df: 21
Tratamiento Medias’
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Solarizacién 656.78 az b
Biolégico + quimico 1814.93 a
Composta de gallinaza y solarizacion 240.78 b
Desinfeccién semilla 87495 a b
Plantas cobertoras 930.33 a b
Intercalado 476.00 b
Manejo Integrado 1457.55 a
Testigo 252493 a
Promedio 1122.03

'=Valores promedios sin transformar (nematodos en 100 cm? de suelo)
2= rangos con diferentes letras muestran diferencias significativas (p > 0,05)

Prueba de Diferencias Minimas Significativas para Helicotylenchus en el

cuarto muestreo (en la cosecha).

Test: Tukey Alpha:=0,05 LSD:=0,64070
Error: 0,1898 df: 21

Tratamiento Medias'
Solarizacién 64.33 az b
Biolégico + quimico 109.23 a
Composta de gallinaza y solarizacién 18.90 C
Desinfeccién semilla 8955 a b
Plantas cobertoras 14895 a b
Intercalado 45.98 bc
Manejo Integrado 7183 a b
Testigo 208.15 a
Promedio 94.62

'=Valores promedios sin transformar (nematodos en 100 cm? de suelo)
2= rangos con diferentes letras muestran diferencias significativas (p > 0,05)

Analisis de varianzas para muestras de raiz por especie de nematodo.

Analisis de variancia

Variable N R2 Adj R? CVv

Rotylenchulus 32 0,24 0,00 138,36
Pratylenchus 32 0,32 0,00 238,55
Tylenchus 32 0,55 0,34 105,36
Vida Libre 32 0,49 0,24 51,09

1 = Andlisis de la variable transformada con logaritmo base 10
N = numero de observaciones

R? = coeficiente de regresion

Cv = Coeficiente de variacion (%)

Cuadrados Medios
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Vida
S.V. Rotylenchulus Pratylenchus Tylenchus Libre

Model. 0,04 0,06 0,11 0,49
REP 0,170 n.s 0,05n.s 0,11 n.s 0,51 n.s
Trat 0,02 n.s 0,06 n.s 0,12 * 0,48 n.s
Error 0,07 0,06 0,04 0,24

* Diferencias significativas (P<0.05)
n.s = diferencias no significativas (P<0.05)

Analisis de varianzas para la variable germinacién.

Analysis of variance como DCA
Variable N R* AdjR2CV

Germinacién 32 0,37 0,19 43,82
Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS_df MS F p-value
Model. 1243,75 7 177,68 2,05 0,0900
Tratamiento 1243,75 7 177,68 2,05 0,0900
Error 2081,25 24 86,72
Total 3325,00 31

* Diferencias significativas (P<0.05)
n.s = diferencias no significativas (P<0.05)

Analisis de varianzas para la variable rendimiento total en toneladas por ha.

Analysis of variance
Variable N Rz AdjR% CV
Log Rend ton/ha 32 0,27 0,00 897,44

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value Coef
Model. 0,62 11 0,06 0,67 0,7508
Tratamiento 0,32 7 0,05 0,54 0,7919
Bloque 0,13 3 0,04 0,54 0,6625
% germ. 0,09 1 0,09 1,09 0,3084 -4,4E-03
Error 1,67 20 0,08
Total 2,29 31

* Diferencias significativas (P<0.05)
n.s = diferencias no significativas (P<0.05)
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Analisis de varianzas para la variable rendimiento parcial, peso por cormo.
Analysis of variance

Variable N R2 AdjR? CV
Log Peso/cormo(kq) 272 017 0,14 120,48

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value Coef
Model. 475 11 0,43 4,98 <0,0001
Bloques 0,97 3 0,32 3,73 10,0118
Tratamientos 3,61 7 0,52 5,95 <0,0001
% 0,53 1 0,53 6,07 0,0144 -0,01
Error 22,53 260 0,09
Total 27,28 271

* Diferencias significativas (P<0.05)
n.s = diferencias no significativas (P<0.05)

Test:Tukey Alpha:=0,05 LSD:=0,14746
Error: 0,0867 df: 260

Tratamientos Means n S.E.
Intercalado 0.95 29 0,06 a
Plantas cobertoras 0.94 36 0,05 a
Manejo integrado 0.88 44 0,05 ab
Composta de gallinaza y solarizacion 0.80 30 0,05 ab
Solarizacion 0.79 19 0,07 ab
Bioldgico + quimico 0.72 50 0,04 b
Control 0.55 23 0,07 bc
Desinfeccion semilla 0.50 41 0,05 c

Means with a common letter are not significantly different (p > 0,05)

Anadlisis de varianzas para la variable diametro del cormo.

Analysis of variance

Variable N Rz AdjR? CV
LogDiametro(cm) 272 0,17 0,13 18,27

Analysis of variance table (Partial SS)
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S.V. SS df MS F p-value Coef
Model. 0,87 11 0,08 4,43 <0,0001
Repeticiones 0,30 3 0,10 5,68 0,0009
Tratamientos 059 7 0,08 4,75 <0,0001

% 0,05 1 0,05 2,99 0,0850 -1,6E-03
Error 462 259 0,02
Total 549 270

Analisis de varianzas para la variable numero hijuelos.

Analysis of variance

Variable N R2 AdjiR? CV
#dehijuelos/hal 32 0,18 0,00 75,24

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value Coef
Model. 1130980,60 11 102816,42 0,39 0,9450
Rep 25124749 3 83749,16 0,32 0,8131
Trat 709713,75 7 101387,68 0,38 0,9012
% brotacion 99120,66 1 99120,66 0,37 0,5473 4,60
Error 5288711,20 20 264435,56
Total 6419691.,80 31

Anadlisis de varianzas para la variable peso de semilla.

Analysis of variance
Variable N Rz AdjR2 CV
# de hijuelos/halt 32 0,18 0,00 75,24

Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value Coef
Model. 1130980,60 11 102816,42 0,39 0,9450
Bloque 25124749 3 83749,16 0,32 10,8131
Tratamiento 709713,75 7 101387,68 0,38 0,9012

% brotacion 99120,66 1 99120,66 0,37 10,5473 4,60
Error 5288711,20 20 264435,56
Total 6419691,80 31

Prueba de Chi? para severidad de la enfermedad.
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Statistic Value df p

Chi-square (Pearson) 16,60 7 0,0202
Chi-square (ML-G2) 15,55 7 0,0295
ContingencyCoef. (Cramer) 0,17

Contingency Coef.(Pearson) 0,24

Analisis de varianzas para la variable ufc de bacterias en el primer muestreo.

Analisis de la varianza

Variable N R? R2A] CV
UFC 32 0.66 0.51 3.03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC_ dl CM_ F p-valor
Modelo. 0.78 10 0.08 4.17 0.0028
Bloques 053 3 0.18 9.32 0.0004
Tratamientos 026 7 0.04 196 0.1108
Error 0.39 21 0.02

Total 1.18 31

Analisis de varianzas para la variable ufc de bacterias en el segundo
muestreo.

Analisis de la varianza

Variable N R? Rz2A] CV
logufcbacterias 32 0.72 0.54 4.77

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC  d CM _F p-valor Coef
Modelo. 1.71 12 0.14 3.98 0.0037
Tratamientos 0.38 7 0.05 1.50 0.2266
Bloques 0.38 3 0.13 3.53 0.0347
%brotacion 043 1 0.43 12.13 0.0025 0.02
Muestreo 1 0.10 1 0.10 2.87 0.1063 -0.54
Error 0.68 19 0.04
Total 2.39 31
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Analisis de varianzas para la variable ufc/g de suelo de hongos en el primer
muestreo.

Analisis de la varianza

Variable N R R?A] CV
UFC/g 32 0.23 0.00 8.08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC dl CM_F p-valor
Modelo. 0.59 10 0.06 0.63 0.7738
Boque 0.36 3 0.12 1.28 0.3070
Tratamiento 023 7 0.03 0.35 0.9216
Error 1.99 21 0.09

Total 2.58 31

Analisis de varianzas para la variable ufc/g de suelo de hongos en el primer
muestreo.

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2A] CV

UFC/g 32 047 0.13 6.90

8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC d CM _F p-valor Coef
Modelo. 1.29 12 0.11 1.38 0.2557
Bloques 042 3 0.14 1.79 0.1841
Tratamientos 064 7 0.09 1.18 0.3584
% Brotacion 0.14 1 0.14 1.81 0.1942 0.01
Muestreo 1 0.03 1 0.03 0.40 0.5351 0.13
Error 148 19 0.08
Total 2.77 31
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