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l. EVALUACION DE LA RESISTENCIA DE CUATRO VARIEDADES DE
BROCOLI A Plasmodiophora brassicae Woronin.

1. INTRODUCCION

El cultivo de brécoli es muy demandado a nivel mundial por lo que se estima segun el
MAGAP, (2012) que la produccion del brocoli entre el afio 2000 al 2012, registrd un
crecimiento del 41.88%, el mismo que paso de 14 989 000 toneladas producidas en el afio

2000 a 21266 789 toneladas en el 2012; convirtiéndose en una tendencia al alza.

Debido a su demanda tanto para el consumo interno y de exportacion las areas cultivables
se han incrementado con lo cual se obtuvo nuevos problemas sanitarios en este cultivo. Tal
es el caso de la hernia de la col cuyo agente causal es el protozoo Plasmodiophora
brassicae Woronin, que en la ultima década en el Ecuador se ha convertido en un problema
de importancia sanitaria en este cultivo y otras cruciferas que se cultivan en la Sierra
ecuatoriana. La hernia es una enfermedad ampliamente difundida en muchos paises de
Europa y América donde ocasiona serios dafios a la economia. A nivel mundial se
considera que el patdgeno produce pérdidas entre un 10 al 15% Dixon (2009), debido a la
muerte prematura o un crecimiento limitado de la planta y la aparicién de los quistes que el
patdgeno puede formar y que pueden permanecer viables por méas de 15 afios reducen la
rentabilidad del cultivo. Esta enfermedad produce un alto impacto econémico en los
cultivos de Brassicaceas. Este patdgeno infecta a un amplio rango de hospederos, entre las
que se destacan las siguientes: col, coliflor, col china, brocoli, coles de bruselas, nabo, el
rabano, la mostaza y muchas variedades de hortalizas. Sin embargo los sintomas tipicos de
la hernia de la col se observan sélo en los miembros de la familia de las brassicaceas. Por lo
que se considera importante la basqueda de un adecuado manejo del patdgeno debido a que
las medidas convencionales como la utilizacion de agroguimicos no suele ser efectiva, en
este aspecto existen recomendaciones encaminadas en el manejo del patégeno entre las que
se menciona la implementacion de variedades resistentes que se considerarian como
alternativa que los agricultores pueden incorporar en su programa de manejo en este

cultivo.



A. JUSTIFICACION

La hernia de la col causada por el patdgeno Plasmodiophora brassicae Woronin, se
considera como el principal problema de las cruciferas tanto en Europa como en América y
actualmente en nuestro pais Ecuador. Este patdgeno afecta principalmente al brdcoli, uno
de los cultivos méas importantes para nuestro pais, En la provincia Chimborazo muchos
agricultores de las zonas de: Tunshi, San Luis, San Juan, Gatazo, Chambo entre otros; han
informado de la presencia del patdgeno, pero aun no se ha realizado un diagnostico
confirmativo de la enfermedad en los organismos pertinentes ni se han implementado
medidas para disminuir los dafios causados por la presencia del mismo. En este caso entre
las propuestas sugeridas a nivel mundial esta la implementacion de nuevas variedades
resistentes que sumadas a otras alternativas de manejo podrian disminuir el dafio causado.
Es por este motivo, con la presente investigacion se pretende evaluar las nuevas variedades
de brdcoli siendo una de ellas moderadamente resistente al patdgeno, bajo las condiciones
del pais en el cual fueron desarrolladas, para demostrar si presentan estas mismas
caracteristicas bajo las condiciones ambientales del nuestro y considerando que el patdgeno
Plasmodiophora brassicae Woronin tiene diferentes patotipos (razas), se busca una posible
alternativa o estrategia para el manejo sanitario requerido por los agricultores de la Sierra

Ecuatoriana.

B. HIPOTESIS

1. Hipotesis nula

Ninguna variedad es resistentes al patdgeno Plasmodiophora brassicae Woronin

2. Hipotesis alternante

Al menos una variedad es resistente al patégeno Plasmodiophora brassicae Woronin.



C. OBJETIVOS
1. General
Evaluar la resistencia de cuatro variedades de brocoli (Avenger, Legacy, Coronado, SK6) a

Plasmodiophora brassicae Woronin, en la provincia de Chimborazo para desarrollar en el

futuro alternativas de manejo eficientes.

2. Especificos

Desarrollar un protocolo de inoculacion para las plantas de las variedades Avenger, Legacy,

SK6-401 y Coronado bajo condiciones controladas.

Determinar la severidad de la enfermedad y evaluar la magnitud de los dafios ocasionados

para las variedades Avenger, Legacy, SK6-401, Coronado.



I11.  REVISION DE LITERATURA

A. MARCO CONCEPTUAL

1. Razas fisioldgicas

Es un taxdn inferior a forma especial, que se diferencia fisiol6gicamente por su mayor o
menor virulencia cuando infecta a una serie dada de variedades de plantas. (Roberts, 1978)

Individuos que tienen una particular patogenicidad en comun. (Hernandez, 2010)

2. Severidad

Es una estimacion visual en la cual se establecen grados de infeccion en una determinada
planta, sobre la base de la cantidad de tejido vegetal enfermo. Es subjetiva y hace referencia
al % del area necrosada o enferma de una hoja, fruto, espiga, etc. Es el pardmetro que mejor
esta relacionado con la gravedad de la enfermedad y con los dafios causados.(Herrera,
2013)

3. Incidencia

Es la cantidad de individuos o partes contables de un individuo (plantas, frutos, hojas, etc.)
Afectados por una determinada enfermedad respecto al total analizado expresada en %. Es
un valor objetivo. Esta medida es Gtil para medir el patron de distribucién en el campo de

enfermedades donde toda la planta esté afectada.(Herrera, 2013)

4. Evaluacion

Evaluar consiste en atribuir un valor a algo o a alguien, en funcion de un proyecto implicito

o0 explicito. (Gonzales, 2015)

Anélisis de una cosa que determina su valor, importancia o trascendencia. (RAE, 2007)



Maccario, (1989) considera que la "Evaluacion es el acto que consiste en emitir un juicio de

valor, a partir de un conjunto de informaciones, con el fin de tomar una decision."

5. Resistencia

La resistencia por su parte es la capacidad que tiene el huésped de contrarrestar la accion
del patdgeno. La resistencia de las plantas a las enfermedades es debido a la presencia de
determinados genes R (resistencia) que tienen la capacidad de detectar el ataque de

patdgenos y facilitar la respuesta defensiva en la planta huésped. (Gururani, et al., 2012)

6. Variedad

Taxondmicamente es una subdivision de una especie, ya sea formada en los procesos
evolutivos por la seleccion natural (variedades criollas o regionales), o por
fitomejoramiento (variedad mejorada, hibridos simples, dobles, etc., en especies alogamas
o, lineas puras, compuestos multilineales, etc. en autbgamas), para siembras comerciales

(Alicante, 2013)

Una variedad agrondémica es un grupo de plantas o individuos que tienen caracteristicas

sobresalientes para los cuales el fitomejorador los ha seleccionado. (Pirillo, 2009)

B. MARCO TEORICO

1. Interaccion planta - patégeno

Los mecanismos que activan las sefiales para la activacion de la respuesta de defensa de las
plantas ante el ataque de un patogeno estan bien comprendidos dentro de las interacciones
planta-patdgeno. En este caso la induccion de defensa por parte de la planta se debe al
reconocimiento de ciertas moléculas llamadas “efectores” que produce el patdgeno, estos
efectores pueden cambiar el estado fisiologico de la planta huésped con el fin de

beneficiarse o pueden interrumpir la activacion de las defensas de la planta huésped. Sin



embargo, las plantas han desarrollado una forma de inmunidad que se basa en la percepcion
de estos efectores por proteinas de resistencia de la planta llamados R (gen que media la
resistencia al patdgeno) (Belkhadir, Subramaniam, & Dangl, 2004). Dichos genes han sido
caracterizados e investigados por lo cual estos han sido utilizados para el desarrollo de
variedades resistentes que sirve como alternativa para reducir la utilizacion de pesticidas y

otros quimicos empleados para el control de enfermedades. (Belkhadir, et al., 2004)

Entre los beneficios que se describen estan la eficiencia en la reduccién del dafio causado
por patégenos, minimizar los dafios causados por el patdgeno, reduccion en la utilizacion
de agroguimicos y el mas importante que es una estrategia mas amigable con el ambiente.
(Belkhadir, et al., 2004)

Van Der Plank. (1968) definié a la resistencia de la plantas como la habilidad que tiene

para superar completa o parcialmente los efectos del patdgeno.

Es asi que la resistencia estaria definida por varias vias genéticas que se han descrito en los
ultimos afos por lo que de acuerdo a la teoria de Flor, (1955) se considera que por cada gen
de virulencia del patégeno hay un gen de resistencia del hospedero y viceversa. En la
mayoria de las enfermedades, una variedad es resistente a un patbgeno como resultado de
varios genes al mismo tiempo el patdgeno tiene varios genes de virulencia, cada gen del
patdégeno es reconocido por un gen del hospedante , los genes del hospedante son
dominantes ( R ), y los genes que otorgan susceptibilidad a la enfermedad se denominan
recesivos ( r ), mientras que en el patdgeno los genes que determinan el grado de no
virulencia ( A') son dominantes, y los genes que determinan la virulencia son recesivos.
(Cifuentes, 2006).

Por lo que se puede considerar a la resistencia de dos tipos monogénica y poligénica. A

estos tipos de resistencia se le denomina verdadera. (Cifuentes, 2006)



a. Resistencia Horizontal

También conocida como poligénica, multiple o cuantitativa, esta bajo el control de muchos
genes, los cuales por separado pueden ser ineficaces para contrarrestar el ataque de un
patdgeno, este tipo de resistencia retarda el desarrollo de las enfermedades Yy retrasa la
propagacion de enfermedades. (Cifuentes, 2006)

La resistencia horizontal se caracteriza por su estabilidad, la cual esta dada por los patotipos
de agresividad media contra las variantes extremas; este tipo de resistencia muestra una
reduccion cuantitativa de los indices de infeccion, tiempo de incubacién y tasa de desarrollo
de reproduccién de la enfermedad, que produce un retraso en su desarrollo. Este tipo de
resistencia se efectia mediante la utilizacion de multilineas, que no es mas que el cultivar
constituido por varios genes de resistencia a la enfermedad para la cual se trabaja.
(Dimitrova, 2009)

Por lo tanto esta resistencia permite una proteccion completa a la enfermedad ya que actla

contra todos los patotipos del patégeno. (Dimitrova, 2009)

b. Resistencia vertical

También conocida como resistencia monogénica, oligogénica o cualitativa dado que esta
controlada por uno o varios genes, inhibe principalmente el desarrollo inicial del patégeno,
el hospedante por lo general responde al reaccionar a la virulencia; algunas especies tienen
20 o 40 genes resistentes contra un patdgeno. (Cifuentes, 2006) Generalmente se ha
considerado a la resistencia vertical para reducir la frecuencia de infeccién del in6culo,
bloqueando el desarrollo del patdgeno y asi retrasar la epidemia potencial. (Van Der Plank,
1968)

La escasa duracion de la resistencia vertical en algunas interacciones ha llevado a los
mejoradores a la bdsqueda de la resistencia poligénica. Sin embargo al presentarse en

plantas que son resistentes a algunas razas de patdgenos y susceptibles a otras razas del



mismo patdgeno, nos permite diferenciar entre las razas de un patdgeno. EI mejoramiento
en busca de resistencia vertical se realiza a través de lineas puras con uno o varios genes

incluidos con resistencia a la enfermedad. (Dimitrova, 2009)

Los efectos mas significativos de esta resistencia son el retraso del inicio de la epidemia
producto de la reduccion de la cantidad efectiva de indculo inicial. Ademas al producir
resistencia solo contra algun gen virulento especifico del patdgeno aporta una proteccion
incompleta a la enfermedad ya que no seria efectiva contra todos los patotipos del

patégeno. (Dimitrova, 2009)

La diferencia entre la resistencia monogeénica y poligénica radica en que la primera es
controlada por uno o varios genes por lo cual esta forma de resistencia se puede romper
facil y rdpidamente por la mutacion de un solo gen o, a veces, de pocos genes, en cambio la
resistencia poligénica estd controlada por muchos genes lo cual ofrece una mayor

durabilidad y estabilidad debido al efecto amortiguador del sistema poligénico.

C. Resistencia aparente

Se presenta cuando a pesar del ataque de un patdgeno, la planta que es susceptible al mismo
se encuentra libre de la infeccion o los sintomas y de esta manera son resistentes. Se da
principalmente cuando uno de los tres factores necesarios para que se desarrolle la
enfermedad (hospedante susceptible, patdégeno virulento y ambiente favorable) no

coincidan e interactlen negativamente. (Agrios, 2005)

2. Caracteristicas del patdgeno (Plasmodiophora brassicae Woronin)

Es un patdgeno obligado que puede ser transmitido por el suelo, esta enfermedad conduce a
la formacion de agallas en las raices de la plantas susceptibles dando como resultado un

retardo en el crecimiento, marchitez y hasta la muerte. (Agrios, 2005).



La enfermedad fue reportada por primera vez en los Estados Unidos en el afio de 1852.
Otros reportes de la destructiva enfermedad se han encontrado en San Petersburgo Rusia a
finales de siglo XIX. Esta enfermedad fue estudiada por vez primera en 1872 por Woroni,
un cientifico ruso, quien logro identificar la causa de la hernia como "organismo
plasmodiophorous™ en 1875, y le dio el nombre de Plasmodiophora brassicae, este
investigador reportd que la espora infecciosa era una zoospora con un flagelo, pero en

1934, Ledingham demostro la existencia de un segundo flagelo mas corto. (Rivera, 2007)
a. Clasificacion taxonémica
El patégeno responsable de la enfermedad denominada hernia o nudo de la raiz de las

cruciferas es Plasmodiophora brassicae Woronin, cuya clasificacion taxondémica segun
Kirk (2015) es la siguiente:

Reino: Protozoa

Phylum: Cercozoa

Orden: Plasmodiophorida

Familia: Plasmodiophoridae

Género: Plasmodiophora

Especie: Plasmodiophora brassicae Woronin

b. Condiciones para el desarrollo de la enfermedad

Algunos factores son fundamentales para el desarrollo del patégeno en este caso el pH de
suelo juega un rol fundamental. La hernia de las cruciferas, ocasionada por
Plasmodiophora brassicae Woronin, es mas predominante y severa a un pH cercano a 5.7,
mientras que su desarrollo decae pronunciadamente entre 5.8 y 6.2 y se inhibe parcialmente
a un pH de 7.8. (Agrios, 2005)
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Otro factor importante es la humedad de suelo en este caso si el suelo se encuentra en

capacidad de campo favorece su desarrollo. (Castillo, & Guerrero, 2008)

Por lo tanto las condiciones favorables para el desarrollo del protozoo son de una humedad
del suelo mayor del 50% de la capacidad de campo, humedad relativa de 80 a 85 % y pH de
5 a 7. Cuando todos estos factores llegan a conjugarse, la infeccion puede alcanzar hasta un
100% de incidencia. (Rivera, 2007)

C. Sintomas

Las plantas que han sido infectadas poseen hojas amarillentas o de color verde palido.
Durante el dia las plantas se observan debilitadas y marchitas sobre todo al mediodia, pero
en la noche recupera su turgencia. Al principio estas plantas muestran un desarrollo casi
normal, pero con el tiempo se empiezan a atrofiar. Esto es el producto de la infeccién por el
plasmodio que no so6lo utiliza la mayor parte del alimento requerido para el desarrollo
normal de la planta, sino que también interfieren con la absorcién y translocacién del agua

y nutrientes a través del sistema radical. (Agrios, 2005)

Si la presion del inoculo es alta las plantas jovenes pueden morir al poco tiempo después
de la infeccion, mientras que si el ataque se produce en plantas adultas, estas sobreviven
pero su produccién es reducida o no puede ser comercializada (Agrios, 2005). Ademas
atagues menos severos en plantas jovenes o ya desarrolladas solo producen deformaciones
en las raices. Pero si la infeccion es tardia, la planta se desarrolla menos y puede sobrevivir.
(Dao, & Holmquest, 1962)

Por lo tanto los sintomas mas importantes que se pueden observan estan en sus raices, estos
son la hipertrofia e hiperplasia del tejido de las raices que al desenterrar se observa una
serie de hernias que en muchos casos puede ocupar la totalidad de la raiz (Najera, 2010),
con lo cual tienen una capacidad limitada para la absorcion de agua y nutrientes, lo que a

menudo conduce a los sintomas de deficiencia de nutrientes. (Karling, 1942)
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Figura 1. Plante de brdcoli con sintomas de amarillamiento y reduccion del

crecimiento causado por Plasmodiophora brassicae Woronin. (Rivera, 2007)

Figura 2. Sintomas de hipertrofia e hiperplasia del de las raices de brédcoli causadas
por el patdgeno Plasmodiophora brassicae Woronin. (Rivera, 2007)
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En algunos hospederos como nabos y rabanos, no se forman agallas cuando se infectan por
el patdgeno; en este caso se observan lesiones de color negro hundidas a lo largo de la

superficie de la raiz. (Najera, 2010)

d. Ciclo de vida

Plasmodiophora brassicae Woronin, tiene tres etapas en su ciclo de vida: que son la
sobrevivencia en el suelo, infeccion en los pelos de la raiz e infeccion cortical. (Ayers,

1944; Ingram, & Tommerup, 1972; Naiki, 1987)

1) Sobrevivencia en el suelo

Plasmodiophora brassicae Woronin, produce estructuras de resistencia denominadas
quistes los cuales tiene la capacidad de sobrevivir en el suelo. Varios autores han descrito
acerca del tiempo que puede permanecer viable el patégeno, en este caso se habla de
periodos de 3 a 6 afios e incluso 17 afios (Gibbs, 1931; Wallenhammar, 1996; White, 1979).
La germinacién de los quistes es el primer paso en el ciclo de vida del patégeno. Segun el
estudio de Yano, Tanaka, Kameya, & Katumoto, (1991), demostraron que la liberacion de
los iones de calcio desencadena la germinacion de las esporas de descanso. Ademas la
germinacion de los quistes depende de la edad de las raices ya que se ha demostrado que a
partir de raices con hernias viejas incluso descompuestas tiene mayor poder de germinacion
que las extraidas de hernias duras pequefias. (Macfarlane, 1970) Los resultados sugieren
que las poblaciones de esporas en reposo tienen diferentes niveles de maduracion y que su
capacidad de germinacidn se asocia con el nivel de maduracién de las mismas. (Takahashi,
1994; Friberg, Lagerlof, & Ramert, 2005)

2) Infeccion en los pelos radicales

El inoculo primario estd compuesto por esporas del tejido huésped descompuesto que se
encuentra en el suelo circundante. Una zoospora primaria se libera del quiste, el cual tiene

forma de huso o piriforme, 2.8-5.9 um de longitud, y biflagelada Ayers, (1944). El flagelo
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tiene dos formas: un flagelo més corto con un extremo y un flagelo largo con un latigo
cervical. Cuando la zoospora alcanza la superficie del pelo radicular esta penetra en las
paredes celulares. Esta etapa es conocida como la infeccion primaria. (Ingram &

Tommerup, 1972)

3) Infeccidn cortical

En los pelos radicales el patégeno forma el plasmodio primario. El plasmodio atraviesa por
una serie de divisiones sucesivas posteriormente se forma el zoosporangio en el pelo radical
y algunas veces en las células epidérmicas. Después 4-16 zoosporas secundarias son

formadas por cada zoosporangio. (Ingram & Tommerup, 1972)

Las zoosporas secundarias penetran en los tejidos corticales, proceso llamado infeccion
cortical o estado de infeccion secundario. Dentro de las células infectadas el patdgeno
prolifera estos se denominan plasmodios secundarios los cuales estdn asociados con
sintomas como la hipertrofia, que produce la formacién de hernias en las raices. Después de
varias divisiones nucleares, el plasmodio secundario contiene dos ndcleos en las primeras
etapas de crecimiento siendo entonces un plasmodio multinuclear. (Garber, & Aist, 1979)
El plasmodio producido por germinacion de las zoosporas secundarias penetra directamente
en los tejidos jovenes de la raiz; base de tallos y las raices engrosadas y también través de
heridas; el plasmodio avanza hacia las células corticales y de esta manera llega al cambium.
Desde esta zona de infeccidn, el plasmodio se propaga en todas direcciones hacia la corteza

y el xilema. (Agrios, 2005)

Durante estas complejas divisiones, el patdgeno ademas puede producir esporas de reposo y
aumenta su diversidad genetica; finalmente se convierte en quiste el cual permanece en el

suelo como estructuras de sobrevivencia. (Agrios, 2005)
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Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodiophora brassicae Woronin. (Najera, 2010)

e. Manejo

La mejor accion es la prevencion, es decir, evitar que la enfermedad ingrese a los sitios
donde no existe, ya que ninguna de las practicas agronémicas conocidas permite controlarla
eficientemente. Sin embargo el manejo responde a una serie de estrategias que incluyen la
rotacion de cultivos, enmiendas de calcio, en forma de calcita, dolomita, dxidos de calcio e
hidroxidos de calcio y la manipulacion del pH del suelo de 7,0 a 7,5. (Donald, & Porter,
2009)

El desarrollo del patdgeno en las raices del suelo y en el interior de la planta hace que sea
dificil controlar, y los fungicidas no dan un control completo (Karling, 1942). El patégeno a

menudo ha sido capaz de superar la resistencia despues de algun tiempo. (Voorrips, 1995)

La investigacion realizada por Heinrich & Stone (2014), demostr6 que el encalado del suelo
es un método efectivo para reducir la incidencia y severidad del patdgeno Plasmodiophora
brassica Woronin, ya que se busca tener un pH de 7,1 en los suelos y aunque no elimina al

patogeno reduce la infeccion de la planta.
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En ensayos realizados por Velandia (1998) concluyo que bajo cualquier dosis de gallinaza
descompuesta, se obtiene una reduccion de las hernias de Plasmodiophora brassicae

Wororin.

Uno de los més efectivos y naturales métodos para el control de algunos patégenos que
tienen su origen en el suelo especialmente la hernia de las brassicaceas es mediante la
utilizacion de cultivos trampa. (Bhattacharya & Dixon, 2010; Roback, 1994; Yamagashi,
Yoshikawa, Ashizawa, Hida, Yoi, 1986)

f. Hospederos

El patdgeno afecta principalmente a los miembros de la familia de las brassicaceas, la
enfermedad se ha registrado en la col, coliflor, col china, brécoli, coles de Bruselas, nabo,
el rbano, la mostaza sin embargo tiene un amplio rango de hospederos, incluyendo algunas

plantas no cruciferas. (Najera, 2010)

Ademas la hernia de las cruciferas causa pérdidas significativas en cultivos de nabo, col,
coliflor, brécoli, coles de bruselas, coles, repollo chino y rdbano. Ademas, se puede
desarrollar en malas hierbas de la misma familia que son susceptibles y pueden servir

como reservorios del patégeno. (Rivera, 2007)

3. Variedades

a. Avenger

Es el hibrido lider en el mercado por su amplia adaptacion y rendimientos estables. La
variedad Avenger ha marcado el referente tanto para la industria del congelado como para
el mercado fresco. El hibrido Avenger es de planta vigorosa, con cabezas de gran peso y su
uniformidad le da un beneficio para el empaque en caja para fresco y un buen
aprovechamiento de pellas para el proceso. La madurez de esta variedad esta comprendida
entre 90-120 dias. (Sakata, 2015 )
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b. Legacy

Esta variedad de brocoli es un hibrido de excelente comportamiento, tanto para consumo
fresco como para congelado. Posee cabezas grandes, pesadas, compactas y muy firmes.
Pellas simétricas y de color verde oscuro ademas son uniformes, la planta tiene buen vigor
y desarrolla pocos brotes laterales. El ciclo de cultivo estd comprendido de 90-120 dias.
(Seminis, 2004)

C. SK6-401 (AF-1522)

Esta variedad de brocoli presenta algunas caracteristicas como: cabeza grande y pesada,
compacta de tamafio fino a medio, es una planta con el habito de crecimiento erecto. El

ciclo del cultivo es de 90-120 dias después del trasplante. (Sakata, 2015 a)

d. Coronado

Esta variedad de brocoli es un hibrido muy vigoroso y uniforme a la cosecha, plantas
compactas de porte medio con muy buena estructura foliar, presenta una cabeza muy firme,
con buena estructura de las pellas, cortas y de color verde azul que es por este motivo que

son ideales para la industria del congelado. (Bejo, 2013)

En el Cuadro 1. Se describen algunas caracteristicas agrondémicas y de resistencia a

enfermedades de las variedades de brécoli en estudio.



Cuadro 1 Distancias de siembra de las distintas variedades

Variedad Distancia de siembra

Avenger 0,7 x 0,25m y con una densidad de plantas por
hectarea de 50.000 a 55.000

Legacy 30 - 60 cm sobre hilera y 60 - 90 cm entre

hilera 30.000 - 40.000 plantas/ha

SK6-401 (AF-1522)

0,7 x 0,25m con una densidad de plantas de
50.000 a 55.000 por hectérea

Coronado

0,45m x 0,45m con una densidad de plantas de
49.382 por hectarea
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IV. MATERIALES Y METODOS

A. CARACTERISTICAS DEL LUGAR

1. Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realizo en el sector denominado el mirador del troje

de la Parroquia San Luis, Canton Riobamba, Provincia de Chimborazo.

2. Ubicacién geogréafica®
Latitud: 01° 42’ 29,3”
Longitud: 78° 36’ 41.5”
Altitud: 2591 msnm

3. Condiciones climatolégicas?

Temperatura media anual: 13.4°C
Humedad relativa: 73%
Precipitacion media anual: 500 mm anuales
4. Clasificacion ecolégica

Segun Holdrige citado por (Cabafas, 1984) se encuentra en el callejon interandino y

corresponde a Estepa espinosa, Montano Bajo (ee MB)

LInformacién obtenida por GPS en el sitio.(2015)
2 Informacién obtenida por la estacion meteoroldgica de la ESPOCH



5. Caracteristicas del suelo

a. Caracteristicas del sustrato

Como sustrato se utilizd una mezcla de:

Cuadro 2 Composicion del sustrato

Tipo Porcentaje respecto al total
Turba (hawita) 20%
Suelo franco arenoso 60%
Pomina 10%
Humus 10%

Elaboracion: Salcedo F (2015)

B. MATERIALES

1. Material bioloégico
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Variedades de brocoli: Avenger, Legacy, SK6-401 (AF-1522) y Coronado, inoculo
natural de Plasmodiophora brassicae Woronin segn S. Xue, T. Cao.

2. Materiales de campo

Azadones, rastrillo, estacas, cinta métrica, flexometro, piola, fertilizantes, bomba de

mochila (controles fitosanitarios), balanza analitica, libreta de campo, equipo de proteccion

para aplicaciones fitosanitarias, camara fotografica, rotulos de identificacion de

tratamientos, GPS.

3. Materiales de oficina

Computadora, hojas de papel bond, internet, lapiz.



4. Materiales de investigacion
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Se utiliz6 cuatro variedades diferentes para probar su resistencia a Plasmodiohora

brassiacae.

C. METODOLOGIA

1. Disefo experimental

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar con 40 tratamientos y 8 repeticiones.

2. Especificaciones del campo experimental
NUmero de tratamientos: 8
NUmero de repeticiones: 8
Numero de unidades experimentales: 64
3. Tratamientos en estudio

En el cuadro 3 se detallan los tratamientos objetos de estudio



Cuadro 3 Tratamientos en estudio

Tratamientos

Descripcion

Tl Variedad Avenger con indculo

T2 Variedad Legacy con inéculo

T3 Variedad SK6 (AF1522) con inéculo
T4 Variedad Coronado con inoculo

T5 Variedad Avenger sin indculo

T6 Variedad Legacy sin indculo

T7 Variedad SK6 (AF1522) sin indculo
T8 Variedad Coronado sin in6culo

Elaboracion: Salcedo F (2015)

4. Normalizar de datos

Al realizar la prueba de Anderson Darling para probar normalidad de los datos se llegé a la

conclusion de que los datos no son normales (p < 0,05), por lo tanto se utilizé la
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transformacion arco-seno aplicable para distribucién binomial, en la que los datos estan

expresados como fracciones o0 porcentajes, en especial cuando estos presentan un rango

amplio.

5. Analisis estadistico

En el cuadro 4, se presenta el esquema del analisis de varianza que se ha utilizado en el

ensayo.



Cuadro 4 Analisis de varianza (adeva) para los cultivares

Fuentes de variacion

Grados de libertad

Total (Txm)-1 63
Tratamientos (T-1) 7
Error Tx(m-1) 56
Promedio: U
Coeficiente de variacion: %

Elaboracion: Salcedo F (2015)

6. Andlisis funcional.

Los resultados fueron sometidos:

1) Al analisis de varianza (ADEVA) se uso infostat.
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2) Se realizo la prueba de Tukey al 5% y el coeficiente de variacion, se expresé en

porcentaje.
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D. MANEJO DEL ENSAYO

1. Recoleccién de muestras para preparacion del in6culo

Las muestras fueron recolectadas de un campo de brécoli infestado por P. brassicae
Woronin de la localidad de San Juan en la etapa fenoldgica de formacion de pellas.

Las muestras fueron lavadas con abundante agua, posteriormente se colocaron en una
solucion de cloro al 5% y se sometieron a desinfeccion 2 veces. Luego fueron lavadas con

agua destilada y se dejaron secar sobre papel.

2. Preparacion de in6culo

Las raices previamente desinfectadas se cortaron y se colocaron en una licuadora a la que
se le agrego 500 ml de agua destilada y se encendié a 2000 rpm durante 2 minutos segun el
protocolo de (Xue, Cao, Howard, Hwang & Strelkov, 2008) modificado para el efecto. Este
liquido se filtré a través de gasa comin de algoddn en vasos de precipitacion, en cada vaso
de precipitacion se coloc6 diferentes capas de gasas para tener volimenes de filtrado, en el

vaso 1 una gasa, vaso 2 dos gasas 3, vaso 3 tres gasas.

El ultimo filtrado se obtuvo dejando reposar por 30 minutos hasta que se formé tres capas
de distinta tonalidad, con cuidado se elimind la fase superior y se colocd nuevamente 50 ml
de agua destilada y se lo dejo reposar nuevamente por 30 minutos este procedimiento se
realizd 3 veces . Ademas se prepararon tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada, estos
fueron esterilizados en autoclave, y utilizados en el método de disoluciones. Posteriormente
se tomo una alicuota de un 1 ml de la concentracion inicial, la cual fue transferida a los

tubos de ensayo hasta obtener una concentracion final de 10°.
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3. Inoculacién

Las raices de las diferentes variedades, fueron sumergidas en vasos de precipitacion en
donde se encontraba la suspensién de 10 3, a los 25 dias después de la siembra. Se las dejo

en esta solucién por 10 minutos.
Estas plantas fueron trasplantadas a bolsas de polietileno negro de 3,98L de volumen, el
sustrato que se preparO para esta investigacion consistio en una mezcla de los siguientes

materiales indicados en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Composicion del sustrato

Materiales

Procedencia

Observacion

Tierra Franco arenosa

San Andrés (Josefina)

Libre del patégeno

Turba Hawita Libre del patogeno
Materia organica Humus Libre del patogeno
Pomina Espoch Libre del patégeno

Elaboracion: Salcedo F (2015)

El sustrato fue desinfectado mediante la aspersion con Captan (N-triclorometiltio-4-
ciclohexeno-1,2-dicarboximida), para esto, el sustrato fue extendido sobre una capa de
plastico y luego se cubrid con plastico transparente y se lo dejo a pleno sol por 48 horas.

Después este sustrato fue traspasado a las bolsas de polietileno.

4, Manejo del ensayo

a. Instalacion del ensayo

Para el ensayo se construyd un pequefio invernadero de dimensiones de 81m? y sobre el
suelo se colocé como base dos plasticos transparentes; con la finalidad que las bolsas

inoculadas con el patdgeno no tengan contacto con el suelo donde se realiz6 el ensayo.
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b. Labores culturales

1) Manejo de malezas

El manejo de malezas se realiz6 a los 24 dias despues del trasplante en forma manual y

estas fueron colocadas en bolsas plasticas para su posterior eliminacién por incineracion.

2) Fertilizacion

La nutricién se lo realizd en base a fertilizantes solubles cada ocho dias a partir del dia 54

después del trasplante mediante drench con un volumen de 250 ml/planta.

Cuadro 6. Dosis de fertilizante

Fertilizante Cantidad por planta (gr/L)
Nitrato de potasio 1
Nitrato de calcio 0,5
Nitrato de amonio 0,23
Sulfato de magnesio 0,5
3) Nutricion a base de aspersiones foliares

Para la aportacion de macro y micronutrientes se utilizé productos como: rhyzum, grandfol
K, microenergetic, bor, solucat 20-20-20, nitrato de magnesio y como aporte de

aminoacidos se utilizé cistefol.

4) Control fitosanitario

Se realiz6 un Unico control a los 65 dias después del trasplante para controlar poblaciones

de Plutella xylostella mediante la utilizacion de clorpirifos 50 cc /50 L
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5) Eliminacion del sustrato

Luego de la utilizacion del sustrato se procedido a eliminar el mismo mediante la

incineracion

E. EVALUACION DEL ENSAYO

1. Severidad

Se evalud el desarrollo de la enfermedad mediante una escala propuesta por Horiuchi y
Hori y modificada por Strelkov et al. (2006). Dicha escala es de 0 a 3 la cual describe en el

cuadro 7.

Cuadro 7. Escala de severidad

Escala Descripcion
0 No presenta hernias
1 Un par de hernias pequefias de menos de un tercio de las raices
2 Hernias de tamafio medio en un tercio de las raices
3 Hernias de tamafio medio a gran tamafio en mas de dos tercios de las raices

El indice de la enfermedad (ID) se calcul6 utilizando la formula descrita a continuacion:

ID% = > (nx0+nx 1+nx2+nx3) x100%

Nx3
Donde:
n es el nimero de plantas en una clase
N es el nimero total de plantas en una unidad experimental

0,1, 2,y 3 las clases de gravedad de los sintomas.




27

Los datos fueron tomados cada 20 dias después del trasplante.

2. Variacion de pH

Se realizaron evaluaciones de pH del suelo y de las raices de cada repeticion con la
finalidad de observar como vario e influyo el pH en el desarrollo de la enfermedad.

En el caso de la muestra de suelo se utilizd un barreno el cual se introdujo a 20 cm de las
bolsas de poliuretano, esta muestra fue colocada en bolsas plasticas separadas las cuales se
identificaron, y fueron llevadas al laboratorio para la medicién de pH.

En el caso del pH de las raices fueron licuadas con 50 ml de agua destilada y colocadas en
frascos de vidrio en las dos primeras mediciones, las tres ultimas se utilizaron un extractor
de jugos y el liquido resultante fue colocado en frascos para proceder a la medicion del pH.

Estas evaluaciones se realizaron cada 20 después de la inoculacion.

3. Diametro de la pella a la cosecha

Se midié el diametro de la pella mediante la utilizacion de una cinta métrica a los 104 dias

después del trasplante.

4. Peso de la pella a la cosecha

Se registro el peso de las pellas de los tratamientos de los 104 dias después del trasplante.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

A RESULTADOS

1. Porcentaje de indice de enfermedad a los 20, 40, 60, 80 y 100 dias después

de la inoculacion (ddi).

El analisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 20 ddi

(Cuadro 8) presentd diferencias estadisticas significativas para tratamientos.

Cuadro 8. Analisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 20

ddi
F. Tabulado
FV GL SC CM FC Significancia
0,05 0,01
Total 63 4662,25
Tratamientos 7 1243,27 | 177,61 | 2,91 2,27 3,14 *
Error 56 3418,99 | 61,05
CV% 354,56

Elaboracion: Salcedo F (2016)

En la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de indice de enfermedad a los 20 ddi

(Cuadro 9; Grafico 1) present0 tres rangos de agrupacion estadistica, los tratamientos

sin inoculo corresponden al rango "B” con un valor de severidad de 0O, en los

tratamientos con inoculo se encuentran: Avenger en el rango "A” con una severidad

de 13,22, Coronado en el rango "AB™ con una severidad de 4,41 los dos tratamientos

presentaron predominancia de severidad clase 1 es decir un par de hernia pequefias de
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menos de un tercio de las raices y los tratamientos Sk6 y Legacy en el rango “"B” con

un valor de 0 es decir sin sintomas.

Cuadro 9. Evaluacion de indice de enfermedad en las distintas variedades de brocoli

a los 20 ddi.

Tratamientos 20 ddi
SK6 con inoculo 0,00 B
SKG6 sin indculo 0,00 B
Coronado sin in6culo 0,00 B
Legacy sin inoculo 0,00 B
Avenger sin inoculo 0,00 B
Legacy con in6culo 0,00 B
Coronado con inéculo 4,41 A B
Avenger con inoculo 13,22 A

Medias con una letra comun no son significativas segun la prueba de Tukey (p>0,05).

Elaboracion: Salcedo F (2016)
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Gréfico 1. indice de enfermedad a los 20 dias después del indculo
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El anélisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 40 ddi
(Cuadro 10) presento diferencias estadisticas altamente significativas para los
tratamientos.

Cuadro 10. Andlisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 40

ddi.

FV GL SC CM FC F. Significancia
Tabulado
0,05 | 0,01

Total 63 43615,01

Tratamientos | 7 27475,64 | 3925,09 | 13,62 | 2,27 |3,14 | **

Error 56 16139,38 | 288,20

CV% 108,42

Elaboracion: Salcedo F (2016)

En la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de indice de enfermedad a los 40 ddi
(Cuadro 11; Grafico 2) presentdé dos rangos de agrupacion estadistica, en lo que
concierne a los tratamientos sin inoculo se encuentran en el rango "B” con una
severidad de 0, en los tratamientos con inoculo se encuentran: Avenger, Coronado y
Legacy en el rango "A" que presentan una severidad de: 33,29; 40,59 y 51,38,
respectivamente con la presencia de hernias en un tercio y en mas de un tercio de las

raices y el tratamiento Sk6 con un valor de 0, sin sintomas.
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Cuadro 11. Evaluacion de indice de enfermedad en las distintas variedades de
brécoli a los 40 ddi.

Tratamientos 40 ddi
SK6 con inoculo 0,00 B
SKG6 sin inoculo 0,00 B
Coronado sin inoculo 0,00 B
Legacy sin indculo 0,00 B
Avenger sin inoculo 0,00 B
Avenger con inéculo 33,29 A
Coronado con inoculo 40,59 A
Legacy con in6culo 51,38 A

Medias con una letra com(n no son significativas segun la prueba de Tukey (p>0,05).
Elaboracion: Salcedo F (2016)
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Gréfico 2. indice de enfermedad a los 40 dias después del inoculo
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El anélisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 60 ddi
(Cuadro 12) presento diferencias estadisticas altamente significativas para los

tratamientos.

Cuadro 12. Andlisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 60
ddi.

FV GL SC CM FC F. Tabulado | Significancia
0,05 | 0,01

Total 63 32217,58

Tratamientos | 7 13822,44 | 1974,63 | 6,01 | 2,27 |3,14 |**

Error 56 18395,14 | 328,48

CV% 165,58

Elaboracion: Salcedo F (2016)

En la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de indice de enfermedad a los 60 ddi
(Cuadro 13; Grafico 3) presentd tres rangos de agrupacion estadistica, los
tratamientos sin inoculo corresponden al rango "B” con un valor de severidad de 0, en
los tratamientos con inoculo se encuentran: Avenger y Legacy en el rango "AB” con
una severidad de 26,91 y 22,5 respectivamente, y presencia de hernias en un tercio de
las raices Coronado en el rango “A” con una severidad de 38,16, con presencia de
hernias en mas de un tercio de las raices y el tratamiento Sk6 con un valor de 0, sin

sintomas.
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Cuadro 13. Evaluacion de indice de enfermedad en las distintas variedades de
brécoli a los 60 ddi.

Tratamientos 60 ddi
SK6 con inoculo 0,00 B
SKG6 sin inoculo 0,00 B
Coronado sin inoculo 0,00 B
Legacy sin indculo 0,00 B
Avenger sin inoculo 0,00 B
Legacy con in6culo 22,50 A B
Avenger con indculo 26,91 A B
Coronado con inoculo 38,16 A

Medias con una letra com(n no son significativas segun la prueba de Tukey (p>0,05).
Elaboracion: Salcedo F (2016)
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Gréfico 3. indice de enfermedad a los 60 dias después del inoculo
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El anélisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 80 ddi
(Cuadro 14) presento diferencias estadisticas altamente significativas para los

tratamientos.

Cuadro 14. Andlisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 80
ddi.

FV GL SC CM FC F. Tabulado | Significancia
0,05 |0,01

Total 63 55847,23

Tratamientos | 7 34182,33 | 4883,19 | 12,62 | 2,27 | 3,14 |**

Error 56 21664,90 | 386,87

CV% 112,87

Elaboracion: Salcedo F (2016)

En la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de indice de enfermedad a los 80 ddi
(Cuadro 15; Grafico 4) presentdé dos rangos de agrupacion estadistica, en lo que
concierne a los tratamientos sin inoculo se encuentran en el rango "B” con una
severidad de 0, en los tratamientos con inoculo se encuentran: Avenger, Coronado y
Legacy en el rango "A" que presentan una severidad de: 58,69; 40,59 y 40,13
respectivamente con presencia de hernias de tamafio medio en méas de dos tercios de

las raices y el tratamiento Sk6 con un valor de 0, sin sintomas.
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Cuadro 15. Evaluacion de la indice de enfermedad en las distintas variedades de
brocoli a los 80 ddi.

Tratamientos 80 ddi
SK6 con inoculo 0,00 B
SKG6 sin inoculo 0,00 B
Coronado sin inoculo 0,00 B
Legacy sin indculo 0,00 B
Avenger sin inoculo 0,00 B
Legacy con in6culo 40,13 A
Coronado con inoculo 40,59 A
Avenger con indculo 58,69 A

Medias con una letra com(n no son significativas segun la prueba de Tukey (p>0,05).
Elaboracion: Salcedo F (2016)
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Gréfico 4. indice de enfermedad a los 80 dias después del inoculo
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El andlisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 100 ddi
(Cuadro 16) presento diferencias estadisticas altamente significativas para los

tratamientos.

Cuadro 16. Andlisis de varianza para el porcentaje de indice de enfermedad a los 100
ddi.

FV GL SC CM FC F. Tabulado | Significancia
0,05 |0,01

Total 63 58643,71

Tratamientos | 7 33658,41 | 4808,34 | 10,78 | 2,27 | 3,14 |**

Error 56 24985,29 | 446,17

CV% 119,52

Elaboracion: Salcedo F (2016)

En la prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de indice de enfermedad a los 100 ddi
(Cuadro 17; Grafico 5) presentdé dos rangos de agrupacion estadistica, en lo que
concierne a los tratamientos sin inoculo se encuentran en el rango "B con un valor de
0, en los tratamientos con inoculo se encuentran: Avenger, Coronado y Legacy en el
rango A" que presentan una severidad de: 42,57, 46,97 y 51,84 respectivamente, con
presencia de hernias de tamafio medio en mas de dos tercios de las raices y el

tratamiento Sk6 con un valor de 0, sin sintomas.
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Cuadro 17. Evaluacion de indice de enfermedad en las distintas variedades de
brocoli a los 100 ddi.

Tratamientos 100 ddi
SK6 con inoculo 0,00 B
SKG6 sin inoculo 0,00 B
Coronado sin inoculo 0,00 B
Legacy sin indculo 0,00 B
Avenger sin inoculo 0,00 B
Avenger con inéculo 42,57 A
Coronado con inoculo 46,97 A
Legacy con in6culo 51,84 A

Medias con una letra com(n no son significativas segun la prueba de Tukey (p>0,05).
Elaboracion: Salcedo F (2016)
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Gréfico 5. indice de enfermedad a los 100 dias despues del inoculo
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Cuadro 18. Cuadro resumen de indice de enfermedad en las distintas variedades de
brdcoli a los 20, 40, 60, 80 y 100 ddi.

Tratamientos 20ddt 40ddt 60ddt 80ddt 100ddt
SK6 con 0,00 0,00 0,00 0,00 42,57
inoculo
SKG6 sin
indculo 0,00 0,00 0,00 0,00 51,84
Coronado sin
indculo 0,00 0,00 0,00 0,00 46,97
Legacysin | o 0,00 0,00 0,00 0,00
inoculo
Avengersin | 0,00 0,00 0,00 0,00
inoculo
Legacy con
inoculo 0,00 5138 | A 2250 | Al B| 40,13 | A 51,84 | A
Coronadocon | , . | A 4059 | A 38,16 | A| B| 40,59 | A| | 46,97 | A
inéculo '
Avenger con A 3329 | A 2691 | Al | 5869 | A | 4257 | A
inoculo 13,22

Elaboracion: Salcedo F (2016)
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2. Valor de pH del suelo v las raices en los diferentes tratamientos durante

el desarrollo del ensayo.

Cuadro 19. Promedio de los valores de pH en la raiz y suelo

Elaboracion: Salcedo F (2016)

Tratamientos PH
Raiz Suelo
Avenger con indculo 7,22 6,82
Legacy con indculo 6,75 6,85
Coronado con indculo 6,90 6,80
SK&6 con inoculo 6,97 6,92
Avenger sin inoculo 6,79 6,74
Legacy sin indculo 6,76 6,74
Coronado sin in6culo 6,90 6,81
SKG6 sin indculo 6,94 6,80
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Gréfico 6. Promedio de los valores de pH para cada tratamiento.
Cuadro 20. Evaluacion de componentes del rendimiento agricola en las cuatro
variedades de brocoli (Avenger, Legacy, Coronado y SK6) inoculadas con P.
Brassicae y sin indculo.
Plantas con inoculo Plantas sin inoculo % de pérdida de
peso
Tratamiento Diametro Peso Diametro Peso
(cm.) (gr) (cm.) (gr.)
Avenger 9,3 35 12,9 54,5 35,78
Legacy 9 37,5 13,1 56,4 33,49
Coronado 8,6 32,1 15,1 101,5 68,34
SK6 7,6 35,8 11,6 39,9 10,36

Elaboracion: Salcedo F (2016)
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B. DISCUSION

1. Severidad a los 20 dias después del in6culo

A los 20 ddi las variedades Avenger con indculo (ci) y Coronado (ci) presentaron una
severidad de 13,22 y 4,41 respectivamente los demas tratamientos tuvieron una
severidad de 0, lo que indica una presencia baja de la enfermedad. En el caso de las
variedades Coronado (ci) y Avenger (ci) mostraron un ligero engrosamiento de las
raices, que se deberia al inicio de la formacion de hernias de acuerdo a la etapa de
infeccion del patégeno (Voorrips & Kanne, 1997; Najera, 2010; Agrios, 2005;
Dixon, 2006). Sin embargo la infeccion fue minima debido a que las hernias
producidas por la enfermedad fueron facilmente visible dentro de las 5 a 6 semanas

después de la inoculacion (Sharma, et al. 2011).

También los tratamientos Avenger (ci), Legacy (ci), Coronado (ci) y Ské (ci),
presentaron sintomas de amarillamiento en las hojas inferiores y un color verde
palido en las superiores, cuya sintomatologia se presenta en las etapas iniciales de
crecimiento una vez que el patdgeno inicia el proceso de patogénesis en las plantas de
brécoli (Devos et al., 2005; Agrios, 2005; Maldonado, 2009; Walker, 1965) a
diferencia de las plantas no inoculadas presentaron un desarrollo normal, a pesar de
esto las variedades Avenger y Sk6 mostraron un mejor desarrollo en comparacion de

las variedades Coronado y Legacy.

2. Severidad a los 40 dias después del in6culo

A los 40 dias después de la inoculacion se observé un incremento en el grado de
infeccion en comparacién a los 20 dias. En los tratamientos de las variedades
Avenger (ci), Legacy (ci) y Coronado (ci), presentaron una severidad de 33, 29; 51,38

y 40,59 respectivamente, estas plantas presentaron el comienzo de la segunda fase
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del ciclo de vida del patégeno como es la produccion de sintomas de hiperplasia e
hipertrofia en las células de las raices lo que consecuentemente induce a un
crecimiento anormal de las mismas y la formacién de las hernias (Ingram, D. &
Tommerup, 1972; Cao, et al., 2007; Friberg, et al., 2008; Karling, 1968; Voorrips,
1995). Asociado a estos sintomas las plantas presentaban marchitamiento diurno y en
la noche recuperaban su turgencia, esto se debe tanto a la temperatura y al dafio de las
raices que afecta al balance hidrico de las plantas ya que el patégeno utiliza
moléculas de sefalizacion para redistribuir los asimilados del apice de la planta a la
raiz para garantizar su propia nutricion (Evans & Scholes, 1995; Gravot, et al., 2012;
Agrios, 2005). A diferencia de los tratamientos sin inoculo los cuales no presentaron
estos sintomas, respuesta que también se observé en la variedad SK6 (ci) con una
severidad de 0 en los mismos, este comportamiento se puede explicar debido a la
genética de esta variedad la cual presentaria cierto grado de resistencia, algunas
investigaciones indican que uno y tres genes principales y un locus de caracter
cuantitativo (QTL) estan involucrados en conferir resistencia a P. brassicae Woronin.
Los principales genes detectados fueron CRa, CRb, Crr3, CRR1, Crr2, (Matsumoto,
et al., 1998; Piao, et al., 2004; Hirai, 2006; Suwabe, et al., 2003, 2006). Ademas, un
QTL adicional fue identificado por Suwabe, et al., (2006) denominado CRRA4.
Actualmente, un total de ocho sitios de resistencia han sido asignados al genoma A; a
su vez en el genoma C han revelado que la resistencia a P. brassicae Woronin en B.
oleracea es cuantitativa y bajo orden poligénico por uno o dos grandes QLTs y
algunos QLTs de menor efecto (Figdore, et al., 1993; Grandclément & Thomas,
1996; Landry, et al., 1992; Moriguchi et al., 1999; Nomura, et al., 2005; Rocherieux,
et al., 2004; Voorrips, et al., 1997)

3. Severidad a los 60 dias después del ino6culo

A los 60 dias se pudo observar la presencia de hernias grado 1, 2 y 3, en las plantas de

las variedades Avenger, Legacy y Coronado (ci), las cuales presentaron una severidad
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de 26,91; 22,50 y 38,16 respectivamente en los tratamientos sin indculo la severidad
se mantuvo en 0 al igual que en el tratamiento SK6 (ci) lo que podria demostrar una
resistencia moderada a P. brassicae Woronin. La principal diferencia que se pudo
observar entre los tratamientos fue la presencia de sintomas de clorosis en las hojas
de las plantas inoculadas a comparacion de las no inoculadas, las cuales se

mantuvieron sanas durante el experimento.

4. Severidad a los 80 y 100 dias después del inoculo

A los 80 y 100 dias se observé un incremento de plantas que presentaban hernias de
tamafio medio a grande en mas de los dos tercios de la raiz, esto se debe a que las
zoosporas secundarias del patdgeno pueden penetrar en el tejido cortical, en este caso
las células infectadas por el patdégeno desarrollaron el plasmodio secundario el cual
proliferd, esto esta asociado con la hipertrofia celular seguido de la formacién de las
hernias en las plantas infectadas con la enfermedad (Ingram, & Tommerup, 1972).
Tal es el caso de las variedades Avenger (ci), Legacy (ci) y Coronado (ci) las cuales a
los 80 dias presentaron una severidad de 58,69; 40,13 y 40,59 respectivamente y a los
100 dias una severidad de 42,57; 51,84 y 46,97 respectivamente los tratamientos sin
indculo se mantuvieron con una severidad de 0 y a pesar que el tratamiento SK6
también fue inoculado se observé la ausencia de hernias. Sin embargo estas plantas
presentaron alteraciones fisioldgicas debido a que existi6 un retraso normal del
desarrollo en su altura. Este comportamiento podria explicarse ya que en varias
investigaciones sugieren que en la infeccion primaria y secundaria del patdégeno tanto
en variedades resistentes y susceptibles se debe a la degradacion de las paredes
celulares secundarias y del xilema, siendo inferior la degradacion en variedades
resistentes. (L6pez, 1995; Donald, et al,. 2008)
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5. pH

El pH es un factor importante en el desarrollo del patégeno Plasmodiophora
brassicacea Woronin ya que en pH alcalinos reducen el dafio del protozoo (Voorrips,
1995; Myers & Campbell, 1985; Takahashi, 1994). En el cuadro 18 y gréfico 6 se
puede observar que en esta investigacion los diferentes tratamientos se desarrollaron
en un pH neutro, segin Myers & Campbell, (1985), quien observo el desarrollo de la
enfermedad bajo distintos niveles de pH, encontré que el porcentaje de hernias fue
mayor en pH comprendidos entre 54 - 7,1 y la infeccion es reducida pero no
eliminada en pH que van de 7,3-8,0; esto se contrasta con lo mencionado por
Jaramillo & Lobo, (1983) y Velandia, (1992); en donde indican que en un pH de 7,2

la enfermedad no progresa.

6. Peso v diametro

Al momento de la cosecha se observo que el peso y el diametro de las pellas tanto en
(si) como en (ci) fueron menores a los observados en campo (cuadro 19). Segun
Equaquimica el peso promedio de una pella sana varia desde 400 a 1000 gramos. Esto
podria explicarse a que algunos factores afectarian en el normal desarrollo de las
plantas ya que el bréocoli es un cultivo que normalmente se siembra y desarrolla en
campo abierto; al encontrarse bajo condiciones distintas pueden afectar el desarrollo
de las plantas como es el mantenerlas contenidas en recipientes ya que el tamafio del
recipiente influye directamente en el desarrollo (Duval & NeSmith, 1998; Cantliffe,
1993). Ademas, las plantas pueden presentar cambios morfologicos y fisioldgicos por
una baja intensidad luminosa la cual provoca una disminucion en las tasas
fotosinteticas de las cuatro variedades y por una reduccion del volumen de
enraizamiento ya que aumenta competencia por espacio y oxigeno, lo que afecta a la

absorcion de agua y nutrientes, contenido de clorofila en las hojas, fotosintesis,
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acumulacion de biomasa y rendimiento (Peterson, et al,. 1991; Bilderback & Fonteno,
1987).

Ademas, existieron diferencias en la formacién de la pella entre las plantas infectadas
con y sin Plasmodiophora brassicae Woronin. En las primeras se observd una
pérdida en la compactacion de la inflorescencia provocado por la apertura prematura
de la misma (Zambrano, et al., 2005). Por este motivo, las pellas perdieron su valor
comercial, por la deformacion y a un acelerado proceso en la floracion. Sin embargo,
en los tratamientos (si) y en los de la variedad SK6 (ci) hubo una compactacion

normal de la inflorescencia, lo que se observa en un diametro y peso mayor.

La pérdida de peso de las variedades con indculo fue: Avenger (35,78%), Legacy
(33,49) y Coronado (68,34) fue mayor en relacion a la variedad SK6 (10,36)10,36

respectivamente.



VI.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 un protocolo de inoculacion que permitio un progreso uniforme
de los sintomas causados por P. brassicae Woronin en las variedades de

brécoli: Avenger, Legacy y Coronado

La variedad SK6 fue el més resistente pues mostro el menor indice de
severidad (0%) y no present6 la formacidn de hernias durante el desarrollo del

ensayo, demostrando resistencia al patdgeno.

Se observo una perdida en los valores de los componentes del rendimiento en

las cuatro variedades de brocoli.



VII.

RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar el protocolo de inoculacion provado en la presente

investigacion.

Se aconseja el trasplante la variedad SK6 en suelos infectados con el patogeno
Plasmodiophora brassicae Woronin como una medida para el control, ya que

demostro resistencia al patogeno.

Se sugiere realizar investigaciones de la resistencia de la variedad SK6 al

patogeno bajo una diferentes concentracion de inoculo.



VIII. RESUMEN

La presente investigacion propone: evaluar la resistencia de cuatro variedades de
brocoli (Avenger, Legacy, Coronado, SK6) a Plasmodiophora brassicae Woronin, en
la provincia de Chimborazo para desarrollar en el futuro alternativas de manejo
eficientes. Se utilizo un Disefio Completamente al Azar con ocho tratamientos y ocho
repeticiones, tratamiento 1 Aveger con indculo, tratamiento 2 Legacy con indculo,
tratamiento 3 Coronado con indculo, tratamiento 4 SK6 con indculo, tratamiento 5
Aveger sin inoculo, tratamiento 6 Legacy sin inoculo, tratamiento 7 Coronado sin
inoculo y tratamiento 8 SK6 sin indculo, a los 25 dias después de la siembra se
realizo el inoculo con el patogeno Plasmodiophora brassicae, Woronin. Las mismas
que fueron trasplantadas en fundas de polietileno, se evalué el desarrollo de la
enfermedad cada 20 dias después del trasplante mediante una escala propuesta por
Horiuchi y Hori, modificada por Strelkov donde se calcul6 el indice de la enfermedad
en porcentaje y correspondia a la presencia de hernias en las raices, también se evalud
el pH tanto del suelo como de la raiz. Los tratamientos sin indculo tuvieron un indice
de enfermedad de 0%, los tratamientos con inoculo: Avenger, Legacy y Coronado
presentaron diferente porcentaje de indice de enfermedad en las diferentes tomas de
datos, siendo el mayor a los 100 dias después del inoculo: 42,57%; 51,84%; 46,97%
respectivamente, presentando hernias en mas de dos tercios de las raices, el
tratamiento SK6 con inoculo presento un indice de 0% durante todo el ensayo
indicando la ausencia de sintomas es decir de hernias, el pH se mantuvo en valores
neutros durante todo el ensayo con lo cual no fue el 6ptimo pero tampoco fue un
limitante para el desarrollo de la enfermedad mediante los resultados se concluye que
la variedad SK6 presenta resistencia al patdgeno Plasmodiophora brassicae, Woronin.

Palabras clave: variedades de brocoli, modificacién genética, severidad, indice de
enfermedad

Por: Fabian Salcedo



IX. SUMMARY

This research aims to: evaluate the resistance of four varieties of broccoli (avenger,
Legacy, Coronado, SK6) to Plasmidiophora brassicae Woronin in the province of
Chimborazo to develop in the future of efficient management alternatives. A
completely randomized design was used with eight treatments and eight
repetitions, Treatment 1 Avenger inoculum, treatment 2 Legacy inoculum,
treatment 3 Coronado inoculum, treatment 4 SK6 inoculum, treatment 5 Avenger
without inoculum, treatment 6 Legacy without inoculum, treatment 7 Coronado
without inoculum and treatment 8 SK6 without inoculum, at 25 days after sowing
the inoculum was performed with the pathogen Plasmodiophora brassicacea,
Woronin. The same ones that were transplanted into polyethylene bags, the
development of the disease was evaluated every 20 days after transplantation using
a scale proposed by Hourichi and Hori, as amended by Strelkov where the rate of
the disease was calculated in percentage and corresponded to the presence of
hernias in the roots, also the pH of the both soil and root were evaluated.
Treatments without inoculum had an index of 0% disease, treatments with
inoculum: Avenger, Legacy and Coronado had different percentage rate of disease in
different data collections, being greater than 100 days after the inoculum: 42,57%;
51,84%; 46,97%, respectively, presenting hernias in more than two thirds of the
roots, treatment SK6 with inoculum presented an index of 0% throughout the test
indicating the absence of symptoms, it means hernias, the pH was maintained at
neutral values throughout the test so that was not the optimal but it was not a
limiting factor for the development of the disease by the results, it is concluded that
the SK6 variety is resistant to the pathogen Plasmodiophora brassicae, Woronin.

Fra—
% S & s Sy 5 s % 3 - "..'_’\
Keywords: broccoli varieties, genetic modification, severity, illness index. -~ 9Dk [~
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Severidad presentada en el ensayo mediante la escala propuesta por

Horiuchi y Hori y modificada por Strelkov et al. (2006), tratamientos sin inoculo.

Severidad
Tratamientos - - - - :
20ddi 40ddi 60ddi 80ddi 100ddi
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Al
A2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 Ad 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(@))
[
(5]
3: A5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
AB 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
oy
(9]
§’ L4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Anexo 2. Datos normalizados de severidad, tratamientos sin inoculo.
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Severidad
Tratamientos
20ddi 40ddi 60ddi 80ddi 100ddi
AL 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 Ad 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
; A5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
- L4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
=)
%’ L5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
L8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




60

o o o o o o o o o o o o o o o o
o i i i S S S S S S S S S S S S
o o o o o o o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o o o o o o o
< < < < < < < < < S S S S S < <
o o o o o o o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o o o o o o o
S S S S S S S S S S S S S S S S
o o o o o o o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o o o o o o o
o o o o S S S S S S S S S S S S
o o o o o o o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o o o o o o o
< < < < < < < < < < < < < < < <
o o o o o o o o o o o o o o o o
i N ™ < Lo (o] P~ e} — N o™ < Lo © N~ o0}
O |0 O |O |O |O|O |O | |l | |l | o | u |6
0pBU0I0D 9MS




Anexo 3. Severidad presentada en el ensayo mediante la escala propuesta por

Horiuchi y Hori y modificada por Strelkov et al. (2006), tratamientos con inoculo.
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Severidad
Tratamientos - - - - :
20ddi 40ddi 60ddi 80ddi 100ddi
Al 33,33 33,33 0,00 66,67 66,67
A2 0,00 33,33 33,33 33,33 66,67
A3 33,33 33,33 66,67 0,00 33,33
. Ad 0,00 33,33 66,67 100,00 33,33
[¢B)
(@))
[
S A5 33,33 33,33 33,33 100,00 33,33
<
A6 0,00 33,33 0,00 66,67 33,33
A7 0,00 66,67 33,33 66,67 0,00
A8 0,00 0,00 0,00 100,00 100,00
L1 0,00 33,33 66,67 33,33 100,00
L2 0,00 100,00 33,33 100,00 100,00
L3 0,00 33,33 0,00 33,33 0,00
L4 0,00 33,33 0,00 33,33 100,00
>
(&)
©
(@]
@ L5 0,00 33,33 66,67 33,33 100,00
L6 0,00 0,00 33,33 0,00 0,00
L7 0,00 100,00 0,00 66,67 66,67
L8 0,00 100,00 0,00 33,33 0,00




C1 0,00 0,00 66,67 66,67 100,00
C2 0,00 66,67 0,00 66,67 66,67
c3 0,00 100,00 33,33 0,00 33,33
o C4 0,00 66,67 0,00 0,00 33,33
3
c
g c5 0,00 33,33 33,33 100,00 33,33
O
C6 33,33 33,33 0,00 33,33 100,00
C7 0,00 66,67 100,00 100,00 33,33
cs 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00
s1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
s3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
sS4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
N
n S5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
S6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
g7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

S8




Anexo 4. Datos normalizados de severidad, tratamientos con inoculo.
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Severidad
Tratamientos - - - - :
20ddi 40ddi 60ddi 80ddi 100ddi
Al 35,26 35,26 0,00 54,74 54,74
A2 0,00 35,26 35,26 35,26 54,74
A3 35,26 35,26 54,74 0,00 35,26
o Ad 0,00 35,26 54,74 90,00 35,26
(D)
(@))
[
% A5 35,26 35,26 35,26 90,00 35,26
A6 0,00 35,26 0,00 54,74 35,26
A7 0,00 54,74 35,26 54,74 0,00
A8 0,00 0,00 0,00 90,00 90,00
L1 0,00 35,26 54,74 35,26 90,00
L2 0,00 90,00 35,26 90,00 90,00
L3 0,00 35,26 0,00 35,26 0,00
L4 0,00 35,26 0,00 35,26 90,00
>
(9]
§’ L5 0,00 35,26 54,74 35,26 90,00
L6 0,00 0,00 35,26 0,00 0,00
L7 0,00 90,00 0,00 54,74 54,74
L8 0,00 90,00 0,00 35,26 0,00
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c1 0,00 000 | 5474 | 5474 | 90,00

c2 000 | 5474 | 0,00 5474 | 54,74

c3 000 | 9000 | 3526 0,00 35,26

o ca 000 | 5474 | 0,00 0,00 35,26
3
c

= cs 000 | 3526 | 3526 | 9000 | 3526
O

ce | 3526 | 3526 | 0,00 3526 | 90,00

- 000 | 5474 | 9000 | 9000 | 3526

ca 0,00 000 | 90,00 0,00 0,00

s1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

s3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

s 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
N

» S5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

S6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Anexo 5. Diametro y peso

Tratamientos plantas sin inoculo plantas con inoculo
Diametro Peso Diametro Peso
Al 13,00 73,00 9,00 31,00
A2 14,00 60,00 8,00 28,00
A3 13,50 49,00 8,00 26,00
< Ad 12,00 48,00 9,50 32,00
:(i’ A5 12,00 50,00 11,00 47,00
A6 13,00 52,00 10,00 57,00
A7 12,00 49,00 9,00 26,00
A8 14,00 55,00 10,00 33,00
Promedio 12,94 54,50 9,31 35,00
L1 16,00 94,00 8,00 29,00
L2 13,00 54,00 9,00 26,00
L3 14,50 63,00 9,00 35,00
2 L4 11,00 44,00 9,00 31,00
% L5 12,00 52,00 7,00 14,00
L6 12,00 46,00 11,00 58,00
L7 12,00 48,00 9,00 50,00
L8 14,00 50,00 10,00 57,00
Promedio 13,06 56,38 9,00 37,50
C1 14,50 83,00 7,00 22,00
C2 17,00 127,00 8,00 24,00
o C3 14,50 108,00 9,00 33,00
g C4 15,00 102,00 9,00 40,00
S’ C5 16,00 137,00 11,00 48,00
C6 15,00 92,00 7,00 15,00
C7 14,50 80,00 9,00 28,00
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c8 1400 | 83,00 9,00 47,00
Promedio | 15,06 | 101,50 8,63 32,13
S 13,00 | 3500 9,00 39,00
2 1500 | 83,00 7,00 30,00
S3 13,00 | 46,00 8,00 31,00
. 4 10,00 | 35,00 8,00 39,00
5 S5 10,00 | 26,00 7,00 37,00
S6 11,00 | 27,00 8,00 37,00
57 11,00 | 40,00 7,00 39,00
S8 1000 | 27,00 7,00 34,00

Promedio 11,63| 39,88 7.63| 35,75
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Anexo 6. Recoleccién de muestras
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Anexo 7. Construccion del invernadero
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Anexo 8. Preparacion del inoculo.
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Anexo 9. Cultivo




Anexo 10. Manejo de malezas
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Anexo 11. Recoleccidon de muestras
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Anexo 12. Plasmodiophora brassicae Woronin
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