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Resumen y Abstract IX

Resumen

La hernia de las cruciferas, causada por Plasmodiophora brassicae, es una de las
principales limitantes en la produccion comercial de cruciferas en el pais. En Colombia se
desconocen la distribucion de la enfermedad y los principales factores que afectan su
desarrollo. El objetivo de la investigacion fue evaluar el papel de las caracteristicas de los
sistemas de produccién de hortalizas como factores de riesgo asociados al desarrollo de
la enfermedad. Se visitaron lotes de las principales zonas de produccion de cruciferas
(Cundinamarca, Boyacd, Narifio, Caldas, Antioquia, Cauca, Valle del Cauca y Norte de
Santander) donde se indagd via encuesta sobre los posibles factores asociados a la
presencia y desarrollo de la enfermedad. Ademas, se cuantificé el inoculo presente en los
lotes mediante gPCR, lo que permitié determinar que el patégeno esté presente en todos
los departamentos visitados. En Antioquia no se observaron sintomas tipicos de la
enfermedad en repollo blanco ya que mayoritariamente se cultiva el hibrido resistente
‘Tekila’. Con respecto a los residuos de cosecha, el 88.3% de los agricultores los
reincorpora favoreciendo el aumento de la densidad de in6culo. La mayor densidad de
in6culo se encontré en Norte de Santander, los demas departamentos no mostraron
diferencias entre si. Los resultados mostraron que los factores que mas influyen en la
aparicion de la hernia de las cruciferas son el contenido de calcio, sodio, fésforo, boro,
cobre, aluminio y limos en suelo, ademas del pH, la capacidad de intercambio catiénico
efectiva (CICE), el promedio de dias con lluvia al afio y respecto al manejo fueron la
aplicacién de materiales encalantes, la inclusion de cruciferas en el sistema de rotacion y
la resistencia a la enfermedad del material sembrado. Por otro lado, la densidad de inoculo
del patdgeno en Colombia esta determinada principalmente por el sistema de propagacion,
las concentraciones en suelo de manganeso, boro y fosforo, ademas de la precipitacion,
los dias con lluvia al afio y la temperatura media y méxima. Este es el primer estudio de
este tipo en Colombia, sus resultados pueden ser utilizados para la toma de decisiones de
manejo de la enfermedad y son la base para estudios que permitan conocer mejor las
poblaciones del patégeno y las particularidades de la enfermedad en Colombia y en el
tropico.

Palabras clave: Prevalencia, patégeno de suelo, PCR en tiempo real, patrones
espaciales.
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Abstract

Clubroot disease is caused by Plasmodiophora brassicae and is one of the most limiting
diseases of cruciferous crops in Colombia. Clubroot distribution in the country and the
main factors related with the disease development are unknown. This research was
aimed at evaluating the role that horticultural production systems play in disease
development. For that purpose, the main productive areas of cruciferous crops were visited
(Cundinamarca, Boyacd, Narifio, Caldas, Antioquia, Cauca, Valle del Cauca and Norte de
Santander) and the possible factors related to disease presence and development were
assessed through farmer surveys. Pathogen inoculum density was measured by qPCR,
allowing us to determine if the pathogen was present in all departments visited. In
Antioquia, disease symptoms were not observed in white cabbage because most of the
production relies on the use of the resistant hybrid ‘Tekila’. Regarding harvest residues,
88.3% of the farmers incorporate them back into the sail, favouring increases in inoculum
density. The highest inoculum density occurred in Norte de Santander while all other
departments did not show differences between them. The results showed that the factors
that most affect clubroot disease development are calcium, sodium, phosphorus, boron,
copper, aluminium and lime content in the soil, in addition to pH, effective cation
exchange capacity and average of rainy days per year. With respect to crop management
practices, relationships between the application of liming materials, inclusion of
cruciferous crops in the rotation scheme, and the resistance of the cropped cultivar were
also found. On the other hand, the inoculum density was found to be favoured by the
propagation material, concentrations in the soil of manganese, boron and phosphorous,
plus the average precipitation, the number of rainy days per year and the mean and
maximum temperatures. This is the first study of its kind in Colombia, and these results
can be useful for disease management decision making and serve as the basis for future
research to allow a better understanding of P. brassicae and the peculiarities of the

clubroot in Colombia and the tropics.

Key words: Prevalence, soilborne pathogen, real-time PCR, spatial patterns.
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Introduccioén

La hernia de las cruciferas es una enfermedad causada por el parasito obligado
Plasmodiophora brassicae Woronin, un protozoario habitante natural del suelo; el
patégeno forma esporas de resistencia (ER) que son liberadas en grandes cantidades al
suelo y tienen una vida media de 3.6 afios (Wallenhammar, 1996b) lo que dificulta el
manejo de la enfermedad. A nivel mundial la enfermedad es considerada como un
problema grave para la produccion de cruciferas y estad asociada con pérdidas
considerables en el rendimiento (Anders et al., 2016; Strelkov & Hwang, 2014). Dixon
(2009) reportd un promedio de pérdidas a nivel mundial entre el 10% y el 15%, para
Colombia se reportan perdidas entre el 42.5% y el 74.5% en cultivos de repollo, brécoli y
coliflor con densidades de inéculo de 1x10%y 1x108 ER por gramo de suelo (Gémez et al.
2016 datos sin publicar). Los sintomas tipicos de la enfermedad se asocian con la
formacion de agallas en las raices de las plantas, lo que impide la absorcién de
nutrientes y agua, causando retraso en el crecimiento, marchitez foliar, clorosis, e incluso
la muerte cuando los sintomas son severos (Dixon, 2009b). El ciclo de esta enfermedad
se encuentra dividido en tres etapas principales. Durante la infeccion primaria, las
esporas de resistencia del patégeno perciben la presencia de una planta hospedera, lo
gue induce su germinaciéon dando lugar a la liberacibn de una zoospora primaria que
viaja hasta los pelos radicales. Una vez en los pelos radicales, ocurre la penetracion del
patégeno que posteriormente produce un zoosporangio primario el cual libera nuevas
zoosporas que inician la segunda fase del ciclo. La fase secundaria ocurre con la
infeccién cortical, durante la cual se observa la aparicién de sintomas. Finalmente, se da
la formacién de esporas de resistencia dentro de las agallas, las cuales son liberadas al
suelo tras la degradacion bacteriana y fungica; dichas esporas constituyen el indculo

primario en infecciones futuras (Burki et al., 2010).

En Colombia las investigaciones sobre la hernia de las cruciferas son limitada y se han

enfocado principalmente en el estudio de estrategias de manejo de la enfermedad
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(Botero et al., 2015; Botero, 2017 Velandia et al., 1998); por consiguiente, se requiere de
nuevas investigaciones que profundicen en diversos aspectos de la enfermedad para asi
lograr disefiar e implementar nuevas y mejores practicas de manejo. Dentro de la
informacién requerida para el alcance de tal objetivo se destacan: la prevalencia de la
enfermedad a nivel nacional, los principales factores asociados al suelo, al clima y al
sistema de produccion que afectan su desarrollo en las principales especies cruciferas
cultivadas en Colombia que incluyen repollo, brécoli y coliflor, asi como la densidad de
in6culo en las principales zonas de produccion y los patrones espaciales asociados a

esta.

Con respecto a los factores que afectan el desarrollo de la enfermedad, estos se pueden
agrupar en los elementos que componen el triangulo de la enfermedad (hospedero,
ambiente y patégeno) (Agrios, 2005).

En el caso de la hernia de las cruciferas, el primer elemento a revisar es el fitness del
patégeno. El fithess de un patdgeno generalmente se mide en términos de la fecundidad,
la cual se compone de dos grandes elementos: la multiplicacién dentro del hospedero y
la transmision entre hospederos. La fecundidad de los parasitos se estima con mayor
frecuencia como la multiplicacién dentro del hospedero, por ejemplo, la produccion de
esporas por area foliar o la acumulacién de virus en tejidos infectados (Sacristan &
Garcia- Arenal, 2008). Para P. brassicae, el principal factor que modula la intensidad de
la enfermedad son las ER. Las ER se convierten en el Unico medio de dispersién del
patégeno. Existe una relacién directa entre la concentracion de inoculo de P. brassicae
en el suelo y la severidad de la enfermedad. Murakami et al. (2000) asi lo determinaron,
tras encontrar indices de severidad del 10% y del 62% en un andisol haplico y en un
andisol con bajos contenidos de acidos humicos, respectivamente, a una concentracion
de 1x10% ER-g de suelo e indices de severidad para los mismos suelos del 60% y 99%

respectivamente a una concentracion de 1x10° ER-g de suelo.

Las variaciones genéticas en las poblaciones de P. brassicae aparecen como otro factor
asociado al patégeno de importancia. Por procesos de presion de seleccion ejercida por
la siembra recurrente de cultivares resistentes de canola (estrategia mas efectiva para el
control de hernia de las cruciferas) en las praderas canadienses, se ha identificado una

poblacién divergente a las previamente establecidas en estas zonas, que es capaz de
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sobrepasar la resistencia de estos cultivares (la cual es monogénica) disminuyendo su
vida util (Strelkov et al., 2016; Strelkov et al. 2018; Holtz et al., 2018).

En segundo lugar, respecto al ambiente, las principales caracteristicas que modifican el
desarrollo y la aparicion de la enfermedad son aquellas asociadas al suelo, destacandose
el pH, los contenidos de boro y calcio, y la saturacion de agua en el suelo. Con respecto
al pH, se ha establecido que el 6ptimo para el establecimiento de P. brassicae y el
desarrollo de la enfermedad se encuentra entre 5y 6,5 (Gossen et al., 2013; Narisawa et
al.,2005; Niwa et al., 2008; Niwa et al., 2007; Rashid et al., 2010; Webster & Dixon,
1991). Con relacién a los contenidos de calcio y boro, se ha concluido que el incremento
de las concentraciones de calcio en suelo disminuye las tasas de infeccion primaria
ademas de inhibir la dehiscencia de los plasmodios (Webster & Dixon, 1991a). Ademas,
se ha reportado que el boro, aplicado en dosis entre 20 y 30 ppm reduce la tasa de
maduracién de plasmodios primarios ademas de disminuir la expresién de los sintomas
(Webster & Dixon, 1991a). Se ha establecido que un contenido de agua entre 60 y 70%
favorece el desarrollo de la enfermedad cuando la temperatura es 6ptima (Hwang et al.,
2014; Iwama et al.,, 1994). En resumen, con respecto a la temperatura, el desarrollo
optimo de la enfermedad ocurre entre los 20 y 25 °C con un pH del suelo entre 5y 5,6 y
una densidad de in6culo de 1x10° esporas de resistencia por planta (Gossen et al., 2012;
Gossen et al.,, 2013; Sharma et al., 2011). Por ultimo, el hospedero también genera
diferencias en la aparicién de la enfermedad y en su intensidad. Hwang et al. (2011)
encontraron que materiales resistentes presentan de dos a tres veces menos incidencia

en la infeccidn de pelos radicales en comparacion con materiales susceptibles.

Detectar y cuantificar el patégeno o la enfermedad que este causa son componentes
fundamentales en el manejo de enfermedades (Strandberg, 1986; Faggian & Strelkov,
2009). Debido a las dificultades del manejo de la hernia de las cruciferas cuando ya esta
presente en el lote de produccién, se han desarrollado métodos para detectar y
cuantificar el indculo de P. brassicae con el fin de implementar la exclusiéon como medida
de manejo, al evitar la siembra de cruciferas en lotes con altos niveles de infestacion,
esta se convierte en una de las estrategias mas efectiva de control. Determinar la
concentracion de ER en el suelo contribuye a una 6ptima seleccién de las estrategias de

manejo de la enfermedad (Stewart 2007).
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A la fecha, diversos autores han desarrollado métodos basados en PCR en tiempo
real (JQPCR) para la cuantificacion de P. brassicae, ofreciendo diversas variaciones
gue van desde la seleccién de primers diferentes hasta la modificaciéon de la
reaccion de amplificacién, entre otras (Cao, Tewari, & Strelkov, 2007; Deora et al.,
2015; Hwang et al., 2011; Li et al., 2013; Rennie et al., 2011; Wallenhammar et al.,
2012). Sin importar la variacion en la técnica de qPCR, el éxito y la confiabilidad de
los métodos de cuantificacion basados en PCR dependen de la calidad del
muestreo, esto se debe la frecuente distribucién en parches del patégeno en los
lotes (Cao et al., 2007), lo que genera una alta probabilidad de tener una baja
representatividad en la muestra de la real situacion de la densidad de in6culo en la

zona muestreada.

Ademés de conocer la densidad de indculo, comprender las caracteristicas espaciales de
una poblacibn de patégenos o poblacion de plantas enfermas es esencial para
desarrollar programas de manejo de enfermedades (Madden et al., 2007).

Con resultados de anteriores bioensayos Wallenhammar et al. (2000) lograron asociar
cantidades de ADN de P. brassicae con pérdidas observadas en rendimiento donde,
para <5 fg de ADN de plasmido-g de suelo?, existe un riesgo de pérdida de
rendimiento <10% en cultivos susceptibles; con un rango entre de 5 a 200 fg de ADN
plasmidico-g de suelo? (correspondiente a 3x10% y 1.3x10* esporas-g de suelo?,
respectivamente), existe un riesgo de pérdida en rendimiento> 10% en cultivos
susceptibles, pero variedades resistentes pueden ser cultivadas sin riesgo alguno. A
niveles >200 fg de ADN del plasmido-g de suelo, el uso intensivo de cultivares
resistentes no es recomendable debido al riesgo de que seleccionen poblaciones del
patégeno quiebren la resistencia generado por la presién de indculo. Respecto al
patron espacial del patégeno dentro de los lotes, Wallenhammar et al. (2012)
encontraron una distribucién en parches independientemente de la metodologia de
muestreo usada. Esta distribucion irregular enfatiza el hecho de que uno de los
principales desafios involucrados en deteccién en un lote particular de P. brassicae

es la seleccion de la técnica de muestreo (Cao et al., 2007).

Se han desarrollado estudios de distribucién y monitoreo de las poblaciones del patégeno

en Australia, China, Canada y Suecia (Anders et al., 2016; Cao et al., 2009; Chai et al.,
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2014; Donald et al., 2006; Faggian & Parsons, 2002; Gossen et al., 2015; Wallenhammar,
1996). El caso de la region de Alberta, Canada es uno de los mas estudiados. La zona se
consideraba libre del patdgeno hasta 2003, a pesar de que en la enfermedad se habia
reportado en otras regiones de Canada y principalmente en cultivos de hortalizas
cruciferas (Gossen et al., 2015). En 2003 se desarroll6 un estudio en aproximadamente
70 lotes de canola de Alberta, el cual reveld la presencia no confirmada antes del
patégeno (Tewari et al.,, 2005). El reporte prendié las alarmas en la regién y permitié
generar politicas publicas para el control de la enfermedad y su dispersion (Cao et al.,
2009).

El estudio de la enfermedad causada por P. brassicae en Colombia es muy limitado y
se ha concentrado principalmente en estrategias de manejo (Botero et al.,2015;
Botero, 2017; Velandia et al., 2011). La produccién de especies cruciferas suele estar
alternada con el cultivo de otras hortalizas, ademas de estar situada en
departamentos diferentes, lo que resulta en condiciones edafo-climéaticas y en
practicas de manejo variables. Por sus caracteristicas biol6gicas, P. brassicae genera
esporas de resistencia que pueden permanecer viables en el suelo sin hospederos
susceptibles un largo tiempo, lo que agrega complejidad el estudio del patosistema.
En Colombia se desconoce la magnitud del problema, no se tienen datos de reportes
confirmados de la enfermedad en las principales zonas productoras de cruciferas del
pais, asi como el efecto de los factores mencionados (manejo y condiciones
ambientales) en el desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion consisti6 en caracterizar los factores de riesgo asociados con el
desarrollo de la hernia de las cruciferas en los sistemas de produccién de hortalizas

en Colombia.

El presente estudio es el primero en determinar presencia de la enfermedad en las
principales zonas de produccion de cruciferas, asi como identificar los factores
ambientales (edafoclimaticos) asociados a su desarrollo. Este estudio ademas determiné
por primera vez en Colombia la densidad de in6culo de P. brassicae en lotes de
produccion de hortalizas y evalué los efectos de factores asociados al desarrollo de la
hernia de las cruciferas sobre la densidad de in6culo. Los resultados aqui obtenidos,
permitiran tomar decisiones de siembra y manejo de la enfermedad a los productores de

cruciferas de Colombia, asi como también serviran como base para el desarrollo de
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nuevas investigaciones necesarias para conocer el verdadero estatus de la enfermedad y

del patdégeno en el pais.



1.Marco teodrico

1.1 Plasmodiophpora brassicae

1.1.1 Taxonomia

Plasmodiophora brassicae es un parasito obligado de plantas y habitante natural del suelo,
éste es el agente causal de la hernia de las cruciferas, la cual es responsable depérdidas
a nivel mundial entre el 10% y el 15% en cultivos de especies cruciferas (Dixon, 2009). La
enfermedad se report6 por primera vez a finales del siglo XIX, pero fue hasta 1878 que
Woronin identificé a P. brassicae como su agente causal. Este patégeno inicialmente se
clasificé dentro del reino Protista, no obstante, después, errbneamente pasé a formar parte
de los hongos primitivos (Schwelm et al., 2016), hoy se conoce que pertenece al super
grupo Rhizaria dentro de Eukarya, del phylum Plasmodiophoromycota, clase Phytomyxea.
P. brassicae hace parte del orden Plasmodiophorida, el cual es el méas estudiado del super
grupo Rhizaria debido a que a este pertenecen otros patégenos de plantas o vectores de
virus tales como Spongospora subterranea (agente causal de la sarna polvosa en papa),
y Polymyxa graminis (vector de varios virus de poaceas) (Bulman & Braselton, 2014; Burki
& Keeling, 2014; Parfrey et al., 2010).

1.1.2 Hospederos

Se cree que Plasmodiophora brassicae afecta a todas las especies de la familia
Brassicaceae, especialmente a las especies del género Brassica y las especies de los
géneros asociados (Dixon, 2006). Las especies cultivadas parecen ser especialmente
susceptibles, estas incluyen todas las variedades de B. oleracea: repollo, brécoli, coliflor,
coles de Bruselas; de B. rapa (sin. B. campestris): nabos y la gran variedad de especies
dentro de los repollos chinos (Brassica rapa var. pekinensis and B. rapa var. chinensis)
(Dixon, 2009). Se han desarrollado estudios en el centro de origen de las cruciferas (la

cuenca del mediterraneo en Europa) buscando P. brassicae en cruciferas primitivas sin
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éxito como lo afirma Gustafsson (1981) lo que ha llevado a pensar que P. brassicae
afecta Unicamente a los cultivos y a las especies asociadas a estos (arvenses) (citado en
Dixon, 2006). En algunos miembros de las familias Poaceae, Rosaceae y Papaveraceae
se registran las primeras fases de la enfermedad (infeccién primaria en pelos) (Dixon,
2009; Dixon, 2006).

1.1.3 Distribucién e importancia econdémica

La hernia de las cruciferas es una enfermedad ampliamente distribuida a nivel mundial. La
enfermedad se encuentra presente en 60 paises (Figura 1), y desde inicios del siglo XX se
considera una limitante para la produccién de cruciferas en todos los continentes, siendo
la enfermedad que causa mayores pérdidas, que en promedio globalmente ascienden
hasta 15% (Dixon, 2009).

Figura 1. Paises donde esta confirmada la presencia de Plasmodiohora brassicae (Dixon, 2009).

Uno de los casos mas estudiados en América es el de la canola (Brassica napus L.) en
Canada. La enfermedad se report6 por primera vez en el cultivo en 1997 en la provincia
de Quebec (Morasse et al., 1997), aunque desde finales del siglo XIX y principios del siglo

XX la enfermedad ya se habia establecido en las zonas de produccién de hortalizas
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cruciferas de las Provincias Maritimas (Nuevo Brunswick, Nueva Escocia, Isla del Principe
Eduardo), Quebec, Ontario y Columbia Britanica (Strelkov & Hwang, 2014). En 2003 se
realizé el primer reporte de la enfermedad en canola en las praderas Canadienses
compuesta por las provincias de Alberta, Saskatchewan y Manitoba (Tewari et al., 2005).
La enfermedad se presenta en un rango de severidad de baja a moderada en la mayoria
de los lotes de la region, pero en hasta 15% de los lotes, la enfermedad se exhibe una
severidad alta, llegando a causar pérdidas de hasta el 100% de la produccion (Strelkov &
Hwang, 2014).

China aparece como uno de los principales productores de cultivos cruciferas en el mundo
con mas de 10 millones de hectareas sembradas (Chai et al., 2014). Los primeros reportes
de la presencia de la enfermedad datan de la década de 1910. Actualmente se estima que la

enfermedad afecta entre tres y cuatro millones de hectareas anualmente (Chai et al., 2014).

En Australia la industria asociada a la siembra de brécoli, coliflor, repollo y coles de
Bruselas representa 207 millones de délares australianos al afio (Donald & Porter, 2014).
La hernia de las cruciferas se detecto en la década de 1890. Actualmente la enfermedad
se considera endémica del estado de Victoria, en el cual predomina en suelos arcillosos y
arenosos, con pH neutro a acido (Donald & Porter, 2014). En el estado de Victoria, la
enfermedad se reporta en cultivos de repollo, coliflor, col china, brécoli, coles de Bruselas,

nabo y rabano (Donald et al., 2006).

Los primeros reportes de la enfermedad en Europa datan del siglo XVIl y para 2009 se
reportaba su presencia en 34 paises europeos (Dixon, 2009). En Suecia se han
desarrollado investigaciones amplias para definir el estatus de la enfermedad en los lotes
de produccién de cruciferas; mediante bioensayos y un estudio regional, Wallenhammar
(1996) detecto la enfermedad en 78% de los lotes estudiados (148 lotes evaluados). Se
conoce que la enfermedad esta presente en 17 de los 20 condados de Suecia y causa
pérdidas del 50% en lotes con una incidencia alta (90%) y perdidas menores al 10% con

incidencias alrededor del 20% (Wallenhammar, 1998).

1.1.4 Ciclo de vida

El ciclo de vida de este patdgeno se divide en tres etapas: la supervivencia en el suelo, la

infeccion de los pelos radicales y la infeccion cortical de la raiz. La supervivencia de este
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patégeno es atribuible principalmente a las esporas de resistencia (ER) las cuales pueden
permanecer viables en suelo hasta por 18 afios en ausencia de un hospedero
(Wallenhammar, 1996a) y su vida media es de 4.4 afios en Canada y 3.6 en Suecia
(Hwang et al., 2015). Las ER estdn conformadas por un ndcleo y una pared celular,
compuesta de cinco capas que contienen quitina, lipidos, fosfolipidos y proteinas
(Buczacki & Moxham, 1983). La segunda etapa (infeccion de los pelos radicales) inicia
con la germinacién de las ER, la cual es inducida probablemente por la presencia de
exudados de las raices de hospederos susceptibles, lo que libera una zoospora
biflagelada que se mueve en la fase acuosa del suelo, una pelicula de agua es necesaria
para que las zoosporas puedan desplazarse hacia pelos radicales no infectados (Hwang
et al., 2012). Luego se enquista rapidamente en la superficie del pelo radical e ingresa a
la célula rompiendo la pared celular, al ingresar la zoospora retrae su flagelo y forma una
estructura densa con puas dentro de otra estructura tubular, posteriormente, la mayor
parte del citoplasma de la zoospora se transfiere al adhesorio, la estructura principal de
una zoospora enquistada (Aist & Williams, 1971; Bulman & Braselton, 2014); esta fase es
conocida como la infeccién primaria (Kageyama & Asano, 2009). La zoospora genera el
plasmodio primario, mediante divisiones cruciformes, este proceso puede durar de 2 a 4
dias (Asano et al., 2000); seguido a esto, ocurre una sucesion de divisiones celulares
sincronicas que originan lobulos separados por delgadas paredes celulares lo que
conforma el zoosporangio (Bulman & Braselton, 2014; Kageyama & Asano, 2009). En el
zoosporangio se producen de 4 a 16 zoosporas secundarias, las cuales no se pueden
diferenciar visualmente de las primarias una vez que son liberadas al medio (Kageyama
& Asano, 2009).

La tercera fase del ciclo del patdgeno o infeccién secundaria, inicia con el ingreso de las
zoosporas secundarias a las células de la corteza (infeccién secundaria) donde forman el
plasmodio secundario. Esta infeccibn promueve la sintesis de citoquininas que sobre
estimulan la division celular y posteriormente se da un aumento en la sintesis del acido
indolacético causado por el patégeno, el cual se acumula en concentraciones entre 50 y

100 veces mas altas a las regularmente encontradas en plantas sanas (Schuller & Ludwig-
Muller, 2006). La acumulacion de auxinas en la raiz causa hiperplasia e hipertrofia celular,

lo que da lugar a la deformacion de las raices y la formacién de agallas.

Las ER aumentan su namero dentro de las raices, generando que la epidermis de las
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raices se adelgace y por degradacion bacteriana y fungica se rompa, lo que las libera al
suelo (Bulman & Braselton, 2014). Se ha estimado que un gramo de tejido de raiz
infectado con el patégeno contiene por lo menos 1x108 ER, y una planta enferma puede
producir hasta 20 g de agallas, asumiendo que en este ejemplo la planta haya sido
infectada por 1x10* ER, implicaria un aumento de 100.000 veces en una sola generacion
(Diederichsen et al., 2009).

1.2 Sintomas de la enfermedad

La hernia de las cruciferas afecta el sistema radical de los hospederos susceptibles. La
infeccion primaria no genera sintomas visibles (macro sintomas) pero si esta relacionada
con la promocioén inicial del crecimiento de las raices y la produccion de auxinas antes de
gue se inicie el desarrollo de los plasmodios secundarios (Devos et al., 2005). La
hiperplasia e hipertrofia ocurren porque las raices se convierten en el principal sumidero
metabodlico a causa del desbalance hormonal generado por el patégeno (Hwang et al.,
2012), estas son las causas de la formacién de agallas y deformaciones en la raiz. La
pared celular por su rigidez requiere un cambio estructural para que se dé la elongacion
celular, lo que ocurre por la separacion de las fibras de celulosa resultado de la presién por
turgencia (Cosgrove, 1997). La estabilidad del entramado de las fibras de celulosa esta
mediada por los xiloglucanos, y las modificaciones en estos afectan la estabilidad en la
pared, lo que permite la elongacion (Fry, 1995). Devos et al. (2005) evaluaron la
concentracion de hormonas (auxinas y citoquininas) y de xiloglucan endo-
transglucosilasa/hidrolasa (XTH) (la enzima que modifica los xiloglucanos que unen las
fibras de celulosa) durante la infeccion de P. brassicae en col china (Brassica rapa spp.
pekinensis, var. Wong Bok); los autores concluyeron que se aumenta la concentracion de
auxinas (acido indol acético AlA) y de XTH en la infeccion primaria, lo que genera que las
raices se vuelvan el principal sumidero metabdlico y la relajacion de las paredes

(expansion celular).

Los sintomas secundarios son visibles en el momento mas caluroso del dia, y se expresan
como marchitamiento que usualmente en las noches desaparece (Agrios, 2005), esto se
debe a que la toma de agua y nutrientes se ve afectada por la desorganizacion de los
tejidos alrededor de los haces vasculares; las células de estos tejidos se llenan de

plasmodios secundarios y eventualmente de esporas de resistencia, lo que genera una
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constriccion de los haces (Devos et al., 2005; Dixon, 2009) A medida que la enfermedad
progresa, las hojas toman una coloracion rojiza, se vuelven cloréticas y en estados
avanzados necroticas y al final caen, si la severidad es alta las plantas mueren antes de

terminar su ciclo (Dixon, 2009).

1.3 Especializacion fisiologica

La virulencia es la propiedad méas importante de los patégenos en su interaccién con el
hospedero (patosistema) (Sacristan & Garcia-Arenal, 2008). Van der Plank (1968) defini6é
agresividad como el efecto cuantitativo negativo de un patégeno en su hospedero, la cual
se acerca a la definicion moderna de virulencia de la Sociedad Americana de Fitopatologia
(APS por sus siglas en inglés), que la define como el grado de dafio causado al hospedero
(cuantitativo) (D’Arcy, 2001) asumida como relacion negativa con el desempefio de la
planta.

La virulencia no representa ninguna ventaja clara para los parasitos, los cuales dependen
de sus hospederos para la supervivencia y su fitness, por lo cual no resulta obvio el por
gué los parasitos infringen dafio en sus hospederos. Una hip6tesis cominmente aceptada
es que la virulencia es una consecuencia ineludible de la multiplicacion de un parasito con
el hospedero infectado. De ser asi, la virulencia resultara en una compensacion entre la
multiplicacién en el hospedero y la transmisién por el hospedero, lo que se denomina la

teoria de la compensacion (Sacristan & Garcia-Arenal, 2008).

Bos & Parlevliet (1995) revisaron los intentos de la APS y organizaciones similares en otros
paises para formar un consenso en el uso de términos incluidos la virulencia y la
patogenicidad. Defendieron la adopcién internacional de un acuerdo forjado por el
Commissie voor de Terminologie of the Netherlands Society of Plant Pathology, respecto
a la definicion de estos y de términos relacionados. El acuerdo arregl6 jerarquicamente los
términos patogenicidad, agresividad y virulencia, lo que dio lugar al modelo:

Patogenicidad = Agresividad + Virulencia

En este arreglo la patogenicidad es la capacidad de un organismo de infectar un hospedero
y causar enfermedad, la agresividad es la habilidad del patégeno de invadir establecerse

dentro de un hospedero, y la virulencia es la severidad de la enfermedad en hospederos
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infectados (Thomas & Elkinton, 2004).

Thomas & Elkinton (2004) sugieren dos cambios al postulado de Bos & Parlevliet (1995),
proponiendo que no se use el término “agresividad”, en cambio proponen el uso del término
“infectividad”, para lo cual argumentan que el primero tiene una definicion mas amplia,
mientras infectividad tiene una definicibn més exacta y se ajusta casi a la perfeccion a la
definicion propuesta para agresividad. Como segundo cambio, proponen que la relacién
entre los dos factores sea multiplicativa y no aditiva, debido a que un organismo que no es
virulento no es patogénico, independientemente de su infectividad. Similarmente, si un
patégeno no es infectivo no causara enfermedad, y por lo tanto no sera patogénico, sin
importar cuan virulento sea. Después de dichas modificaciones propuestas, el modelo de
los autores queda definido como:

Patogenicidad= Infectividad x Virulencia

Se conoce desde hace tiempo que el patégeno P. brassicae presenta unaespecializacion
fisiologica con respecto a su hospedero (Hwang et al., 2012). Esta variaciébn se ha
estudiado a través del uso de hospederos diferenciales para clasificar las poblaciones del
patdgeno, evaluando las diferentes respuestas en términos de virulencia de una poblacién
determinada del patégeno. El primer set diferencial que se us6 ampliamente a nivel
mundial para analizar la especializacion fisiolégica de las poblaciones de P. brassicae fue
el disefiado por Williams (1966); el set consiste en dos nabos suecos (B. napus L. var.
napobrassica) y dos repollos (B. oleracea L. var. capitata), éste separa las poblacionesen
16 patotipos y su uso es sencillo, ademés tiene la ventaja de utilizar poco espacio en los

montajes en invernadero (Strelkov & Hwang, 2014).

Desde 1980, la serie denominada European Clubroot Differential (ECD) desarrollada por
Buczacki et al. (1975), ha sido el set de hospederos diferenciales mas utilizado e
internacionalmente se aceptaba como un método estandar para la clasificacién de
poblaciones de P. brassicae (Donald et al., 2006). Existe ambigiedad en el uso de
términos como “aislamiento” y “raza” cuando se trabaja con P. brassicae. Buczacki et al.
(1975) definen algunos términos para ser tenidos en cuenta en los estudios de
especializacion fisiologica. Una coleccién de P. brassicae, se puede definir como ER
colectadas a partir de suelo o raices (agallas) provenientes de cultivos y suelos

naturalmente infestados; una vez se haya inoculado en un set de hospederos diferenciales
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y las diferentes reacciones son consignadas la coleccion de P. brassicae pasa a ser una
poblacion diferencialmente interactiva o simplemente, una poblacion; un patotipo o raza en

P. brassicae define la especializacion fisioldgica y es el resultado del uso del set diferencial.

El ECD esta compuesto por 15 diferenciales de tres especies de cruciferas: Brassica
campestris: ssp. rapifera linea aaBBCC, ssp. rapifera linea AAbbCC, rapifera linea
AABBcc, rapifera linea AABBCC y ssp. pekinensis cv. Granaat; Brassica napus: var.
napus linea Dc101, var. napus linea Dc119, var. napus linea Dc128, var. napus linea
Dc129y var. napus linea Dc130, y de la especie Brassica oleracea: var. capitata cv. Badger
Shipper, var. capitata cv. Bindachsener, var. capitata cv. Jersey Queen y var. acephala
subvar. Laciniata cv. Verheul. Para determinar el patotipo, se inoculan las colecciones en
todos los diferenciales, y mediante un sistema de serie binaria, y segln la respuesta de
cada diferencial (susceptible o resistente), se le asignan puntajes a cada grupo de
especies, lo que genera un cédigo de tres numeros, el cual define el patotipo (Buczacki
et al.,, 1975). Toxopeus et al. (1986) definieron como reaccidn susceptible de los
diferenciales a los valores mayores de 80% del indice de severidad (ID) obtenido y a las
reacciones con valores menores a 20% de ID como resistentes; a las reacciones con estos
valores las denominaron reacciones del hospedero claras y reacciones del hospedero
indeterminadas, a aquellas con valores de ID entre 20% y 80%. Sin embargo, se han
presentado dificultades en la caracterizacion de la especializacion fisiolégica de
poblaciones de P. brassicae debido a que es comun obtener reacciones intermedias o
indeterminadas, que pueden variar desde moderadamente susceptible a moderadamente
resistente. Strelkov et al. (2007) analizaron poblaciones de P. brassicae de Canada
obteniendo reacciones intermedias que no podian clasificarse como susceptibles o
resistentes, al analizar sus resultados, encontraron un rango continuo de ID expresado por
los diferenciales entre 0% y 45%, asi como también en el rango de 65% a 100% de ID y
muy pocos diferenciales mostraron ID entre 45% y 65%, por lo cual definieron un valor de
50% de ID como el limite entre respuestas susceptibles y resistentes para las poblaciones

del patdgeno de Canada.

Somé et al. (1996) después de obtener resultados inconsistentes con varios sets de
diferenciales contra algunas poblaciones de P. brassicae en Francia, deciden disefiar un

diferencial con resultados simplificados y que se adapten a las poblaciones del pais. El set
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contiene los diferenciales usados por Williams (1966), las cinco lineas de Brassica napus
del ECD (Buczacki et al., 1975) y dos nuevos diferenciales para el momento identificados
en canola. Se construyd el set con las respuestas diferenciales en tres hospederos B.

napus: Nevin, Wilhelmsburger y Brutor.

A pesar de que los tres sets diferenciales aqui mencionados se han utilizado amplia y
recientemente para caracterizar las poblaciones de P. brassicae, se han identificado
limitaciones para su uso; en el caso del set de Williams (1966), no se incluyen diferenciales
de B. napus, por lo cual su uso en canola resulta inconveniente (Strelkov & Hwang, 2014);
la capacidad para diferenciar patotipos del diferencial de Somé et al. (1996) también se
considera baja, a pesar de que las reacciones suelen ser claras; en el caso del ECD
(Buczacki et al., 1975), se pueden lograr comparaciones entre genotipos por el alto nimero
de diferenciales (15), pero se presentan dificultades en el set de diferenciales de B. rapa
para separar poblaciones del patégeno en Canada (Strelkov & Hwang, 2014) ademas del

intricado sistema de codificacion, el cual resulta dificil de usar para los productores.

En este sentido la investigacion en Canada ha avanzado en lograr un set diferencial
disefiado para sus poblaciones. La aparicion de un patotipo capaz de generar altos niveles
de la enfermedad en cultivares resistentes (CR) de canola, y las limitaciones ya
mencionadas de los sets diferenciales disponibles, llevo a los investigadores a generar el
Canadian Clubroot Differential (CCD) (Strelkov et al., 2018). EI CCD incluye: los genotipos
de los diferenciales de Some et al. (1996) y Williams (1966), ademas de incluir genotipos
del ECD (Buczacki et al., 1975): B. rapa ssp. rapifera linea AAbbCC (ECD 02), la col china
(B. rapa var. pekinensis) ‘Granaat’ (ECD 05), las canolas para forraje (B. napus) ‘Nevin’
(ECD 06) y ‘Giant Rape’ (ECD 08) y la canola resistente New Zealand (ECD 09), el
nabo sueco (B. napus var. napobrassica) ‘Wilhemsburger’ (ECD 10), y los repollos (B.
oleracea var. capitata) ‘Badger Shipper’ (ECD 11) y ‘Jersey Queen’ (ECD 13); asi como los
cultivares de B. napus ‘Brutor’, ‘Mendel’, ‘Westar’ y ‘45H29’ completando 13 genotipos.
Se prob6 el CCD en poblaciones de P. brassicae provenientes agallas de CR de 106
lotes de Alberta, los investigadores lograron distinguir con el uso de este set muchos méas
patrones de virulencia dentro de las poblaciones evaluadas que con los diferenciales de
Some et al. (1996) y Williams (1966), el CCD logré detectar 17 patotipos Unicos en
contraste con los Unicos dos y cinco encontrados en los diferenciales Some et al. (1996)

y Williams (1966) respectivamente.
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Se han realizado estudios de virulencia de las poblaciones de zonas de Canada, Republica
Checa, Polonia y Japén (Kuginuki et al., 1999; Strelkov et al., 2006; Ri¢arova et al. 2016).
Para estas investigaciones, se utilizé el set ECD para separar las poblaciones en patotipos,
ademas para reportar cambios en las poblaciones previamente estudiadas. Por su parte
Hatakayema et al. (2006) tras la evaluacion de 15 colecciones de P. brassicae, encontraron

una ruptura de la resistencia en diferentes cultivares.

Respecto a las poblaciones capaces de romper la resistencia de los cultivares de canola,
en 2018 se desarroll6 un estudio de genotipado de poblaciones de P. brassicae en Canada,
se detectaron dos poblaciones distintas y altamente divergentes dentro de Canada: la
poblacion establecida que es avirulenta en los cultivares resistentes de canola y la
poblacién virulenta recientemente detectada en estos hospederos. Los autores sugieren
con este hallazgo, que la poblacion virulenta podria haber sido introducida recientemente
a la provincia de Alberta, o que estuvo presente en una baja frecuencia y no se detect6
hasta que se increment6 por la presion de seleccién dada por la siembra intensiva de
cultivares resistentes de canola (Holtz et al., 2018), como también lo reportan
(Diederichsen et al., 2014).

1.4 Factores asociados al desarrollo de la enfermedad

La intensidad y el desarrollo de una enfermad estd modulado por los diferentes elementos
del triangulo de la enfermedad: hospedero, ambiente y patégeno (Agrios, 2005). Las
variaciones en cada uno de los tres elementos necesarios para que haya enfermedad
conllevan a diferentes escenarios, por ejemplo: una menor o mayor intensidad de la
enfermedad, un menor o mayor nimero de individuos afectados por la enfermedad, menor
0 mayor capacidad del patégeno para moverse a nuevos sitios de infeccion, diferencias en
la duracion de la viabilidad del inéculo, ruptura de la resistencia del hospedero, etc. Se
hace necesario entonces revisar los factores asociados al desarrollo de la hernia de las

cruciferas en términos del triangulo de la enfermedad.

El primer elemento que se debe revisar en detalle es el patdgeno, el cual presenta
caracteristicas bioldgicas especiales que dificultan su manejo. Las ER se convierten en el
Gnico medio de propagacion para generar nuevas infecciones, ademas, existe una relacién

entre la concentracion de inoculo de P. brassicae en el suelo y la severidad de la
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enfermedad. En este sentido Murakami et al., 2000 encontraron indices de severidad del
10% y del 0% en un andisol haplico y en un andisol con bajos contenidos de &cidos
humicos respectivamente a una concentracion de 1x10%? ER-g de suelo? e indices de
severidad para los mismos suelos entre 60% y 99 % respectivamente a una concentracion
de 1x10° ER-g de suelo™. En esta misma linea, Hwang et al. (2011) inocularon plantas de
canola bajo invernadero con suspensiones de ER de 0, 1x10°, 1x10°, 1x10”y 1x108
ER-ml 1, al determinar el indice de severidad de la enfermedad (ISE) en de los diferentes
tratamientos (0%, 42.9%, 84.7%, 97.6% y 100% respectivamente), encontraron una
correlacioén positiva entre la densidad de inoculo y la severidad de la enfermedad (R?=0.99).
Ademds de la mayor severidad asociada, el aumento en la densidad de inoculo incrementd
las probabilidades de nuevas infecciones, lo que generé la apariciobn mas temprana y el

desarrollo mas rapido de sintomas secundarios.

Como segundo elemento involucrado en el desarrollo de la enfermedad aparece el
hospedero. En los sistemas de produccion que incluyen cruciferas, la resistencia genética
es la herramienta mas eficaz para el manejo de hernia de las cruciferas (Diederichsen et
al., 2009; Peng et al., 2014). La efectividad que representa el uso de cultivares resistentes
en el manejo de la enfermedad ha causado un aumento en la siembra de cultivares
resistentes. Uno de los casos mas ampliamente estudiados se encuentra en las zonas de
produccién de canola en Canada, donde se sabia que existia un gran riesgo de que la
resistencia de canola a la hernia se erosionara rapidamente, lo cual podia ser causado por
la presion de seleccidon que ejercen los mismos cultivares sobre las poblaciones del
patdgeno (Diederichsen et al.,, 2014) y por la siembra intensiva en el tiempo de estos
cultivares resistentes (LeBoldus et al., 2012; Holtz et al., 2018). En 2013 se desarroll6 en
Alberta, Canada un estudio en lotes de produccién de canola para detectar la presencia
de hernia de las cruciferas, la severidad de la enfermedad en cultivares resistentes de
canola normalmente varia entre 0% y 6% de indice de enfermedad (ID) aproximadamente,
en el estudio se encontraron en seis lotes sembrados con cultivares resistentes niveles
altos de severidad, presentando ID entre 9.8% y 20.6%. Strelkov et al. (2016) evaluaron
los ID que causaron cuatro poblaciones presentes en los suelos de estos lotes en un set
de cultivares resistentes, encontrando que tres de las cuatro poblaciones causaron ID altos
en todos los cultivares resistentes evaluados, en un rango de 76.9% a 100%, estos
resultados muestran un cambio en la estructura de poblaciones de P. brassicae en

Canada, lo que confirmaron Holtz et al. (2018). Teniendo en cuenta el fuerte impacto y la
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presion de seleccién que ocurre en las poblaciones del patégeno por efecto de la siembra
recurrente de materiales resistentes, y ademas que esta es la principal y mas efectiva
herramienta para el control de la hernia su manejo debe ser cuidadoso y debe tener en
cuenta los factores que aumenten el riesgo de ruptura de la resistencia, con el fin de

garantizar su éxito y durabilidad en el tiempo.

El nivel de susceptibilidad o resistencia del hospedero es uno de los factores mas
determinantes en lo que al hospedero respecta. Se ha encontrado resistencia genética a
P. brassicae en todas las especies mayores de Brassica excepto para B. juncea y

B. carinata (Diederichsen et al., 2009). El periodo de infeccion secundaria es el periodo
donde la susceptibilidad o la resistencia se manifiestan en todas las especies estudiadas
hasta ahora, esto se ve reflejado en la disminucion cuantitativa y en el retraso del desarrollo
de las etapas del ciclo de vida del patdgeno en aquellas interacciones planta-patégeno que
se consideran incompatibles (Diederichsen et al., 2009). Las respuestas en términos de
incidencia y severidad de cultivares resistentes y susceptibles de brécoli (B. oleracea var.
italica), coles de Bruselas (B. oleracea var. gemmifera), col china (B. rapa var. communis)
y col coreana (B. rapa spp. pekinensis) sembradas en campos naturalmente infestados
con los patotipos 3, 5y 6 (diferencial de Williams (1966)) fueron determinadas por Sharma
et al.,, 2013. Los investigadores encontraron que todos los cultivares susceptibles
presentaron altos niveles de incidencia y severidad en todos los campos estudiados; al
evaluar los rendimientos, encontraron que bajo una alta presion de inéculo (3x10° ER-g de
suelo?) los materiales resistentes tuvieron un rendimiento considerablemente mas alto en
comparacion con los materiales susceptibles, el comportamiento fue similar cuando se

sometieron a una baja presion de inéculo (1x10* ER-g de suelo™).

Uno de los factores asociados al hospedero que se han estudiado es la influencia de la
edad de las plantas sobre los tiempos de desarrollo de la enfermedad cuando se exponen
a diferentes densidades de inoculo. Se determind que la severidad de la enfermedad
disminuye con el incremento de la edad de las plantas al momento de la primera exposicién
al patdgeno. Estudios previos han determinado que los mayores valores de ID son
alcanzados cuando se efectla siembra directa en suelo infestado o cuando se lleva a cabo
el trasplante de plantulas de una semana de germinadas, mientras que a medida que se
aumenta la edad de trasplante a suelo infestado (dos, tres y cuatro semanas después de

germinacion) la severidad de la enfermedad tiende a disminuir (Hwang et al., 2011). Este
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comportamiento ha sido atribuido en primer lugar al retraso del inicio de la infeccién de
P. brassicae con respecto al ciclo de vida del cultivo, lo que disminuye el periodo entre la
infeccidén y la madurez de la planta (cosecha) y a la disminucién de la susceptibilidad de
las de las raices debido a un mayor engrosamiento de las paredes celulares en plantas
con mas edad.

Las caracteristicas asociadas al suelo influyen en el nivel de infeccion y la extension de la
invasion del patégeno (Dixon, 2006). Se han estudiado ampliamente las caracteristicas
con mayor impacto sobre el patéogeno y la enfermedad. Con respecto al pH, se ha
establecido que el 6ptimo para el establecimiento de P. brassicae y el desarrollo de la
enfermedad se encuentra entre 5y 6.5 (Gossen et al., 2013; Narisawa et al.,2005; Niwa et
al., 2008; Niwa et al., 2007; Rashid et al., 2010; Webster & Dixon, 1991). Webster & Dixon
(1991b) encontraron que condiciones alcalinas redujeron el numero de infecciones
(infeccion primaria) en plantulas de col china, reduccién que fue mas notoria a bajas
concentraciones de inéculo (5x10%ER-g de sustrato?), ademas el aumento del pH también
demord la maduracion de los plasmodios durante la infeccion primaria, este efecto se vio
tras la exposicion a las condiciones alcalinas por tres dias después de la infeccion. Otro
efecto del aumento del pH es la disminucion de la severidad via la reduccion de la
germinacion de las ER. Rashid et al. (2013) encontraron un aumento en la germinacion de
las ER cuando se sometieron a condiciones de pH entre 5.0 y 7.0. La méaxima
germinacion se dio a pH de 6.5, al aumentar el pH por encima de 7.0, la germinacion de

ER disminuy6 gradualmente.

De las caracteristicas propias del suelo, la humedad resulta importante para el desarrollo
de la hernia de las cruciferas. La humedad ideal para el desarrollo de la hernia de las
cruciferas esta entre 60% y 70% (Hwang et al., 2014; lwama et al., 1994) y por encimade
50% la severidad de la enfermedad empieza a escalar (Dixon, 1981). El efecto de la
humedad sobre la hernia de las cruciferas se relaciona directamente con el contenido de
materia organica del suelo, en un suelo mineral se logré la infeccién primaria con una
humedad minima del 9%, mientras que se requirié una humedad superior al 60% en suelos

organicos (Hamilton & Créte, 1978).

El efecto de la temperatura sobre la hernia de las cruciferas y sobre el desarrollo del

patégeno se viene estudiando por casi 100 afios y, aun asi, no se han develado por
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completo los efectos de este factor sobre el desarrollo de la enfermedad. Los estudios se
han centrado en el efecto de la temperatura promedio sobre los sintomas (severidad) al
momento de la cosecha, y sus resultados han sido conflictivos y dependen de muchos
factores (Dixon, 2009; Gossen et al., 2012). McDonald & Westerveld (2008) encontraron
una correlacion positiva (R=0.68 y R=0.73 en dos variedades de col china) entre las
temperaturas del aire y la incidencia y severidad de la enfermedad, a mayor temperatura
ambiental, mayor incidencia y severidad de la enfermedad, las mas fuertes correlaciones
(R=0.82 y R=0.84) se dieron en los ultimos 10 dias antes de la cosecha. En condiciones
controladas se determiné el efecto de la temperatura sobre la infeccion primaria y el
desarrollo de sintomas (Infeccién secundaria) y se determiné que por debajo de 17 °C el
desarrollo de la hernia fue minimo, asi como por encima de 26 °C, el desarrollo de la
enfermedad fue mas lento que en el rango de 23-26 °C (Gossen et al., 2012). En resumen,
se ha encontrado que el desarrollo 6ptimo de la enfermedad ocurre entre los 20 y 25°C
con un pH del suelo entre 5 y 5.6 y una densidad de inéculo de 1x10°® ER por planta
(Gossen et al., 2012; Gossen et al., 2013; Sharma et al., 2011).

El contenido de algunos nutrientes en el suelo afecta directamente el desarrollo de la hernia
de las cruciferas, siendo calcio y boro los elementos que se ha encontrado, tienen mayor
efecto sobre el ciclo de vida de P. brassicae (Dixon, 2009). Histéricamente se han aplicado
sales de calcio para a los campos infestados con P. brassicae con el fin de reducir los
efectos de la hernia (Webster y Dixon, 1991b). Dicho efecto, se ha relacionado
principalmente al aumento del pH que estas causan. Aplicaciones de carbonato de calcio
(5 o 7 t-hal) y de cenizas (7,5 t-ha’l) aumentaron la altura y el rendimiento de canola
sembrada en suelos altamente infestados, en términos de la enfermedad estas dosis
redujeron la severidad de la enfermedad en tres sitios diferentes; la ceniza disminuyo la
severidad en dos afios diferentes de uso (Hwang et al., 2011). Los resultados obtenidos
con las aplicaciones de cal han presentado inconsistencias y dificultades para su
implementacion, especialmente porque resulta en muchos casos impractico y costoso
generar un aumento del pH que tenga efecto sobre el desarrollo de la enfermedad (Hwang
et al., 2014). Esto se soporta por un estudio realizado en canola, en el cual se determiné
gue la aplicacion de cal (carbonato de calcio) puede reducir el impacto de la hernia, pero
econémicamente no es viable, con una aplicacion al surco se lograron reducir costos, pero
sus efectos en rendimiento no se vieron compensados (Hwang et al., 2011). Junto con

estos problemas econémicos, se logré demostrar que aumentar el pH via encalamiento no
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disminuye la severidad cuando las condiciones de humedad y temperatura son
conductivas para la infecciéon (Gossen et al., 2013). En el caso del boro se conoce que
inhibe la maduracion del plasmodio en esporangio durante la infeccion primaria (Webster
& Dixon, 1991a), ademéas de mejorar el crecimiento de las cruciferas, las cuales tienen
altas demandas en este elemento (Hwang et al., 2014). Al aplicarse una dosis de 4 kg-ha
Len un lote naturalmente infestado hubo una reduccion significativa de la infeccién primaria
y de la severidad en plantas de canola, estas reducciones estan fuerte y positivamente
correlacionadas con los incrementos de boro en el sustrato, aunque después de 8 kg-ha
se present¢ fitotoxicidad (Deora et al., 2011).

1.5 Manejo de la enfermedad

La hernia de las cruciferas es una enfermedad dificil de manejar por varias caracteristicas
biolégicas del agente causal dentro de las que se resaltan la larga sobrevivencia de las ER
(la cual es atribuible principalmente a la naturaleza de su pared celular) y la gran capacidad
de producir nuevo inoculo (Hwang et al.,, 2014). Por estas caracteristicas, la mejor
estrategia para el manejo de la enfermedad es la exclusion de los lotes de cultivo, con este
objetivo se han implementado la sanitizacion como la principal estrategia de exclusién. Se
ha demostrado que la maquinaria es uno de los principales medios de dispersién y de
ingreso de nuevo inoculo a los lotes de producciéon. Cao et al. (2009) encontraron que hay
mayor frecuencia de infeccién (plantas con sintomas) hacia la entrada de algunos lotes de
produccion de canola en la provincia de Alberta. A esta conclusion se llegé tras evaluar la
frecuencia de plantas enfermas en sitios cada vez mas alejados de la entrada,
encontrandose una disminuciéon de hasta ocho veces en comparacién con los sitios
cercanos a la entrada, confirmando que P. brassicae es introducido a los lotes en el suelo
infestado que esta adherido a ruedas e implementos usados para la labranza. Por tal razoén,
la limpieza de los implementos y los vehiculos que ingresan a los lotes para la preparaciéon
de suelo aparece como la estrategia a seguir para evitar movimiento de inoculo (Howard
et al., 2010). Dicha limpieza se debe llevar a cabo tres fases a decir: i) la limpieza gruesa,
gue debe ser con raspado o cepillado del material vegetal y las porciones de suelo
adheridas, ii) la limpieza fina que se realiza con lavado a presion o con aire comprimido
para eliminar cualquier residuo de suelo vy iii) la desinfecciébn con un biocida apropiado
(Hwang et al., 2014).
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La reduccion del indculo en el suelo es una de las estrategias mas eficaces a la hora de
disminuir la severidad de la enfermedad. La rotacion de los cultivos puede lograr tal
disminucion como lo demostraron Peng et al. (2015), después de dejar libre de cruciferas
susceptibles un lote experimental de canola por 2 afios, encontraron una reduccion del
90% del contenido de ER en el suelo respecto a lotes sin rotacién, o con rotacion de 1
afno libre de cruciferas. Los autores encontraron, ademas, un incremento en el
rendimiento de cultivares resistentes y con resistencia media; sin embargo, pueden ser
necesarias rotaciones largas (un ciclo de cultivo de canola cada ocho afios) para reducir
las altas concentraciones de in6culo a niveles inferiores a los minimos para que se
presente la enfermedad en niveles econOmicamente importantes (Wallenhammar,
1996a). Aunque existen reportes en los cuales, la siembra tres ciclos de una especie no
hospedera (trigo, avena o cebada) reduce el ID de la enfermedad de 91% (cuatro ciclos
consecutivos de canola susceptible) a 68% cuando se siembra canola susceptible sin
rotacion y a 38% si la canola sembrada es resistente. Por tal razén, la induccién de la
germinacion de las ER en ausencia de plantas hospedantes se ha propuesto como una
posible herramienta en el manejo de la hernia (Friberg et al., 2005).

Se encontré una reduccion en la densidad de inoculo en suelos artificialmente infestados
(1x10*y 1x108 ER por gramo de suelo) del 62% cuande se sembré como cultivo trampa
avena (Avena sativa), del 41% con espinaca (Spinacia oleracea) cultivar ‘Atlas’, del 29%
con el cultivar ‘Baltic’, del 36% con el cultivar FR-1 de rdbanos japones (Raphanus sativus)
y del 45% cuando se sembr6 el cultivar CR-1 (Murakami et al., 2001). Por el contrario,
algunos estudios realizados en cruciferas de consumo en fresco no se encontré efecto
alguno del uso de cultivos trampa sobre la enfermedad (Friberg, 2005; Friberg et al., 2005).
En principio, la siembra de cultivos resistentes (CR) estimularia la germinacion de esporas
disminuyendo las densidades de inéculo donde se utilicen (Hwang et al., 2014), no
obstante, se determind mediante el monitoreo de la densidad de inoculo por cuatro afios
en lotes sembrados con cultivares resistentes de canola, que la densidad de indculo
aumento, por lo que no se recomienda usar los CR con el fin de disminuir la densidad de

in6culo del patégeno en suelo (Ernst et al., 2019).

Cuando no es posible implementar rotaciones largas y se presentan suelos acidos donde
la aplicacion de cal para aumentar el pH no es viable econémicamente, el uso de

funguicidas sintéticos se presenta como una opcion atractiva para el manejo de P.
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brassicae (Peng et al., 2014). La aplicacién de Ciazofamida, Fluazinam, y Fnamidona +
Mancozeb redujeron la severidad de la hernia en repollo chino cuando se aplicaron en
drench al suelo después del trasplante (Townley & Fox, 2003). Cuando se aplica
Ciazofamida en drench al suelo al trasplante de col china (B. rapa L. subsp. Chinensis)
cultivada en un suelo con alto contenido de materia organica (>70%, pH 6.7) la incidencia
y severidad se vieron reducidas cuando la presion de inoculo era alta (Gossen et al., 2012).
Se desconoce el modo de accién de la mayoria de los funguicidas usados para el control
de P. brassicae, sin embargo, la flusulfamida se ha reportado como inhibidor de la
germinacion de ER (Tanaka et al.,, 1999) y a la ciazofamida como inhibidora de la
germinacion de ER, la infeccion de pelos radicales y del desarrollo de sintomas
secundarios (Mitani et al., 2003). Las tasas de aplicacion de funguicidas pueden llegar a
ser efectivas para el control de la enfermedad, aunque se presentan inconsistencias en los
resultados publicados, ademas entran en juego otros factores como la alta toxicidad de
algunos de estos y comercialmente resulta costoso respecto a los beneficios de control
gue se obtienen (Hwang et al., 2014), por tal razén, se propone su uso focalizado en

parches altamente infestados (Strelkov, 2018. Comunicacién personal).

El control bioldgico de la hernia de las cruciferas resulta ser una estrategia prometedora que
puede complementar, dentro de un sistema de manejo integral, las estrategias antes
descritas para el control de la enfermedad (Peng et al.,, 2014). Se probaron diferentes
agentes de control biolégico para al control de la enfermedad. Serenade (Bacillus subtilis
cepa QST 713, Bayer CropScience, Alemania) y Prestop (Gliocladium catenulatum cepa
J1446, Verdera, Finlandia) redujeron la severidad de la enfermedad entre el 85% y 100%
cuando se aplicaron después del trasplante especialmente bajo una baja presién de inoculo
(Peng et al., 2011). Ademas del efecto directo sobre P. brassicae, estos microorganismos
usualmente colonizan la rizosfera de canola e inducen resistencia a través de la regulacion
aguas arriba de los que estan involucrados en las rutas metabdlicas del fenilpropanoide
(BnOPCL, BnCCR), del acido jasmonico (BnOPR2) y del etileno (BnACO) (Lahlali et al.,
2012; Peng et al., 2011).

La resistencia genética se presenta como la herramienta més efectiva y usada recientemente
para el control de la hernia de las cruciferas (Diederichsen et al., 2009; Diederichsen et al.,
2014; Hwang et al, 2014). Los esfuerzos por obtener cultivares resistentes se han enfocado

por paises, en Japon y Corea se han concentrado en la obtencién de cultivares de col china
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(B. rapa spp. pekinensis), en Alemania, Suecia y Canada en la canola (B. napus) y en
Holanda y Francia los programas de mejoramiento son fuertes en obtener cultivares de

hortalizas cruciferas (B. oleracea) (Diederichsen et al., 2009).

En B. rapa se identificaron fuentes de resistencia de los forrajes europeos (B. rapa ssp.
rapifera) (Buczacki et al., 1975). Se sabe que la resistencia en B. rapa esta controlada por
tres genes de resistencia independientes, los cuales confieren resistencia a patotipos
especificos de P. brassicae. Para el caso de B. oleracea, se ha concluido que la herencia de
la resistencia esta controlada por dos alelos dominantes con predominio de efectos genéticos
aditivos con dominancia incompleta. En B. napus, la resistencia contra P. brassicae es

controlada por una combinacion de genes mayores y por QTL’s (Piao et al., 2009).

Al tratarse de la herramienta mas efectiva para el control de P. brassicae, el uso de cultivares
resistentes ha sido intensivo por lo cual se ha empezado a reportar rompimiento de la
resistencia en las tres especies mas cultivadas de cruciferas, B. rapa, B. napus y

B. oleracea. Por efecto de la baja durabilidad de la resistencia, la cual usualmente es
monogénica y patotipo-especifica, el uso de los cultivares resistentes se ha visto limitado
(Diederichsen et al., 2009). Por tal razon, el uso efectivo de los cultivares resistentes para
manejar la hernia de las cruciferas requiere la integracion de otras estrategias de control con
el fin de prolongar su vida util (Diederichsen et al., 2009; Donald & Porter, 2014; Strelkov &
Hwang, 2014).

1.6 Distribuciéon geoespacial de patdgenos del suelo

Comprender las caracteristicas espaciales de una poblacién de patégenos o poblacion de
plantas enfermas es esencial para desarrollar programas de manejo de enfermedades
(Madden et al., 2007). En epidemiologia vegetal cuando el uso del término distribucién
genera conflictos al momento de analizar estadisticamente los datos, por lo cual se utiliza el
termind patron, que se puede describir como la organizacion espacial del patégeno o de las
plantas enfermas (Young et al., 2008). El patrén de la enfermedad puede revelar mucho
sobre la forma en que se propaga, lo que permite ademas disefiar e implementar estrategias
de control efectivas.

Normalmente se dificulta establecer los factores que determinan los patrones espaciales de

los fitopatégenos o de las enfermedades de las plantas, no obstante, los mas destacados
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son: restricciones fisicas de la dispersion del patdégeno, la variabilidad genética de las
poblaciones del hospedero, variaciones en las condiciones ambientales (antropicas y no

antropicas) o la combinacién de varios factores (Barnes et al., 2005).

1.6.1 Dispersion de Plasmodiophora brassicae

Los esfuerzos por conocer cOmo y en que direcciones se mueve las fuentes de inoculo de P.
brassicae son constantes. Por tratarse de un habitante del suelo, las actividades
relacionadas con el movimiento de suelo pueden dispersar el indculo de este patdbgeno
(Strelkov & Hwang, 2014). Uno de los ejemplos de mayor estudio en el movimiento y en los
mecanismos de dispersién de P. brassicae es el caso de la provincia de Alberta, Canada. En
2003 se descubren los primeros 12 lotes con presencia del patégeno en esta provincia, a
pesar de que ya habia reportes para otras cruciferas (vegetales) en otras provincias (Tewari
et al., 2005). Cao et al. (2009) desarrollan un estudio con el fin de sumar esfuerzos para
entender las diferencias en términos de virulencia de las poblaciones (insumos para el
desarrollo de cultivares resistentes) y como es la diseminacion del patégeno a través de las
areas estudiadas de la provincia de Alberta. Los investigadores encontraron 405 nuevos
lotes infestados con P. brassicae principalmente en la zona central de Alberta, pero también
hacia el sur de la provincia. Los estudios desarrollados dentro de cada lote permitieron
confirmar que el principal mecanismo de dispersion es la maquinaria agricola, los residuos
de cosecha y suelo infestado que estan adheridos a esta. Y en cuanto a la virulencia,
encontraron que las poblaciones del area central de Alberta son las de mayor virulencia,
cuando se evaluaron por medio de los diferenciales de Williams (Williams, 1966), Somé
(Somé et al., 1996) y el ECD (Buczacki et al., 1975), lo que explica la rapida dispersion en
esta zona de la provincia. Otro mecanismo de movimiento del inoculo de P. brassicae
reportado es a través de del suelo contaminado presente en la superficie de semillas y
tubérculos cosechados de suelos infestados, no obstante, las cantidades alli detectadas son

menores en comparacion con las observadas en la maquinaria agricola (Rennie et al., 2011).

Otro de los casos con mas estudios a través del tiempo y en grandes extensiones, son las
zonas de produccion de cruciferas en Suecia. Hacia la década de los 40’ se incluyd
extensiva y frecuentemente en los sistemas de produccion de Suecia la canola (Brassica
napus L.). La siembra y produccién de canola se llevé una alta intensidad, esto sumado a la
presencia del patégeno gener6 una disminucién en rendimientos en mdltiples zonas de

produccion hacia principios de los 80’s (Wallenhammar, 1996a).
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Con el fin de hacerle seguimiento a los brotes de hernia reportados en diferentes zonas de
Suecia entre 1984 y 1985, se tomaron 190 muestras en campos de produccién de canola
una vez al afio entre1986 y 1994 con el fin de realizar bioensayos para detectar P. brassicae
y encontrar posibles correlaciones entre la prevalencia de la enfermedad y la rotacion de
cultivos, el pH, el tipo de suelo y la ocurrencia de malezas susceptibles. Wallenhammar
(1996) encontré un que un 78% de las muestras tomadas estaban infestadas con P.
brassicae. Ademas, la autora determiné que en lotes 100 % infestados con P. brassicae, el
nivel de infestacion disminuyd hasta un nivel indetectable después de 17,3 afios. En cuanto a
la textura, se encontraron niveles de infestacion mas altos en suelos arcillosos que en suelos
limosos (60% contra 50%). Al evaluar el susceptible universal del ECD (Buczacki et al., 1975)
en las diferentes muestras, se encontraron respuestas diferenciales, lo que indico variacion
en las poblaciones del patdégeno (diferentes patotipos), por lo cual la autora sugiere que para
este tipo de estudios se utilicen diferentes plantas trampa.

Se desarroll6 un método cuantitativo basado en gPCR (curva estandar con base en
plasmidos) para detectar el patdgeno directamente en suelos naturalmente infestados (se
hicieron bioensayos para correlacionar la cantidad de ADN del patégeno encontrado con los
sintomas dela enfermedad) y usar estas determinaciones para predecir espacialmente el
riesgo de desarrollo de la enfermedad (segun el cultivar sembrado) dentro de lotes
comerciales de produccién de cruciferas en Suecia (Wallenhammar et al.,, 2012). Con
resultados de bioensayos anteriores (Wallenhammar et al.,, 2000) lograron asociar
cantidades de ADN de P. brassicae a las perdidas en rendimiento de canola de primavera
donde menos de 5 fg de ADN de plasmido-g de suelo™ da lugar a pérdidas menores al 10%
en cultivos susceptibles; entre 5y 200 fg de ADN plasmidico-g de suelo™ (correspondiente a
3000 y 130000 esporas - g de suelo?, respectivamente), existe un riesgo de pérdida en
rendimiento mayor al 10% en cultivos susceptibles, pero variedades resistentes pueden ser
cultivadas sin riesgo alguno, mientras que niveles mayores a 200 fg de ADN del plasmido - g
de suelo™, el uso de cultivares resistentes no es recomendable debido al riesgo generado por
la presion de inéculo. Respecto al patron de distribucion del patégeno dentro de los lotes,
Wallenhammar et al., (2012) encontraron una distribucién en parches, independientemente
de la metodologia de muestreo empleada (se evalué un muestreo en grilla rigida 50 m y uno
completamente aleatorizado con pocas muestras por lote). Esta distribucion irregular enfatiza
el hecho de que uno de los principales desafios involucrados en deteccién en un campo

particular de P. brassicae es la eleccién de la técnica de muestreo (Cao et al., 2007).



2.Factores de suelo, clima y manejo
agronomico relacionados con la prevalencia
de la hernia de las cruciferas en sistemas
horticolas de Colombia

2.1 Introduccioén

La hernia de las cruciferas es una enfermedad causada por Plasmodiophora brassicae
Woronin, un protozoario habitante de suelo. Este patdgeno afecta significativamente la
produccién de cruciferas en Colombia, las cuales para el afio 2016 representaron un
1.7% del area total sembrada con hortalizas (Agronet, 2016). Los sintomas tipicos de la
enfermedad se encuentran asociados con la formacién de agallas en las raices de las
plantas, lo que impide la absorcion de nutrientes y agua, causando retraso en el
crecimiento, marchitez foliar, clorosis, e incluso la muerte de la planta cuando los
sintomas son severos (Dixon, 2009b). El ciclo de esta enfermedad se encuentra dividido
en tres etapas principales. Durante la infeccion primaria, las esporas de resistencia del
patégeno perciben la presencia de una planta hospedera, lo que induce su germinacion
dando lugar a la liberacion de una zoospora primaria que viaja hasta los pelos radicales.
Una vez en los pelos radicales, ocurre la penetracion del patégeno que posteriormente
produce un zoosporangio primario el cual libera nuevas zoosporas que inician la
segunda fase del ciclo. La fase secundaria ocurre con la infeccién cortical durante la
cual se observa la aparicion de sintomas. Finalmente, se da la formacion de esporas de
resistencia dentro de las agallas, las cuales son liberadas al suelo tras la degradacion
bacteriana; dichas esporas constituyen el indculo primario en infecciones futuras (Burki et
al., 2010). Debe destacarse, que estas esporas, ademas, pueden permanecer viables en
suelo hasta por 18 afios en ausencia de un hospedero (Wallenhammar, 1996a) y su

vida media es de 4.4 afios (Hwang et al., 2015). Debido a la longevidad de las esporas
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de resistencia en el suelo y a su dificil manejo, esta enfermedad se ha convertido en
una de las mayores limitantes para el cultivo de especies cruciferas a nivel mundial
incluida Colombia (Dixon, 2009b; Jaramillo & Diaz, 2006).

Comprender las caracteristicas espaciales de una poblacién de patdégenos o poblacion
de plantas enfermas es esencial para desarrollar programas de manejo de
enfermedades (Madden et al., 2007). En Colombia las investigaciones sobre la hernia
de las cruciferas son limitadas y se han enfocado principalmente en el estudio de
estrategias de manejo de la enfermedad (Botero et al., 2015; Botero, 2016 Velandia et
al., 1998). Se desconocen la prevalencia de la enfermedad a nivel nacional y los
principales factores asociados al suelo, al clima y al sistema de produccion que afectan
su desarrollo en las principales especies cruciferas cultivadas en Colombia que incluyen

repollo, brdcoli y coliflor.

La intensidad de una enfermad esta modulada por los diferentes elementos del triangulo
de la enfermedad (hospedero, ambiente y patdgeno) (Agrios, 2005). Con base en el
planteamiento anterior, cuando se estudia la hernia de las cruciferas, el primer elemento
que se debe revisar en detalle es el patdégeno, el cual presenta caracteristicas
bioldgicas especiales que dificultan su manejo. En segundo lugar, con referencia al
ambiente las principales caracteristicas que modifican el desarrollo y la aparicién de la
enfermedad son aquellas asociadas al suelo, destacandose el pH, los contenidos de
boro y calcio, y la saturacion de agua en el suelo. Con respecto al pH, se ha establecido
gue el 6ptimo para el establecimiento de P. brassicae y el desarrollo de la enfermedad
se encuentra entre 5y 6.5 (Gossen et al., 2013; Narisawa et al., 2005; Niwa et al., 2008;
Niwa et al., 2007; Rashid et al., 2010; Webster & Dixon, 1991). Con relacion a los
contenidos de calcio y boro, se ha concluido que el incremento de las concentraciones
de calcio en suelo disminuye las tasas de infeccién primaria ademas de inhibir la
dehiscencia de los plasmodios (Webster & Dixon, 1991a). Por otro lado, se ha reportado
qgue el boro, aplicado en dosis entre 20 y 30 ppm reduce la tasa de maduracién de
plasmodios primarios ademas de disminuir la expresion de los sintomas (Webster &
Dixon, 1991a). Se ha establecido que un contenido de agua entre 60 y 70% favorece el
desarrollo de la enfermedad cuando la temperatura es 6ptima (Hwang et al., 2014;
Iwama et al., 1994). Finalmente, con respecto a la temperatura, el desarrollo 6ptimo de

la enfermedad ocurre entre los 20 y 25 °C con un pH del suelo entre 5 y 5.6 y una
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densidad de in6culo de 1x10° esporas de resistencia por planta (Gossen et al., 2012;
Gossen et al., 2013; Sharma et al., 2011).

Por ultimo, el hospedero también genera diferencias en la aparicion de la enfermedad y
en su intensidad. Hwang et al. (2011) encontraron que cultivares resistentes presentan de
dos a tres veces menor incidencia en la infeccion de pelos radicales en comparacion
con materiales susceptibles. Contrariamente, Ernst et al. (2019) hallaron aumentos en
las concentraciones de inoculo en suelos cultivados con ciclos consecutivos de
cultivares resistentes. El uso intensivo de cultivares resistentes puede generar presion
de seleccién sobre el patdgeno y causar la seleccién de patotipos capaces de romper la
resistencia (Diederichsen ert al., 2014; Hwang et al., 2011).

Teniendo en cuenta el desconocimiento de la prevalencia de la enfermedad y la relacion
entre su expresion y los factores asociados al suelo, al clima y al manejo del sistema de
produccién (Bhering et al., 2017; Dixon, 2009; Gossen et al., 2012), se hace crucial
investigar la relacion entre estos factores y la prevalencia de la enfermedad en las

diferentes zonas productoras de especies cruciferas en Colombia.

Esta investigacion tiene dos objetivos. El primero es determinar la prevalencia de la
enfermedad en las principales zonas productoras de especies cruciferas en Colombia;
mientras el segundo es evaluar la correlacién entre las caracteristicas del suelo, del

clima y del manejo agronémico sobre la presencia de la enfermedad.

2.2 Materiales y Métodos

Para determinar la prevalencia de la enfermedad en las principales zonas de produccién
de cruciferas en Colombia, se visitaron en total 125 sitios de muestreo distribuidos en
los departamentos de Cundinamarca (33), Antioquia (29), Narifio (28), Caldas (3), Boyaca
(10) Norte de Santander (9), Valle del Cauca (10) y Cauca (3). El numero de muestras
colectadas en cada departamento se establecié de forma proporcional al area sembrada
en repollo, brécoli y coliflor para el afio 2016 (Agronet, 2016). En cadauno de los sitios
de muestreo se colecté una muestra de suelo para andlisis fisicoquimicos y en aquellos
donde fue posible, se aplicé una encuesta al agricultor donde se indag6 sobre el manejo

agronomico del sistema de produccion. Ademas, se obtuvo la informacion climatica
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reportada en las estaciones mas cercanas a los sitios de muestreo, teniendo en cuenta
los promedios histéricos normalizados comprendidos entre 1981-2010 (IDEAM, 2014).
Las variables que se registraron fueron: temperatura promedio, temperatura maxima,

temperatura minima, humedad relativa y precipitacion.

2.2.1 Determinacion de la presencia de la enfermedad

La presencia de la enfermedad en los sitios de muestreo visitados se determin6 de dos
formas: la primera, por observacién directa en lotes sembrados con cruciferas
susceptibles al momento de la visita y la segunda contemplé una indagacion sobre el
historial del lote respecto a la presencia ausencia de la enfermedad. Para la
observacion directa, se realizd6 un muestreo en “W’, donde se extrajeron e
inspeccionaron las raices de las plantas en busca de sintomas. La enfermedad se
reportd como presente en caso tal que: se observaran los sintomas de la enfermedad
durante el muestreo o, el agricultor reportara haber observado la enfermedad en ciclos
de cultivo anteriores. Donde se encontraron cultivos de cruciferas establecidos, se
buscaron sintomas de la enfermedad y se determiné la severidad segun la escala de
seis niveles propuesta por Wang et al. (2011): 0, plantas sin sintomas; 1, agallas en
raices fibrosas; 3, pequefias agallas en las raices laterales; 5, agallas en las raices
laterales o pequefias agallas en la raiz principal; 7, muchas agallas grandes en las
raices laterales o agallas en la raiz principal; 9, varias agallas en la raiz principal y la

planta casi muerta.

2.2.2 Muestras de suelo

En cada uno de los sitios de muestreo se colecté una muestra compuesta de suelo (500
g) de los primeros 20 cm de profundidad siguiendo un patrén en “W” por el lote. Las
muestras se componian de cinco submuestras, las cuales se colectaron en cinco puntos
distribuidos a lo largo y ancho del lote. En la coleccion de las submuestras se busco
cubrir la totalidad del &rea sembrada, también se tomé al menos una submuestra de los
puntos donde los agricultores reportaron la mayor severidad de la enfermedad. En el
punto central de la W se tomd un cilindro para la estimacion de la densidad real y
aparente del suelo. Las muestras se llevaron al laboratorio de suelos y aguas de
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogot4,

donde se realiz6 el andlisis fisicoquimico completo.
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2.2.3 Coleccion de informacion de manejo agrondémico

Para conocer acerca del manejo agrondmico, en aquellos lotes donde fue posible, se
aplicé una encuesta a los agricultores donde se indagé sobre el tiempo durante el cual
el agricultor habia manejado el lote, el area sembrada, el esquema de rotacién de
cultivos, el material de cruciferas mas sembrado, la estrategia de propagacion
empleada, la maquinaria empleada para la preparacion del lote, el esquema de
mecanizacion, la proveniencia de la maquinaria utilizada, el uso de materiales
encalantes, la frecuencia y momento de aplicacién de los mismas, el uso de materia
organica, el tipo de materia organica aplicada, la frecuencia de aplicacion de materia

organica y el manejo de los residuos de cosecha.

2.2.4 Analisis estadistico

Se efectudé un analisis de correlacién de biserial puntual. Este tipo de analisis se usa
para correlacionar variables continuas (variables climéticas, propiedades de los suelos)
y variables dicotomicas (practicas de manejo y prevalencia de la enfermedad) para todas
las zonas (Kornbrot, 2014). Para tal efecto se utiliz6 el procedimiento CORR del
software estadistico SAS 9.4 (SAS®O Institute Inc.)

2.3 Resultados

2.3.1 Sistema de produccidén de cruciferas en Colombia

2.3.1.1 Cundinamarca

Para 2016, Cundinamarca contaba con la mayor area de produccion de cruciferas de
Colombia (Agronet, 2016). De los sitios visitados que coincidieron con lotes de
produccion agricola, el 63.3% incluyen cruciferas como parte de su esquema de
rotacion. Comunmente, el esquema de rotaciéon de los lotes donde se siembran
cruciferas incluye zanahoria, lechuga y papa. De los lotes de produccién que incluyen
cruciferas, el 47.4% de sus explotadores arrienda los terrenos y tan solo el 5.3% es
propietario. La produccion de cruciferas en Cundinamarca se concentra en areas
pequefias a medianas, donde el 94% de los lotes tiene un area entre 0.5y 5 ha, el
restante 6% cuenta con areas superiores a 5 ha. Los lotes de produccion se ubican
entre los 2500 y 2600 msnm (88%) y entre los 2600 y 2700 msnm (12%).

En términos de la tecnificacion de la produccion, el 100% de los productores de
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Cundinamarca que incluyen cruciferas en sus esquemas de rotacion utilizan como
sistema de propagacién plantulas adquiridas en viveros especializados, ademas, todos
realizan la preparacion del lote de manera mecanizada. El uso de hibridos se da en la
mayoria de los lotes de produccion en Cundinamarca. En el 76.2% de los lotes que
incluyen cruciferas se siembra repollo y de estos, el 56% de los productores siembran el
hibrido ‘Globe Master’ y 37% el hibrido ‘Delus’; en el 19% de los lotes se siembra
brocoli, en estos, en el 25% se siembra el hibrido ‘Legacy’, en los restantes lotes
desconocen el material sembrado; y por ultimo, en el 4.8% restante se siembra el hibrido
‘Skywalker’ de coliflor.

Con respecto a el manejo de la fertilidad del suelo, el 93% de los productores realiza
dos fertilizaciones, la primera se realiza en el momento de la siembra y la segunda
antes del inicio de la formacién de la cabeza en repollo o de la inflorescencia en brécoli
y coliflor; el 7% restante aplica toda la fertilizacién al momento de la siembra. Al evaluar
el uso de enmiendas (cal), se encontré que el 55% no aplica cal en ningln momento del
cultivo. Del restante 44% que encala, el 80% aplica las enmiendas justo antes de la
siembra. El tipo de cal aplicado en todos los lotes visitados en Cundinamarca es cal

dolomita.

Con respecto al manejo de los residuos de cosecha, el cual se considera uno de los
mayores factores de riesgo relacionados con la enfermedad, se encontré6 que todos
productores reincorporan los residuos de cosecha con la preparacion del suelo para la

siguiente siembra.

2.3.1.2 Antioquia

En Antioquia, el 63% de los lotes agricolas visitados incluyen cruciferas. El esquema de
rotacidon en este departamento incluye con mayor frecuencia pastos, papa, barbecho
(lotes en descanso) y zanahoria. El 40% de los lotes visitados pertenece al agricultor, el
30% son arrendados para fines de produccion y el restante 25% es manejado por un
administrador. Los lotes de produccion que incluyen cruciferas tienen un area mediana,
donde el 47% esta entre 1 a 5 ha, el 48% tiene areas menores a 1 ha y el restante 5%
presenta &reas mayores a 5 ha. La siembra de cruciferas en Antioquia se da en alturas entre

2000 y 2400 msnm, es de destacarse que el 59% de los lotes se ubican entre 2100 y 2200.
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En cuanto al material de partida, los productores antioquefios en su mayoria (94%)
adquieren plantulas en viveros especializados, los restantes implementan semilleros en
suelo. Por dificultades generadas por el relieve, la mecanizacién resulta dificil y sélo el
30% de los productores emplea maquinaria agricola para la preparacion de sus

terrenos.

Con respecto a la fertilizacion, el 53% de los productores aplica toda la fertilizacién a la
siembra mientras el 35% aplica dos fertilizaciones, la primera al momento de la siembra
y la segunda antes del inicio de la formacién de la cabeza en repollo o de la
inflorescencia en brocoli y coliflor. En el 81.5% de los lotes se aplica cal como
enmienda, la mayoria la aplica ocasionalmente (38%) y justo antes de la siembra (30%).
En el 70% de los lotes se aplica cal dolomita mientras que en el restante 30% se aplica

cal agricola.

Al igual que en Cundinamarca todos productores reincorporan los residuos de cosecha

con la preparacion del suelo para la siguiente siembra.

2.3.1.3 Nariio

De los lotes agricolas visitados en Narifio, el 48% incluye cruciferas en la rotacion, la
cual incluye papa y arveja. Los lotes donde se producen cruciferas en Narifio en su
mayoria son explotados por el propietario (62.5%), los restantes son explotados en un
sistema de aparceria (12.5%) y por un administrador (25%). En cuanto al area se
encontré que la mayoria de los lotes son de menos de 0.5 ha (58.3%) y el 41.7% de los
lotes tiene un area entre 1y 5 ha. La siembra de cruciferas en el departamento se ubica
entre 2800y 3100 msnm (80%) el restante entre 2500 y 2700 msnm.

La mayoria de los productores establecen su propio semillero en suelo (55.6%), los
restantes productores (44.4%) compran las plantulas en viveros especializados. La
mecanizacion para la preparacion del suelo se dificulta por el relieve escarpado y las
pendientes con alto grado de inclinacion, aun asi, el 40% de los lotes agricolas visitados

mecaniza.

En cuanto al uso de enmiendas, se determind que el 66.6% de los productores de



34 Caracterizacion de los factores de riesgo asociados a la hernia de las cruciferas en
los sistemas de produccion de hortalizas en Colombia

hortalizas que incluyen cruciferas en sus esquemas de rotacién aplican cal, y el total de
ellos lo hacen justo antes de la siembra. Respecto a la fertilizacién, en Narifio en la
mayor proporcién de los lotes no se usa ningun tipo de fertilizacion (46%), en los
restantes se aplica en la siembra (21.4%) o en una aplicacion fraccionada en la siembra
y justo antes de la formacion de la cabeza en repollo o de la inflorescencia en brécoli y
coliflor (32.6%).

Una pequefa proporcion de los productores encuestados en Narifio recoge los residuos
de cosecha (6.25%), la gran mayoria los deja en el campo y los reincorpora al suelo al
momento de la preparacion del suelo para la siembra de la siguiente especie de su
esquema de rotacion.

2.3.1.4 Norte de Santander

En Norte de Santander sélo se visitaron y se aplicaron las encuestas a lotes donde
estaban sembradas cruciferas. Las rotaciones en los lotes agricolas de este
departamento incluyen hortalizas semestrales como lechuga, apio y remolacha. El
44.4% de los lotes son explotados por su propietario, en el 33.3% se presenta el
sistema de aparceria y en el 22.2% por un arrendatario del predio. El area de los lotes
varia entre menos de 0.5 ha (55.6%) y entre 1 y 5 ha (44.4%). El departamento
presenta el mayor rango de altitud a la que se siembra cruciferas, concentrandose el
44.4% de los lotes entre 2000 y 2100 msnm, el restante 55.6% entre 2700 y 2800 msnm.

En Norte de Santander el 88% de lotes mecaniza. En términos del origen del material
de propagacion (plantulas), el 55% lo adquiere en viveros especializados y el 45% las

obtiene de su propio semillero en suelo desarrollado dentro del predio.

De los productores que fertilizan, el 33.3% lo hacen solamente a la siembra, y el 66.7%
lo hacen en de manera fraccionada. De igual manera se logré determinar que el 55% de
los lotes que incluye cruciferas aplica cal, de estos, en el 100% la cal se aplica justo

antes de la siembra.

En el departamento ningun productor recoge los residuos y por tanto los incorporan al

suelo al momento de la preparacion.



Capitulo 2. Factores de suelo, clima y manejo agrondmico relacionados con la 35
prevalencia de la hernia de las cruciferas en sistemas horticolas de Colombia

2.3.1.5 Valle del Cauca

Al igual que en Norte de Santander, sélo se visitaron lotes que incluian cruciferas en
su esquema de rotacién. En el esquema a de rotacidon se incluyen con mayor
frecuencia frijol, cebolla y habichuela. EI 50% de los que explotan el predio son
arrendatarios, el 40% propietarios y el 10 % administradores. En cuanto al area, En
el Valle del Cauca se encontrd la mayor proporcion de lotes visitados con mayor
area, 10% tenian un area entre 5y 10 ha, 40% entre 1 y 5 ha y el restante 50%,
tenian un area menor a 0.5 ha. En este departamento se encontraron las menores
altitudes de siembra, variando de 1600 a 2100 msnm, concentrandose el 40% entre
1700 y 1800 msnm.

El 60 % de los productores mecaniza la preparacion de los lotes, y a diferencia de
los demas departamentos; en cuanto al origen de las plantulas utilizadas para el
trasplante, la mayor proporcidon de los productores la obtiene de un semillero en
suelo establecido dentro del mismo predio (90%), el restante (10%) posee una

plantuladora en su lote, ninguno compra plantulas en viveros especializados.

Respecto a el manejo de la fertilidad del suelo, el 80% de los productores aplican el
100% de la fertilizacion al momento de la siembra, los restantes productores la
aplican mensualmente. Al evaluar el uso de enmiendas (cal), se encontré que el 70%
no aplica cal en ningin momento del cultivo, y el 30% restante que si la aplica lo
hace justo antes de la siembra. En este departamento se aplican cal dolomita (66 %)

y cal agricola (34%).

La mitad de los productores del departamento recoge los residuos de cosecha,
mientras que la otra mitad los reincorpora con la preparacion del suelo para la

siguiente siembra.

2.3.1.6 Boyaca

En el departamento de Boyaca se visitaron Unicamente lotes que incluian cruciferas
en sus esquemas de rotacion. Regularmente la rotacion incluye lechuga, cebolla de
bulbo y un periodo de barbecho. En Boyaca, predominan los propietarios como

explotadores de los predios (55%), seguidos de arrendatarios (33%) y por ultimo los
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aparceros (11%). El 89% de los lotes de produccion que incluyen cruciferas en el
departamento son de menos de una hectarea, el restante 11% tienen un area entre una
y cinco hectareas. La produccion de cruciferas se concentra entre los 2400 y los 2600

msnm, donde el 77.7% de las cruciferas se siembra entre 2500 y 2600 msnm.

Respecto a la tecnificacion de la produccién, en Boyaca todos los lotes usan maquinaria
para la preparacion del suelo; en cuanto al origen del material de propagacion, en el
departamento se presentan tres tipos: el 66.7% compra las plantulas en viveros
especializados, el 22.2% las obtiene de semilleros propios en suelo dentro del mismo predio
y el 11.1% posee su propia plantuladora usando bandejas y sustrato para la propagacion.

Se indag6 sobre el manejo de la fertilidad del suelo encontrdndose que el 100% de los
productores encuestados divide la fertilizacion en dos momentos, la primera a la
siembra y la segunda antes de que inicie la etapa de llenado del 6rgano de interés
(cabeza para repollo e inflorescencia para brocoli y coliflor); ninguno de los agricultores

visitados aplica cal al suelo.

Ninguno de los productores visitados recoge los residuos de cosecha, por consiguiente,

estos son incorporados al suelo para la siguiente siembra.

2.3.1.7 Caldas

En caldas todos los lotes visitados incluian cruciferas en sus esquemas de rotacion los
cuales normalmente incluyen también cebolla y cilantro. En Caldas, dos de tres
explotadores de los predios visitados son arrendatarios de estos, y el restante es
propietario. Dos de los lotes tienen un area inferior a 1 ha, y el restante tiene entre 1y 5
ha de area. En Caldas se encontraron lotes en dos rangos de altura distantes, el 66.6%
de los lotes de produccion de cruciferas se ubica entre los 1900 y los 2000 msnm,

mientras el 33.4% restante entre los 2300 y 2400 msnm.

En el departamento predomina con un 66% la preparacion del suelo manual, tan s6lo un
tercio de los lotes visitados usa maquinaria para esta labor. Por disponibilidad del
material de propagacion, todos los productores de cruciferas producen sus propias

plantulas en semilleros en suelo dentro del predio.
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La frecuencia de fertilizacion es diversa, esta puede efectuarse toda a la siembra o se divide
en la siembra y en una segunda fertilizacion o se realizan aplicaciones mensuales. Se
determind que un tercio de los productores visitados aplica cal y los restantes no aplica
ningun tipo de enmienda. De los productores que usan enmiendas, el 100% lo hace justo
antes de la siembra, la mitad usa cal agricola y la otra mitad cal, cal dolomita.

Todos los productores visitados dejan los residuos de cosecha en el lote y los

incorporan con la preparacion del suelo para la siguiente siembra.

2.3.1.8 Cauca

Del mismo modo que en Caldas, en el Cauca solo se visitaron lotes con siembra de
cruciferas. Ademas de las cruciferas, el esquema de rotacion también incluye
regularmente lechuga y acelga. Este departamento es el Unico visitado donde todos los
explotadores de los predios visitados son propietarios. Se determiné que todos los lotes
de produccion que incluyen cruciferas en el Cauca son de menos de 1 ha. Del mismo
modo que en Caldas, la produccion de cruciferas en el Cauca se concentra en dos
rangos de altitud distantes entre si, el 66.6% de los lotes se ubican entre los 1900 y los
2000 msnm, mientras el 33.4% restante entre los 2300 y 2400 msnm.

Otra particularidad del sistema de produccion de cruciferas del departamento es que la
totalidad de los productores preparan el suelo manualmente, ademas todos los
productores obtienen las plantulas para la propagacion de semilleros en suelo
establecidos dentro del mismo predio de produccion, factores que hacen del Cauca el
departamento con menor nivel de tecnificacion de la produccion, dentro de los

departamentos estudiados.

Los residuos de cosecha no se recogen y se incorporan con la preparacion del suelo de

la siguiente siembra.

2.3.2 Presencia de la enfermedad en las principales zonas

productoras de cruciferas

Se determiné la presencia de la hernia de las cruciferas en los principales
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departamentos productores de plantas pertenecientes a la familia Brassicaceae en
Colombia (Figura 2). Se reportaron como positivos aquellos sitios de muestreo
donde se encontraron sintomas de la enfermedad por observacion directa y aquellos
donde los agricultores reportaron la presencia de esta en ciclos anteriores de cultivo.
Se encontré la presencia de la hernia de las cruciferas en el 53.6% de los sitios de
muestreo visitados, de estos el 48.8% corresponde a sitios donde la enfermedad se
observé directamente por parte de los investigadores, mientras que el restante 4.8%
corresponde a lotes que se asumieron como positivos con base en el reporte de los
agricultores. A nivel nacional, se encontr6 la enfermedad en todos los

departamentos visitados a excepcién de Narifio (Figura 2).

Figura 2. Prevalencia de la hernia de las cruciferas en las principales zonas de
produccién de cruciferas de Colombia. En verde los departamentos visitados donde no se
observaron ni reportaron sintomas de la enfermedad; en rojo los departamentos donde se

observaron y/o se reportaron sintomas de la enfermedad
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Debe destacarse que en todos los lotes visitados donde se observé la enfermedad,
hubo plantas con el mayor nivel de severidad posible en la escala de Wang et al.
(2011). En los departamentos de Narifio, Boyaca y Cauca, la mayoria de los agricultores
desconoce la enfermedad (datos no mostrados). Dicho desconocimiento es de especial
importancia en los municipios de Sogamoso (Boyacd) y Popayan (Cauca), donde,
aunqgue la enfermedad se encontrd con la severidad mas alta, los agricultores atribuyen
las pérdidas y sintomas secundarios de la misma a factores tales como déficit hidrico y
deficiencias nutricionales. De los datos obtenidos, es de resaltar la posibilidad de que, a
la fecha, Narifio se encuentre libre del patégeno (Figura 3).

El departamento de Antioquia no se observaron sintomas de la enfermedad en repollo
blanco. Finalmente, segun las encuestas aplicadas, la enfermedad empezd a
observarse en Cundinamarca hace aproximadamente 15 afios, en Boyaca hace cinco
afos y en Norte de Santander hace tres afios, en los demas departamentos no se logro

determinar el momento de la aparicion de la enfermedad.

Figura 3. Prevalencia de la enfermedad en los principales departamentos productores de
cruciferas de Colombia. Se presenta el porcentaje de sitios de muestreo visitados en cada
Brassicaceae (barras negras) y de sitios de muestreo donde el agricultor reporté haber
observado la enfermedad en ciclos de cultivo anteriores de especies pertenecientes a la familia
Brassicaceae (barras blancas). Dicho porcentaje se estimd con base a la totalidad de sitios de
muestreo visitados en cada departamentodepartamento donde la enfermedad se observé en
plantas pertenecientes a la familia.
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2.3.3 Correlacion de variables de suelo y variables
medioambientales con la prevalencia de la enfermedad

Se determind la correlacion entre la presencia de la hernia de las cruciferas en los

diferentes sitios muestreados con las variables suelo y ambientales evaluadas para

establecer si existe alguna relacion de estas con la presencia de la enfermedad (Tabla 1).

El andlisis biserial puntual compara cada valor posible de la variable continua con las
dos posibilidades de la variable dicotomica (Kornbrot, 2014). Este analisis permite definir
si existe 0 no correlacion entre los dos tipos de variables, para determinar dependencia

entre estas.

De las variables evaluadas, el contenido de calcio, sodio, fésforo, boro, cobre y limos en
suelo, ademas del pH y la capacidad de intercambio catiénico efectiva (CICE), presentaron
una correlacion positiva con la presencia de la enfermedad (Tabla 1). Esto, indica que a
medida que se incrementan los niveles de estas variables, la probabilidad de encontrar la
enfermedad en un sitio determinado aumenta. Por su parte, el contenido de aluminio en el
suelo y el promedio de dias con lluvia al afio mostraron una correlacién negativa con la
presencia de la enfermedad (Tabla 1), lo que indica que la probabilidad de encontrar la
enfermedad en un sitio determinado se reduce a medida que incrementan el contenido de

aluminio en el suelo y el numero de dias con lluvia al afio.

2.3.4 Correlacion de variables de manejo agronémico con la

presencia de la enfermedad

Se determiné la correlacién de la presencia de la enfermedad con las variables de
manejo agronomico (Tabla 2). De estas, la aplicacibn de materiales encalantes, la
inclusion de cruciferas en el sistema de rotacién y la resistencia a la enfermedad del
material sembrado estuvieron correlacionadas con la presencia de la enfermedad en los
lotes visitados. Se encontr6é que la probabilidad de encontrar la enfermedad en un lote
es mayor cuando se incluyen cruciferas en el sistema de rotacion, mientras que a
medida que se incrementa la aplicacion de materiales encalantes y se usan materiales
resistentes a la enfermedad, la probabilidad de encontrar la enfermedad se reduce
(Tabla 2).
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2.35 Descripcion de las variables correlacionadas

Para el caso de las variables de manejo agronémico, se encontrd correlacién negativa
entre la presencia de la enfermedad y la inclusion de cruciferas en el esquema de
rotacion y con el nivel de resistencia del material sembrado. En el 86.5% de los lotes
que incluyen cruciferas en el esquema de rotacién, se siembra repollo, en los lotes

restantes brocoli (7.5%) y coliflor (6%).

En Antioquia el 100% de los agricultores que siembra repollo blanco emplea el hibrido
‘Tekila’, el cual se reporta como resistente a hernia de las cruciferas, en el resto de las
zonas visitadas se siembran hibridos y cultivares susceptibles.

Las variables relacionadas con el suelo y el ambiente que correlacionaron con la
presencia de la enfermedad fueron el pH y la CICE, los contenidos en suelo de
aluminio, fosforo, calcio, boro y cobre, asi como el nimero de dias promedio con lluvia
al afo. El pH de los suelos evaluados varia entre 4.45y 7.75 con un promedio de 5.9,
encontrdndose promedios de 5.72 en los lotes de Cundinamarca, 6.79 en Boyaca, 5.45
en Caldas, 6.25 en Norte de Santander, 6.5 en Cauca, 6.25 en Valle del Cauca, 5.58 en
Narifio y 5.8 en Antioquia.
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Tabla 1. Correlaciéon biserial puntual de la presencia de la enfermedad con variables de
suelo y medioambientales en los principales departamentos productores de cruciferas de

Colombia. Se resaltan con (*) aquellas variables correlacionadas con la prevalencia de la

enfermedad (p<0.05)

Variable

Correlacion biserial

enfermedad

Valor de significancia (p-
puntual/prevalencia de la value)

Atributos del suelo

pH 0.272 0.0037*
CICE? 0.259 0.0058*
Contenido de elementos en el suelo
Carbono organicao® -0.056 0.556
Nitrégeno® -0.057 0.550
CalcioP 0.268 0.004*
Potasio® 0.084 0.375
MagnesioP 0.168 0.074
SodioP 0.40 0.139
AluminioP -0.259 0.030*
FésforaP 0.413 <0.0001**
CobreP 0.268 0.0042*
HierroP -0.141 0.137
Manganeso® 0.129 0.176
ZincP 0.112 0.241
Boro® 0.289 0.002*
Distribucion granulométrica del suelo
Arcillas® 0.074 0.428
Limos® 0.208 0.028*
Arenas® 0.078 0.409
Variables medioambientales

Alturad -0.165 0.092
Precipitacion® -0.188 0.060
Dias al afio con lluvia® -0.297 0.002*
Temperatura media® 0.070 0.620
T maxima® 0.133 0.370
T minima® 0.102 0.491

@ Capacidad de intercambio catiénico efectiva.

b Determinacién del contenido de los elementos en el suelo.

¢ Determinacion porcentual de las fracciones de la fase sélida del suelo.
d Altura sobre el nivel del mar del sitio de muestreo

¢ Promedios anuales histéricos normalizados comprendidos entre 1981-2010.
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Tabla 2. Correlacién biserial puntual de la presencia de la enfermedad con las variables de
manejo agronémico. en los principales departamentos productores de cruciferas de
Colombia. Se resaltan con un (*) aquellas variables correlacionadas con la prevalencia de la
enfermedad (p<0,05).

Correlacion biserial Valor de significancia

Variable puntual/prevalencia
de la enfermedad (p-value)

Plantulacion® -0.069 0.535
Inclusién de cruciferas® ‘ 0.763 <0.0001*
Tipo de material ‘ -0.489 0.0006*
Relacion de propiedad de la maquinaria®  -0.007 0.49
Aplicacion de cal® -0.211 0.03
Aplicacion de materia organica® 0.042 0.701
Uso de materia organica fresca -0.031 0.823
Incorporacion de residuos de cosecha 0.110 0.311

aUso de plantulas provenientes de viveros especializados

b Inclusién de cruciferas en el esquema de rotacion

¢ Materiales resistentes y susceptibles

d Determinacion de la proveniencia de la maquinaria, propia o alquilada.

¢ Se determind si se aplicaba o no cal y materia organica

La CICE, por su parte, exhibié una alta variabilidad, oscilando entre 1.03 y 85 meq-100g
! siendo los departamentos de Cundinamarca (33 meq-100g?) y Boyaca (30 meq-100g-
1) los que presentaron los promedios mas altos. Respecto a los contenidos en suelo de
calcio, aluminio, fésforo, cobre y boro se encontraron valores promedio de 17.22, 0.76,

51.18, 2.23 y 0.59 ppm respectivamente.

Por ultimo, de las variables ambientales evaluadas s6lo el nimero promedio de dias con
lluvia al afio se relacioné con la presencia de la enfermedad. El promedio nacional fue
de 179 dias con lluvia al afio. En Cundinamarca hay en promedio 149 dias con lluvia al
afo, en Boyaca 135, en Caldas 180, en Norte de Santander 171, en Cauca 213, Valle del

Cauca 161, en Narifio 195 y en Antioquia 217.
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2.4 Discusion

En el presente estudio se determiné la prevalencia de la hernia de las cruciferas en las
principales zonas de produccion de cruciferas de Colombia. Ademas, se determiné la
correlacion entre la prevalencia de la enfermedad y variables de suelo, clima y de
manejo del sistema de produccién. La enfermedad se observé y/o reporté en todos los
departamentos visitados exceptuando Narifio, no obstante, se requiere confirmacion por
pruebas moleculares para la deteccion del patdgeno en suelo (PCR de punto final y/o
cuantificacion de inéculo por gPCR) (Cao et al., 2007; Rennie et al., 2011). Tal
confirmacion se requiere puesto que, aungque no se observo ni se reporto la enfermedad
en campo, aun existe la posibilidad de que el in6culo se encuentre en suelo en
densidades inferiores a las requeridas para el desarrollo de sintomas. Hwang et al. (2011)
reportan que se requiere un minimo de 1x10° esporas de resistencia-gramo de suelo™
para producir sintomas consistentes en condiciones que sean altamente propicias para

la infeccion.

La presente investigacion reporta por primera vez la enfermedad en Norte de
Santander, Cauca, Valle del Cauca y Boyaca ampliando el reporte hecho por Jaramillo &
Diaz, (2006) y Torres (1972); estos autores confirmaron la presencia de la hernia de las

cruciferas en los departamentos de Cundinamarca, Antioquia y Caldas.

En Antioquia no se encontraron sintomas de la enfermedad en repollo blanco, esto se
debe a que, en la totalidad de los lotes visitados en el departamento, se cultiva el repollo
hibrido ‘Tekila’, el cual ha sido reportado como resistente a la enfermedad (Diederichsen
et al., 2009; Peng et al., 2014). En este departamento, los lotes donde se encontrd y/o
report6 la enfermedad se siembran con repollo morado, brdcoli y coliflor, para los cuales
no se encontraron materiales cultivados de alta aceptacion comercial con resistencia a

la enfermedad.

Las condiciones edaficas que se correlacionaron con la presencia de la enfermedad
fueron el pH, la CICE y los contenidos en el suelo de aluminio, fosforo, calcio, boro y

cobre.
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El pH y la concentracion de calcio son caracteristicas determinantes en el desarrollo de
la hernia de las cruciferas (Webster y Dixon 1991). Con respecto al pH se ha encontrado
una correlacion positiva débil entre este y la incidencia de la enfermedad (Gossen et al.,
2013; Strelkov et al., 2007; Wallenhammar, 1996), lo que indicaria a primera vista los
resultados de esta investigacion son discordantes con reportes previos. No obstante, el
pH éptimo para que se desarrolle la enfermedad se encuentra entre 5,0 y 6,5 (Gossen
et al., 2013; Narisawa et al., 2005; Niwa et al., 2008; Niwa et al., 2007; Rashid et al.,
2013; Ruaro et al., 2010; Webster & Dixon, 1991), mientras que el rango del pH de los
suelos evaluados en este estudio varia entre 4.45 y 7.75. Asi pues, el limite inferior de
pH de los suelos evaluados se encuentra por fuera del 6ptimo para el desarrollo de la
enfermedad, por consiguiente, el aumento en el pH equivaldria a acercarse al 6ptimo, lo

gue explica el tipo de correlacién encontrada.

Con respecto a los contenidos de calcio y al boro, se encontré6 que a mayores
contenidos de estos elementos en el suelo se aumenta la probabilidad de encontrar la
enfermedad en las zonas visitadas. Estos resultados se oponen con los reportes de
literatura, donde el incremento en las concentraciones de calcio causa una reduccion en
el nimero de infecciones y la expresion de sintomas de la enfermedad (Webster &
Dixon, 1991c), mientras que altas concentraciones de boro reducen la tasa de
maduracién de los plasmodios lo que afecta negativamente los niveles de la
enfermedad (Webster & Dixon, 1991a). Debe recalcarse que el efecto de estos
nutrientes se correlaciona negativamente con la presion de in6culo, es decir, a mayor
presion de in6culo la reduccién de la enfermedad en altas concentraciones de calcio y
boro en el medio es menor (Gossen et al., 2014; Webster & Dixon, 1991). En la mayoria
de los lotes visitados donde se encontro la enfermedad los niveles de severidad eran los
mas altos, lo que se ha relacionado con altas densidades de inéculo del patégeno
(Murakam et al., 2002). Por tal razon es de presumirse Una alta presion de inéculo que
puede enmascarar el efecto de estos elementos sobre la hernia, causando una falsa
correlacion de dichas variables con la presencia de la enfermedad, por esto se debe

profundizar en el andlisis incluyendo variables tales como la densidad de in6culo.

Bhering et al. (2017) reportan que valores bajos de pH y altos contenidos de aluminio en

el suelo favorecen el desarrollo de la hernia de las cruciferas (avance de sintomas).
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Para el caso de nuestro estudio, los contenidos de aluminio en el suelo se
correlacionaron negativamente con la prevalencia de la enfermedad. Dicho
comportamiento, aunque contrario a lo que reporta la literatura, puede deberse al efecto
negativo que tiene el aluminio en el desarrollo radical del hospedero, al disminuir la
ramificacién de raices (Meurer, 2007), lo que puede reducir la probabilidad de infeccion y
con esta la probabilidad de encontrar la enfermedad en un lote determinado. No
obstante, dicha afirmacion esuna hipotesis que requiere ser investigada a profundidad.

En términos del sistema productivo, se encontré la mas alta correlacion de los factores
aqui evaluados entre la inclusion de cruciferas en el esquema de rotacion y la presencia
de la enfermedad. Esto concuerda con lo reportado por Dixon (2009) y Gossen et al.,
(2014), quienes afirman que la incidencia y la severidad de la hernia de las cruciferas

aumentan a medida que se intensifican los cultivos de cruciferas.

Finalmente, de las variables climéaticas solamente el promedio de dias al afio con lluvia
tiene un efecto significativo sobre la prevalencia de la enfermedad, mostrando una
correlacion negativa. Como reportan Bhering et al. (2017), existe menor riesgo de que
se presente la hernia de las cruciferas en areas con poca lluvia y suelos bien drenados.
Sin embargo, los mismos autores aclaran, que fluctuaciones en la cantidad de lluvia
(periodos con lluvia sobre el promedio seguidos de periodos de sequia) pueden generar
epidemias de la enfermedad, lo que no podemos verificar para las zonas evaluadas con
los resultados obtenidos en este estudio, debido a la imposibilidad de acceder a datos
climaticos curados correspondientes a un periodo mas cercano al momento de la

evaluacion de la enfermedad.



3.Factores de suelo, clima y manejo
agronomico relacionados con la densidad de
indculo de P brassicae en sistemas
horticolas de Colombia

3.1 Introduccidn

La hernia de las cruciferas es una enfermedad importante presente en las principales
zonas de produccion de cruciferas de Colombia. Se reportan perdidas entre el 42.5% y el
74.5% en cultivos de repollo, brécoli y coliflor con densidades de inéculo de 1x10% y
1x108 ER por gramo de suelo (Gémez et al. datos sin publicar). Dixon (2009) reporté un
promedio de pérdidas a nivel mundial entre el 10% y el 15%.

La severidad de la enfermedad esta relacionada directamente con la concentracion de
in6culo del patégeno. Murakami et al. (2000) asi lo determinaron, tras encontrar indices de
severidad del 10% y del 62% en un andisol haplico y en un andisol con bajos contenidos
de acidos himicos respectivamente a una concentracion de 102 ER-g de suelo e indices
de severidad para los mismos suelos del 60% y 99% respectivamente con una

concentracion de 1x10° ER-g de suelo.

Las plantas infectadas por P. brassicae producen agallas en las raices afectando el paso
de agua y nutrientes hacia la parte aérea, lo que resulta en plantas con poco crecimiento
y marchitas. Cuando las raices infectadas se descomponen, una gran cantidad de esporas
de resistencia se libera al suelo, donde pueden sobrevivir durante muchos afios
(Wallenhammer 1996).
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Existen factores que afectan la produccion, viabilidad y vida media de las ER en el suelo.
La densidad de inoculo de un suelo infestado con el patdégeno depende de factores como
la capacidad de producir y liberar ER al suelo. Una planta infectada muerta puede liberar
al suelo entre 1x10%y 1x10° ER. La severidad de la enfermedad influye en la produccién y
liberacion de ER. Esta produccion y liberacion de ER llega a su maximo en niveles bajos
de severidad, y permanece constante cuando la severidad es mayor (Dixon 2009a), lo que

implica un gran nimero de ER liberadas al suelo incluso en severidades bajas.

El ambiente juega un papel importante en la acumulacién de ER, principalmente en la
viabilidad y su duracién en el suelo. Una de las caracteristicas del suelo con méas efecto
sobre la hernia de las cruciferas y sobre el patégeno que la causa es el pH. Aparentemente
el pH acido aumenta la tasa de produccion de zoosporas primarias, pero no tiene efecto
sobre la germinacion de las ER (Bochow 1961 citado por Dixon 2009a). La longevidad de
las esporas es influenciada por la temperatura, el contenido de humedad y la posicion en
el perfil del suelo (Dixon 2009a). Otro elemento que afecta la densidad de esporas esta
relacionado con la aplicacion de cal, Murakami et al. 2002 encontraron una disminucion en
el contenido de ER en el suelo en los rangos de 17-31% cuando se aplicé cianamida de
calcio, 12-29% cuando se aplic6 cal dolomita y una reduccion entre 10% y 39% cuando se

us6 carbonato de calcio (cal viva).

Detectar y cuantificar el patégeno o la enfermedad que éste causa son componentes
fundamentales en el manejo de enfermedades (Strandberg, 1986; Faggian & Strelkov,
2009). Debido a las dificultades del manejo de la hernia de las cruciferas, se han
desarrollado métodos para detectar y cuantificar el inéculo de P. brassicae con el fin de
evitar la siembra de cruciferas en lotes con altos niveles de infestacién, siendo esta la
estrategia mas efectiva de control. Determinar la carga de ER en el suelo contribuye a una
Optima seleccién de las estrategias de manejo de la enfermedad (Stewart 2007), como
también es ampliamente utilizada para generar patrones de distribucion del inéculo
(Standberg, 1986).

A la fecha, diversos autores han desarrollado métodos basados en PCR en tiempo real
(gPCR) para la cuantificacion de P. brassicae, ofreciendo diversas variaciones que van
desde la seleccion de cebadores diferentes hasta la modificacion de la reaccién de

amplificacién, entre otras (Cao, Tewari, & Strelkov, 2007; Deora et al., 2015; Hwang et al.,
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2011; Li et al., 2013; Rennie et al., 2011; Wallenhammar et al., 2012). Sin importar la
variacion en la técnica de gPCR, el éxito y la confiabilidad de los métodos de cuantificacion
basados en PCR dependen de la calidad del muestreo, esto debido a la frecuente
distribucién en parches del patégeno en los lotes (Cao et al., 2007), lo que genera una alta
probabilidad de tener una baja representatividad el estado actual de la densidad de inéculo

en los lotes.

El presente estudio es el primero en determinar la densidad de in6culo de P. brassicae en
lotes de produccién de hortalizas de Colombia y en evaluar los efectos de factores
asociados al desarrollo de la hernia de las cruciferas sobre la densidad de inoculo. Por
consiguiente, la investigacion tuvo por objetivos: i) validar la técnica de gPCR para la
cuantificacion de in6culo de las poblaciones colombianas de P. brassicae presentes en las
principales zonas de produccion de cruciferas del pais; ii) determinar la densidad de
inoculo en lotes de las principales zonas de produccion de cruciferas de Colombia, y iii)
determinar la relacion entre la densidad de in6culo y algunos factores de produccion y

ambientales.

3.2 Materiales y métodos

Para determinar la densidad de indculo se visitaron en total 125 sitios de muestreo
distribuidos en los departamentos de Cundinamarca (34), Antioquia (28), Narifio (29),
Caldas (3), Boyaca (10) Norte de Santander (9), Valle del Cauca (9) y Cauca (3). El nimero
de muestras colectadas en cada departamento se establecié con base en el area

sembrada en repollo, brécoli y coliflor para el afio 2016 (Agronet, 2016).

3.2.1 Muestras de suelo

En cada uno de los sitios de muestreo se colectd una muestra representativa compuesta
(cinco submuestras) de 700 g de los primeros 20 cm de profundidad siguiendo un patrén

de “W”. En el punto central de la W se tom6 un cilindro para la estimacién de la densidad
real y aparente del suelo. Las muestras se llevaron al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
Antonio Angarita Zerda de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacionalde
Colombia, sede Bogoté4, donde se secaron a temperatura ambiente, pulverizaron, y 200 g

se congelaron a -20 °C hasta su uso en la cuantificacion via qPCR, los restantes 500 g se
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llevaron al Laboratorio de Aguas y Suelo de la misma Facultad para el analisis

fisicoquimico completo.

3.2.2 Coleccion de informacién de manejo agronémico

Para conocer acerca del manejo agronémico, en aquellos lotes donde fue posible, se aplicé
una encuesta a los agricultores donde se indagd sobre el tiempo durante el cual el
agricultor habia manejado el lote, el &rea sembrada, el esquema de rotacion de cultivos, el
material de cruciferas mas sembrado, la estrategia de propagacién, la maquinaria
empleada para la preparacion del lote, el esquema de mecanizacion, la proveniencia de la
madquinaria utilizada, el uso de materiales encalantes, la frecuencia y momento de
aplicacion de los mismas, el uso de materia organica, el tipo de materia organica aplicada,
la frecuencia de aplicacién de materia organica y el manejo de los residuos de cosecha.

3.2.3 Informacién climatica

La informacion climatica se obtuvo de la estacion meteoroldégica méas cercana al sitio de
muestreo, el conjunto de datos obtenido consistio en los datos historicos normalizados de
1982 a 2010 (IDEAM, 2014). El analisis incluy6 la temperatura promedio, la temperatura
maxima, la temperatura minima, la humedad relativa, la precipitacion mensual y el nimero

de dias de lluvia por afo.

3.2.4 Extraccion y dilucion de ADN

El ADN total del suelo se extrajo a partir de 250 mg de la fraccidon mas fina del suelo usando
el kit DNeasy PowerSoil™ (Quiagen). Se siguieron las recomendaciones del fabricante
exceptuando el volumen de elucion el cual se modificé debido a resultados de ensayos
previos (datos no mostrados) en los cuales se encontraron concentraciones muy bajas en

algunas muestras, por lo que el volumen de lucién se modificé de 100 ul a 50 pl.

Una vez obtenidas las extracciones, se cuantificé el ADN y se determiné su calidad con un
NanoDrop ONE (TermoFisher Scientific EEUU). EI ADN se diluyé a 1 ng-plty 2 ng-ul?
para PCR de punto final. Para gPCR se efectuaron diluciones 1:10 y 1:50 cuando la
concentracion del ADN obtenido era mayor a 10 ng-ul?, en caso contrario el ADN se

proceso sin diluir. Las diluciones se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.
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3.2.5 Estandarizacion de las condiciones de PCR

Con el fin de descartar la presencia de inhibidores en las muestras de ADN vy verificar la
presencia del patdgeno, se desarrollaron PCR de punto final con las extracciones de todas
las muestras usando los cebadores especificos para P. brassicae TC2: TC2F 5'-3
(AAACAACGAGTCAGCTTGAATGCTAGTGTG) y TC2R 5-3
(CTTTAGTTGTGTTTCGGCTAGGATGGTTCG) que amplifican un fragmento de la
regiones 18S e ITS1 y producen un fragmento de 519 pares de bases (pb) (Cao et al.,
2007) y con los cebadores universales ITS: ITS1 (5-3 TCCGTAGGTGAACCTGCGG)
(Gardes & Bruns 1993) e ITS4 (5-3 TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al., 1990)
con una longitud entre 550 y 780 bp, con ADN diluido a 1 ng-ulty a 2ng-ul™.

Los volimenes de los reactivos para las reacciones de PCR de punto final para los

cebadores TC2 e ITS usados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracién y volumenes en la reaccion final de los reactivos para PCR de punto final

con el set de primers TC2/ITS

Reactivo Volumen

sd Agua Milliq 12.3 pl
PCR Buffer (10X) 2.5 ul
MgClz (50mM) 1.0 pl
dNTPs (2.5 mM) 2.0 ul
TC2F/ITS1 (1.0 uM) 1.0
TC2R/ITS4 (1.0 uM) 1.0u
Taq Polymerasa 0.2 pl

ADNg* 5.0 ul
TOTAL 25 pl

*Concentracion del ADN varia segiin ensayo

Las temperaturas de la reaccién de PCR fueron las siguientes: activacion a 94 °C por
2 min, 40 ciclos de: 94 °C por 30 s, 1 min a 65 °C, y 1 min de extension a 72 °C. Para
finalizar un ciclo de 72 °C por 10 min.

Se efectud electroforesis de los segmentos amplificados en un gel de agarosa al 1% con

bromuro de etidio:
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3.2.6 Curva estandar

Para la construccion de la curva estdndar se empleé ADN extraido a partir de una
suspension de esporas de resistencia con concentracion de 1.7x10° ER por mililitro. Las
esporas se obtuvieron a partir de agallas de plantas de repollo hibrido ‘Globe Master’. El
ADN obtenido se diluyo de forma seriada en base diez usando la extraccion original y agua
Mg estéril obteniendo la cantidad de ADN eque se obtendria a partir de extracciones
realizadas en suspensiones de ER con las concentraciones 1x10°8, 1x10°%, 1x10%, 1x10%y
1x10? ER-g de suelo.

Para la qPCR se utilizaron los cebadores propuestos por Rennie et al. (2011) y modificados
por Deora et al. (2015) DC1: DC1F 5-3 CCTAGCGCTGCATCCCATAT Y DC1mR 5'-3
CGGCTAGGATGGTTCGAAA que amplifica un fragmento de 92 pb. La curva se corrié en
cada placa de cuantificacion para disminuir los errores y definir los limites de deteccion de
la curva en cada placa (Figura 4).

Figura 4. Curva estandar para la cuantificacion de P. brassicae en lotes de Colombia. Se

muestra la ecuacién de la curva y el R2,
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R? =0,9986
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3.2.7 Cuantificacion de indculo de P. brassicae en muestras de
suelo

La cuantificacién de in6culo se desarroll6 en un LightCycler 480 (Roche). Como agente

intercalante y emisor de fluorescencia se utiliz6 SYBR® Green (LightCycler® 480 SYBR®

Green | Master, Roche). Las concentraciones y los volimenes de la reaccion se presentan

en la Tabla 4.

El ADN extraido se proceso para la cuantificacion empleando una dilucion 1:10. Aquellas
muestras que presentaron inconsistencias dentro de las repeticiones técnicas tales como:
curvas melting con picos en temperaturas diferentes a las esperadas o mas de un pico por
muestra, valores de desviacién estandar del ciclo de cuantificacién (Ct) mayores a 0.3 o
incongruencias con lo reportado en las encuestas y lo visto en campo, se repitieron
empleando una dilucién del ADN 1:50, o aquellas muestras donde el ADN presentaba
concentraciones inferiores a 10 ng/ul la amplificacién se llevo a cabo con el ADN sin diluir.
Las temperaturas y los tiempos utilizados fueron: denaturacion inicial a 94.0 °C por 2 min,
40 ciclos de 94.0 °C por 30 seg. para denaturacion, 1 min de annealing a 65.0 °C, extension
a 72.0 °C por 1 min y un ciclo de 72.0 °C por 10 min. Al terminar los ciclos de la gPCR, se
implementd un analisis High Resolution Melting (HRM por sus siglas en inglés), el cual
permite visualizar los picos melting (temperatura a la cual el equipo detecto la fluorescencia
emitida por el SYBR Green). En cada placa ademas de la curva estandar, se incluyé un
control negativo (el ADN se remplazé con agua). Las muestras se cuantificaron por

triplicado.

Tabla 4. Concentraciéon y volimenes de lareaccién de qPCR con los cebadores DC1m

Reactivo (concentracion inicial) Volumen
SYBR Green Master Mix 2X Buffer ‘ 5
Primer's F/R (3.2 mM) ‘2.5 ul

ADN ‘2.5 ul

Total 10 ul
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3.2.8 Andlisis estadistico

Para la determinacién de la densidad de inoculo se puso como limite entre las réplicas de
cada muestra un valor de 0.3 de desviacién estdndar, aquellas muestras que superaron

este limite se repitieron con una menor concentracién de ADN (1:50).

Previa realizacion de los analisis para relacionar los diferentes factores de riesgo asociados
con la densidad de indculo del patégeno, se realizaron andlisis de distribucién de los datos
para establecer su normalidad y asi definir el tipo de andlisis mas apropiado. Puesto que
la densidad de inéculo no present6 una distribucién normal, los analisis se realizaron por
medio de modelos generales linealizados, ya que estos soportan datos de diferente
naturaleza con diversas distribuciones. Para estos andlisis se eliminaron los datos de los
sitios de muestreo donde el valor de la densidad de inéculo era mayor a 2x10* ER-g de
suelo? (los sitios eliminados del andlisis fueron: NSCH02, NSMUO01, CFA31, NSMUO02,
NSMUO5, NSCHO03, AMA28). Los datos eliminados representaban valores extremos que
afectaban la estimacién de modelos, generando respuestas espurias.

Si las variables evaluadas con los modelos linealizados mostraban efecto sobre la
densidad de in6culo, se realizé un analisis de correlacién de Spearman que es valido para
variables que no siguen una distribucién normal, con los valores de densidad de in6culo

para cada departamento. Todos los analisis se llevaron a cabo usando el software R studio

3.3 Resultados

3.3.1 Densidad de in6culo en las principales zonas de produccion
de cruciferas
Se determind la densidad de inéculo promedio de los lotes de los ocho departamentos con
mayor produccion de cruciferas en Colombia. La densidad de inéculo fue de
4.14 x10° ER-g de suelo! en Antioquia, 3.48 x10® ER-g de suelo! en Boyaca,
5.05 x10° ER-g de suelo! en el Cauca, 4.09 x10° ER-g de suelo! en Caldas,
8.93 x10% ER-g de suelo® en Cundinamarca, 8.19 x10° ER-g de suelo™ en el Valle del
Cauca, y 1.64 x10° ER-g de sueloen Norte de Santander, donde se encontré la densidad

mas alta, ésta se diferencio estadisticamente de los demas departamentos (Figura 5). A
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pesar de que durante el muestreo no se observaron plantas enfermas, ni hubo reporte de
la presencia de la enfermedad en el departamento de Narifio, la alta sensibilidad de la
técnica gPCR permitio la identificacion de la presencia de inoculo del patégeno en la zona,

con una densidad de inoculo promedio de 7.06 x10°ER-g de suelo™.

Figura 5. Boxplot para la densidad de in6culo en términos de esporas de resistencia por
gramo de suelo (ER). Antioquia (A), Boyaca (B), Cundinamarca (C), Caldas (Ca), Cauca (CC),
Narifio (N), Norte de Santander (NS), Valle del Cauca (VC). La barras representan los valores
maximos y minimos de densidad de in6culo en cada departamento, el valor promedio esta
representado por la linea transversal, los limites de las cajas representan los cuartiles con mayor

concentracion de datos.
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3.3.2 Relacién entre las caracteristicas ambientales y del suelo
con la densidad de inoculo

Se determind la relacion entre densidad de in6culo y las caracteristicas ambientales y del
suelo. Se encontré efecto sobre la densidad de inéculo de los contenidos en suelo de
calcio, magnesio, sodio, boro y zinc, la capacidad de intercambio catidnica efectiva (CICE),
la precipitacion media anual, los dias con lluvia al afio, la temperatura promedio y la
temperatura méaxima. Dicho efecto, se evalué por medio de la construccion de modelos
generales linealizados de la familia gamma con enlace a la distribucion identity, loscuales

son ideales para variables respuesta y explicativas de tipo continuo cuya distribucion no
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se ajusta a un modelo normal.

Se encontrd correlacion negativa en todas las variables de suelo que tienen efecto sobre
densidad de in6culo (Tabla 5), es decir, a medida que aumentan los contenidos en suelo
de calcio, magnesio, sodio, zinc y boro y aumenta la CICE las densidades de indculo del
patégeno tienden a disminuirse (Tabla 5). Por el contrario, las variables climaticas
presentaron correlacion positiva con la densidad de inoculo de P. brassicae. Siendo asi,
cuando se incrementa la temperatura media, la precipitacion media, los dias con lluvia al
afo y la temperatura méxima, existe mayor probabilidad de encontrar lotes con mayor

densidad de inéculo (Tabla 5).

3.3.3 Relacién entre factores del manejo del sistema productivo y
la densidad de in6culo
Dentro de los factores relacionados con el manejo agronémico del sistema de produccion,
Unicamente el tipo de plantulacién tuvo efecto sobre la densidad de in6culo. Dicho efecto
se evalu6 por medio de un modelo general linealizado de la familia gamma, puesto que
esta es una variable categérica multinomial. EI modelo obtenido permitié concluir que la
plantulacién tiene un efecto significativo sobre la densidad de in6culo (p=0.0253),
explicando que la probabilidad de tener mayores densidades de indculo aumenta cuando
el agricultor realiza semilleros en suelo, mientras que las menores densidades de inéculo

de P. brassicae son observadas cuando el agricultor compra plantulas en vivero.

3.4 Discusion

Este es el primer estudio en cuantificar la densidad de in6culo de P. brassicae en lotes de
los principales departamentos productores de cruciferas de Colombia (Cundinamarca,
Antioquia, Narifio, Boyaca, Norte de Santander, Valle del Cauca, Caucay Caldas), ademas
de establecer la correlacion entre la densidad de inéculo y las caracteristicas ambientales

y del suelo, asi como con las estrategias de manejo del sistema productivo.
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Tabla 5. Correlaciéon de Spearman entre la densidad de inéculo de P. brassicae y variables de

suelo y medioambientales en los principales departamentos productores de cruciferas de

Colombia.
Correlacién Valor de significancia (p-
Variable Spearman/densidad value)
de indculo
Atributos del suelo
CICE? -0.2522429 0.00564
Contenido de elementos en el suelo
CalcioP -0.22491 0.01434
Magnesio® -0.3163 0.00045
SodioP -0.3092 0.00062
ZincP -0.2579 0.00462
BorgP -0.2346 0.01041
Variables climéticas
Precipitacion® 0.3377 0.00017
Dias al afio con lluvia® 0.2035 0.02637
Temperatura media® 0.2974 0.03721
T méaxima® 0.2886 0.0326

a Capacidad de intercambio cationico efectiva
b Determinacion del contenido de los elementos en el suelo

¢ Promedios anuales histéricos normalizados comprendidos entre 1981-2010

Con la deteccion y cuantificacion de P. brassicae (Figura 1), se confirman los reportes de
la presencia de la enfermedad hechos para Cundinamarca, Antioquia, Boyaca, Norte de
Santander, Valle del Cauca, Cauca y Caldas (Jaramillo & Diaz, 2006; Torres 1969). En
investigaciones previas no se observé ni reporté la enfermedad en el departamento de
Narifio, sin embargo, la sensibilidad de la técnica aqui utilizada para detectar y cuantificar
in6culo del patégeno (gPCR), logré confirmar la presencia de P. brassicae en los lotes
evaluados de Narifio, con una densidad de 7.06 x10° ER-g de suelo. Bajo condiciones de
alta favorabilidad para el desarrollo de la enfermedad, Hwang et al. (2011) reportaron que
se requiere una densidad de inéculo minima de 1x10° ER-g de suelo™ en condiciones de
invernadero para la aparicion consistente de sintomas, para el caso de condiciones de
campos naturalmente infestados, se requieren 1x10° ER-g de suelo?, lo cual indica que
en las zonas estudiadas de Narifio, en promedio, se pueden presentar sintomas
ocasionalmente pero sélo en aquellos lotes donde la densidad de inoculo se acerca a
1x10° ER-g de suelo xse generan sintomas claros consistentemente, se requieren
estudios mas detallados en Narifio para determinar qué factores estan influyendo

negativamente en algunas zonas, en la aparicion de sintomas de hernia de las cruciferas.
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El departamento con las concentraciones mas elevadas de ER-g de suelo™ fue Norte de
Santander (1.64 x10° ER-g de suelo™), resultado que resulta interesante por tratarse de
una zona de frontera; se deben realizar estudios mas detallados y con mayor amplitud en
los muestreos en esta zona. Las diferencias observadas entre la densidad de in6culo
encontrada en los lotes de este departamento con los demas posiblemente se deban a
esquemas de rotacion con alta frecuencia de cruciferas como lo reportan Dixon (2009) y
Gossen et al. (2014).

Respecto a la densidad de inb6culo, existen dos factores que estdn relacionados
directamente: i) la longevidad de las ER, las cuales pueden sobrevivir hasta por 18 afios (3.6
afos en promedio) en ausencia de un hospedero susceptible (Wallenhammar, 1996b) v ii)
las grandes cantidades de ER liberadas al medio por plantas enfermas, un cultivo susceptible
de canola contribuye con 1.49x108 ER-g de suelo? en ensayos de mini parcelas, y hasta
1x10'° ER por gramo de agalla bajo condiciones de campo (Hwang et al., 2013).

Existen factores ambientales que pueden modificar tanto la produccién de nuevo in6culo
como su longevidad (Dixon, 2009; Rashid et al., 2013). Este estudi6é encontré una
correlacion negativa entre la densidad de in6culo y los contenidos en suelo de calcio,

magnesio, sodio, boro y zinc, y la capacidad de intercambio cati6nica efectiva (CICE).

El calcio se considera un factor que genera suelo supresivo para P. brassicae, por lo tanto,
afecta negativamente la germinacion de ER, pero no actia de forma aislada, deben tenerse
en cuenta los factores asociados a la microbiota del suelo (Stewart 2007). Shinoda et al.
(2005) encontraron que la cantidad de ER presentes en el suelo se vio afectada
negativamente al agregar escoria altamente calcarea. En este estudio, la disminucién de
la densidad de las esporas en reposo se asoci6é con el cultivo de Qing gin cai (Brassicae
chinensis L) en condiciones de pH alto del suelo. A partir de estos resultados, los autores
concluyen que el mecanismo de supresion se debe a un fendmeno que ocurre después de
que la zoospora primaria infecta el pelo de la raiz. Tales resultados concuerdan con lo
encontrado en este estudio, a medida que aumentan las concentraciones en suelo de
calcio, se disminuye la cantidad de in6culo presente en el suelo. Sin embargo, respecto al
efecto directo del calcio sobre las esporas de resistencia existen reportes contradictorios.
Myers & Campbell (1985) mostraron una baja toxicidad de los iones de calcio e hidrogeno

sobre las ER. Para concluir esto los autores incubaron por una semana ER en una solucién
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1M de cloruro de calcio, después de lo cual concluyeron que la reduccién en la capacidad

de infeccion de los pelos radicales por parte de las ER es minima.

Existe un efecto indirecto del calcio sobre la densidad de indculo, que va en concordancia
con lo aqui hallado. Aumentos en la concentracion en suelo del ion calcio pueden suprimir
la germinacién de esporas de resistencia a niveles bajos de inéculo (Murakami et al., 2002).
También se reporta que el calcio genera inhibicion de la dehiscencia del esporangio
primario a niveles altos de densidad de inéculo (Webster & Dixon, 1991c); el calcio también
esta involucrado en la interaccién con el potasio y el magnesio, cualquier exceso en alguno

de estos nutrientes puede afectar la toma por parte de la planta de otro.

Al igual que el calcio, el magnesio y el sodio tienen un efecto indirecto en la densidad de
in6culo; altas concentraciones de magnesio en el medio de crecimiento inhiben la
liberacion de zoosporas y la formacién de agallas. En este caso, la respuesta de la
enfermedad al magnesio también depende del pH, a mayor pH mayor es el efecto de
reduccion de la enfermedad con aplicaciones de magnesio (Myers & Campbell 1985). El
sodio se reporta como controlador de la hernia de las cruciferas, reduciendo el nimerode
pelos infectados, el mayor efecto se encontré con el hidroxido de sodio y al igual que las
otras bases, su efecto es dependiente del pH, a mayor pH mayor reduccién de las

infecciones (Samuel & Garrett, 1945).

Respecto a las variables climaticas estudiadas, se encontré correlacion positiva entre la
densidad de inéculo y la temperatura media y maxima, la precipitacion media anual y el
ndamero de dias con lluvia al afio, lo que implica que aumentos en los valores de estas

variables, aumentan la probabilidad de encontrar lotes con mayores densidades de in6culo.

En términos generales, altos contenidos de agua en el suelo favorecen el desarrollo de la
enfermedad (Stewart, 2007). Ledingham (1934) concluyé que las ER permanecen viables
a pesar de ser humedecidas y secadas repetidamente; en este sentido, el efecto positivo
encontrado en este estudio no esta relacionado con un efecto directo de la humedad sobre
la densidad de in6culo, sino con un efecto indirecto. La sobresaturacion de humedad del
suelo conlleva a que los poros del suelo estén llenos de agua, esto aumenta la probabilidad

de que las ER germinen y puedan moverse en la fase acuosa del suelo con mayor facilidad
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para llegar a los pelos radicales y generar infeccion, que en ultimas lleva a la formacion de
agallas y a la liberacién de més inéculo al suelo en hospederos susceptibles (Monteith,
1924). Otro factor relacionado con el ambiente que modifica la densidad de inoculo en los
suelos es la precipitacion. Si el suelo esta saturado de agua, se generaran
encharcamientos y posibles inundaciones que en terrenos con pendiente pueden mover
las ER a distancias considerables, aumentando el nUmero de estas en zonas alejadas a

los lotes infestados (Dixon 2009a).

Se sabe que la temperatura desempefia un papel en el desarrollo de la hernia de las
cruciferas (Colhoun, 1953; Monteith, 1924). La temperatura 6ptima para el desarrollo de la
enfermedad oscila entre 20 °C y 24 °C (Colhoun, 1953). Los resultados respecto a los
rangos de temperatura no son consistentes, sin embargo, se han logrado rangos consenso
para cada etapa del ciclo de vida de P. brassicae (infeccion primaria, infeccion secundaria,
colonizacién y desarrollo de sintomas): el desarrollo es muy lento a temperaturas por
debajo de 17 °C, el desarrollo llega a su maximo entre 23-26 °C y luego disminuye a medida
gue la temperatura aumenta a 30 °C (Sharma et al., 2011; Sharma et al., 2011). La relacién
directa encontrada en este estudio entre la densidad de indculo y la temperatura media y
maxima de los lotes concuerda con lo reportado en literatura, en promedio, la temperatura
media en los lotes estudiados fue de 15 °C, y la temperatura maxima promedio fue de 20.5
°C; lo que indica que aumentos en las dos temperaturas generarian temperaturas que
estan dentro de los rangos 6ptimos para el desarrollo, lo que aumenta la probabilidad que

la densidad de indculo se incremente.

La densidad de in6culo de P. brassicae es uno de los factores que mas influye en el
desarrollo de la hernia de las cruciferas, por consiguiente, la toma de decisiones con
respecto a su manejo debe estar siempre en busca de mejores estrategias para reducir la
densidad de in6culo ademas de prevenir su aumento. Teniendo en cuenta lo anterior, los
resultados aca obtenidos, son importantes puesto que permitirdn una toma de decisiones
mucho mas acertada en la medida que se tendran en cuenta aquellos factores
ambientales y los relacionados con el manejo que se dan en las regiones productoras de
cruciferas de Colombia que estan determinando cambios en la densidad de inéculo y por

ende en el desarrollo y severidad de la enfermedad.



4.Patrones espaciales de p/lasmodiophora
brassicae en Colombia

4.1 Introduccidn

Como la principal limitante para la produccion de cruciferas donde esta presente, la hernia
de las cruciferas es una enfermedad de suelo presente en las principales zonas de

produccion de cultivos de esta familia de Colombia.

Su agente causal, P. brassicae, es un parasito obligado que produce grandes cantidades
de ER que son liberadas al suelo y pueden permanecer viables en promedio 3.6 afios y
hasta 18 afios en ausencia de un hospedero susceptible (Wallenhamar 1998). Las ER se
convierten en el Unico medio de dispersién y de nuevas infecciones de la enfermedad
(Murakami et al. 2000).

Comprender las caracteristicas espaciales de una poblacion de patégenos o poblacién de
plantas enfermas es esencial para desarrollar programas de manejo de enfermedades
(Madden et al., 2007).

Respecto al patrén de distribucion del patégeno dentro de los lotes, Wallenhammar et al.
(2012) encontraron una distribucién en parches, independientemente de la metodologia de
muestreo empleada (un muestreo de grilla rigida de 50 m y un muestreo completamente
aleatorizado con pocas muestras por lote). Esta distribucién irregular enfatiza el hecho de
gue uno de los principales desafios involucrados en deteccion en un lote particular de

P. brassicae es la eleccion de la técnica de muestreo (Cao et al., 2007).
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Se han desarrollado estudios sobre patrones espaciales y monitoreo de las poblaciones
del patégeno en Australia, China, Canada y Suecia (Anders et al., 2016; Cao et al., 2009;
Chai et al., 2014; Donald et al., 2006; Faggian & Parsons, 2002; Gossen et al., 2015;

Wallenhammar, 1996). El caso de la region de Alberta, Canada es uno de los mas
estudiados. La zona se consideraba libre del patégeno hasta 2003, a pesar de que en la
enfermedad se habia reportado en otras regiones del pais y principalmente en cultivos de
hortalizas cruciferas (Strelkov & Hwang 2014). En 2003 se desarroll6 un estudio en
aproximadamente 70 lotes de canola de Alberta, el cual reveld la presencia no confirmada
antes del patégeno (Tewari et al., 2005). El reporte prendié las alarmas en la region y
permitié generar politicas publicas para el control de la enfermedad y su dispersion (Cao
et al., 2009).

El presente estudio es el primero en determinar los patrones espaciales del in6culo de P.
brassicae y en generar una estimacion de la probabilidad de encontrar la enfermedad en
ciertas areas de las regiones de mayor produccion de cruciferas de Colombia (Narifio,
Cundinamarca y Antioquia).

4.2 Materiales y métodos

Para establecer los patrones espaciales de P. brassicae, se determiné la densidad de
in6culo en 91 sitios de muestreo de los departamentos con mayor area de produccion de
cruciferas: Cundinamarca (34), Antioquia (28) y Narifio (29). El nimero de muestras
colectada corresponde al minimo requerido para garantizar la continuidad espacial
necesaria para los andlisis geoestadisticos. Las muestras se colectaron una grilla rigida

con puntos equidistantes entre si.

4.2.1 Cuantificacion de in6culo

La metodologia de cuantificaciébn que incluye: la metodologia de muestreo, la toma y
almacenamiento de muestras, la extraccion de ADN, la construccion de la curva estandar
y los métodos y materiales necesarios para la cuantificacion per se, se describe en el

numeral 4.2 del capitulo 4 anteriormente presentado.
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4.2.2 Analisis estadistico

Se realizaron andlisis de distribucion de los datos para establecer su normalidad y poder
definir el tipo de analisis mas apropiado. Puesto que la densidad de indculo no present6
una distribucion normal, los andlisis se realizaron por medio de modelos generales
linealizados, ya que estos soportan datos de diferente naturaleza con diversas
distribuciones. Para estos analisis se eliminaron los sitios de muestreo donde el valor de

la densidad de inéculo era mayor a 2x10* ER-g de suelo™ (los sitios eliminados del andlisis
fueron: NSCH02, NSMUO01, CFA31, NSMU02, NSMUO05, NSCHO03, AMA28). Los datos
eliminados representaban valores extremos que afectaban la estimaciéon de modelos,

generando respuestas espurias.

Los analisis geoestadisticos se realizaron por medio de la estimacion de variogramas para
la determinacién de autocorrelacion espacial. Cuando se encontré correlacién espacial de
la densidad de in6culo del patégeno en cada uno de los puntos de procedi6é a efectuar
analisis de modelamiento por medio de krigging y con estos modelos se realizaron mapas

de calor. Estos analisis se efectuaron usando el software ArcGis 10.4®.

4.3 Resultados

4.3.1 Patrones espaciales de la densidad de inoculo en los
departamentos de Cundinamarca, Antioquia y Narifio
Los analisis espaciales de los tres departamentos revelaron la correlacion espacial
para la densidad de in6culo del patégeno. En Cundinamarca se observo que el
patégeno se dispersa siguiendo un angulo de 45°, mientras que en Antioquia y Narifio
la dispersion del patégeno es anisotropica (igual dispersién en todos los sentidos). En
cuanto se realiz6 en modelamiento para los datos de densidad de inéculo, se
pudieron generar mapas de calor que permiten la estimacion de la densidad de
in6culo, no obstante, la intensidad de muestreo fue insuficiente para generar valores
altamente confiables, por tal razén no es valido predecir la densidad de in6culo por
fuera de los sitios muestreados y los mapas aqui generados son ilustrativos (Figura 6,

Figura 7 y Figura 8).



64 Caracterizacion de los factores de riesgo asociados a la hernia de las cruciferas
en los sistemas de produccion de hortalizas en Colombia

4.4 Discusion

Este es el primer estudio en generar patrones espaciales del in6culo de P. brassicae en
los principales departamentos productores de cruciferas de Colombia: Cundinamarca,

Antioquia, Narifo.

Debido a las dificultades del manejo de la hernia de las cruciferas cuando ya esta presente
en el lote de produccion, la exclusion aparece como una alternativa efectiva de manejo, al
evitar la siembra de cruciferas en lotes con altos niveles de infestacion (Stewart 2007). Por
eso, los resultados aqui obtenidos resultan Utiles para predecir dentro de las zonas
muestreadas, las areas infestadas o con presencia del patdgeno y asi evitarlas o disefiar
estrategias dentro del manejo del sistema productivo que eviten la dispersion o el aumento
del inoculo en los lotes.

En las Praderas Canadienses se ha desarrollado uno de los estudios de monitoreo mas
complejos, extensos y de mayor duracién con el fin de identificar nuevos lotes con la
presencia de P. brassicae. Se logré obtener abundante evidencia que soporta el hecho de
gue el aumento en la prevalencia de la enfermedad en esta region se debe a la dispersién

del patégeno (Strelkov & Hwang 2014).

Por tratarse de un patégeno de suelo, P. brassicae se puede dispersar por todas aquellas
actividades que estén relacionadas con el movimiento de suelo (Strelkov & Hwang 2014).
Una de las variables evaluadas en este estudio fue la propiedad de la maquinaria utilizada
para hacer las labores de preparacion del suelo. En este aspecto se encontré que, en
Antioquia, Narifio, y Cundinamarca, mas del 60% de los productores que preparan el suelo
de forma mecanizada, para tal fin los agricultores arriendan la maquinaria, lo que aumenta
el riesgo de dispersion del patdégeno de lotes infestados a lotes sin la presencia del

patégeno.
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Figura 6. Mapa de calor que presenta la densidad de inéculo de P. brassicae en términos de

esporas de resistencia por gramo de suelo en el departamento de Cundinamarca.
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Figura 7. Mapa de calor que presenta la densidad de indculo de P. brassicae en términos de

esporas de resistencia por gramo de suelo en el departamento de Antioquia.
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Figura 8. Mapa de calor que presenta la densidad de indculo de P. brassicae en términos de

esporas de resistencia por gramo de suelo en el departamento de Narifio.
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Se reporta que el viento puede mover las esporas a larga distancia, en contraste con las
distancias que pueden generar el movimiento de agua de escorrentia superficial (Gossen
et al., 2014). Esto se relaciona con el hecho de que en los primeros 5 cm del perfil del suelo
se pueden encontrar el 97% de las ER presentes en el suelo, o que aumenta la posibilidad
de que en el viento se transportes particulas del suelo con ER adheridas (Kim et al.,
2000). Este estudié no tuvo en cuenta una variable relacionada directamente con este
medio de dispersion, pero en las visitas a los sitios de muestreo, se evidenciaron
practicas que contribuyen a la dispersion por viento, en algunos casos la preparaciéon del
suelo en seco genera nubes de polvo que pueden contener ER (Fig. 9B) y en otros
casos, la preparacién del suelo para nuevas siembras implica dejar el primer horizonte
del perfil del suelo desnudo expuesto a la erosién por el viento (Fig. 9A) como lo reportan
Rennie et al. (2015).

En Colombia se esta favoreciendo la dispersion del inéculo de P. brassicae debido a
practicas de manejo como dejar a total exposicion el horizonte A y el hecho de que la
mayoria de los productores preparan el suelo con maquinaria alquilada y posiblemente

contaminada con indculo del patégeno.
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Para este tipo de estudios son necesarios muestreos mas intensivos, que garanticen mayor
continuidad espacial, con el fin de que los mapas sean predictivos y puedan ser tenidos
en cuenta para la toma de decisiones de siembra en zonas donde la probabilidad de
encontrar altas densidades de in6culo sea muy baja.

Figura 9. Practicas de manejo del sistema productivo de cruciferas en Colombia que aumentan el
riesgo de dispersion de ER por el viento. A) Lote de produccién de hortalizas en Antioquia recién
preparado con el horizonte A (primeros centimetros del perfil) sin cobertura vegetal; B) Nube de

polvo generada por la incorporacion de residuos de cosecha en un lote de coliflor en

Cundinamarca







5.Conclusiones generales y recomendaciones

La hernia de las cruciferas esta presente en los principales departamentos productores
de especies cruciferas de Colombia a excepcién de Narifio, sin embargo, la alta
sensibilidad de la técnica gPCR permitié la confirmacion de la presencia de inoculo del
patégeno en la zona, con una densidad de inoculo promedio de 7.06 x10° ER-g de suelo
1, Ademas, este estudio representa el primer reporte de presencia de la enfermedad para
Norte de Santander, Valle del Cauca, Cauca y Boyacd. Con base en la presente
metodologia, Narifio se proyecta como una zona prominente para la produccién de
cruciferas en Colombia, ya que a pesar de que el inéculo de P. brassicae esta presente,
existen condiciones ambientales, de manejo o aquellas asociadas al suelo que estan
afectando negativamente el desarrollo de la enfermedad y con esto aparicion de
sintomas de hernia de las cruciferas, por consiguiente, se requiere estudiar este proceso
a mayor profundidad.

La presencia de la enfermedad esta correlacionada positivamente en las principales
zonas de produccion de cruciferas de Colombia con el aumento en los contenidos de
calcio, boro, fésforo y cobre en el suelo, efecto posiblemente relacionado con las mejores
condiciones para el hospedero y no para el patégeno. Aquellos factores relacionados con
el hospedero (inclusién de cruciferas y su nivel de resistencia) son los mas relacionados

con la presencia de la enfermedad en las diferentes zonas estudiadas.

El departamento con mayor densidad de in6culo promedio fue Norte de Santander, con
1.64 x10°ER-g de suelo?, el resto de los departamentos exhiben valores similares de

densidad de inéculo entre si (sin diferencias significativas).

Al aumentar los valores de todas las variables de suelo, se aumenta la probabilidad de

encontrar lotes con menores valores de densidad de indculo, es decir, a medida que
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aumentan los contenidos en suelo de calcio, magnesio, sodio, zinc y boro y aumenta la

CICE las densidades de in6culo del patégeno tienden a disminuirse.

El dnico factor de manejo del sistema productivo que incluye cruciferas que se correlaciona
con la densidad de in6culo, fue el tipo de propagacion utilizado, donde la probabilidad de tener
mayores densidades de inéculo se aumenta cuando el agricultor realiza semilleros en suelo,
mientras que las menores densidades de in6culo de P. brassicae son observadas cuando el

agricultor compra plantulas en vivero.

Este es el primer estudio de este tipo realizado en Colombia, en el cual se lograron determinar
los factores ambientales y de manejo que tienen mayor peso en el desarrollo de la hernia de
las cruciferas y en las variaciones de la densidad de in6culo del patégeno presente en el suelo,
ademas se convierte en una herramienta de partida para el disefio e implementacion de
esquemas de manejo integrado de la enfermedad, que incluyan zonas aptas para el cultivo de

cruciferas en el pais.

De igual manera es el primer estudio de este tipo desarrollado en una zona tropical,
donde a diferencia de las zonas templadas con estaciones, las condiciones climaticas
permiten que existan hospederos susceptibles todo el afio, lo que suma elementos
diferentes a las dinamicas poblacionales del pat6geno, respecto a lo reportado en

estudios realizado en zonas con estaciones.

5.2 Recomendaciones

Sabiendo la distribucion de la enfermedad y los factores que afectan su desarrollo y la
densidad de in6culo del patdgeno, se hace necesario entrar en detalle sobre la estructura
poblacional de P. brassicae. Para tal fin, se deben determinar los patotipos presentes en las
zonas de produccién, haciendo especial énfasis en las zonas de frontera como posible punto

de entrada de la enfermedad al pais.

Ademéas de determinar los patotipos, desarrollar estudios filogenéticos incluyendo
poblaciones caracterizadas de paises de la region y de otras regiones con estudios mas
profundos (Canada, Europa y Asia), permitira tener claridades de donde pudieron provenir

las poblaciones de P. brassicae presentes en el pais ademas de convertirse en un insumo
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fundamental para el desarrollo de un programa de mejoramiento enfocado en hortalizas

cruciferas y en las poblaciones del patdgeno especificas del pais.

La validacion de los resultados aqui obtenidos, en términos de toma de decisiones es
necesaria para darle efectos practicos a los mismos, el enfoque de andlisis de riesgos
puede resultar en un metodo mas amable en cuanto a la utilidad y facilidad de uso para

los productores de cruciferas del pais.
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