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RESUMEN

Introduccion. La produccion de mostaza
(Brassica rapa sp. pekinensis) se ve afectada
por la enfermedad causada por Plasmodiophora
brassicae. Objetivo. Determinar el efecto de
Abono Organico, Microorganismos de Montafia
y Fertibiol, para el control biolégico de P. bras-
sicae. Materiales y métodos. Los tratamientos
disefiados se evaluaron de manera individual y
en combinacion, las variables evaluadas fueron
peso fresco y seco de la parte aérea y la radical,
relacion raiz-tallo, indice de severidad radical y
persistencia de esporas en el suelo (rtPCR). Se
realizaron 2 ciclos de cultivo y 2 evaluaciones.
Se utilizaron las pruebas de Kruscal-Wallis,
Shapiro-Wilks y Levene, ANDEVA y la prueba
DGC (Di Rienzo, Guzman y Casanoves) para
la separacion de medias. Resultados. Los tra-
tamientos que contenian abono organico (solo o
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ABSTRACT

Use of Organic Matter, Mountain
Microorganisms (MM) and Fertibiol for
the biological control of cabbage club root
(Plasmodiophora brassicae wor.) in the
cultivation of chinese mustard (Brassica rapa
sp. Pekinensis var. Taranko F1). Introduction.
Mustard production (Brassica rapa sp.
Pekinensis) is affected by the disease caused
by Plasmodiophora brassicae. Objective.
To determine the effect of Organic Matter,
Mountain Microorganisms and Fertibiol, for the
biological control of P. brassicae. Materials
and methods. The designed treatments were
evaluated individually and in combination, the
variables evaluated were fresh and dry aerial
and radical weight, root-stem ratio (R/T), radical
severity index and spore persistence in the soil
(rtPCR). Two culture cycles and 2 evaluations
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en mezcla) obtuvieron los mayores valores para
las variables de peso fresco y seco, tanto para
la parte aérea (méas de 300% respecto al testigo)
como la radical. La relacion raiz-tallo (R/T) fue
menor y, por ende, mas favorable en el tratamien-
to con abono organico, con un valor de 0,22. Para
el indice de severidad, el tratamiento con MM
presentd el menor valor en las 2 evaluaciones,
mientras que los tratamientos con abono organi-
co mostraron el mayor valor, pero esto no afect6
negativamente el rendimiento. Para la variable
persistencia, fue posible determinar que en el
testigo hubo una disminucion en la cantidad de
esporas germinativas con el avance del tiempo
y que los tratamientos aplicados ocasionaron
respuestas variables en cuanto a este compor-
tamiento, mostrando ecuaciones con diferente
pendiente y muy diversos coeficientes de varia-
cion. El tratamiento con MM presentd para la
segunda evaluacion la menor cantidad promedio
de esporas y el menor indice de severidad radi-
cal. Conclusion. El abono orgénico mejoré el
rendimiento de las plantas y la utilizacion de
MM redujo la severidad y mostrd potencial para
disminuir la presencia de esporas en el suelo.

INTRODUCCION

La mostaza (Brassica rapa sp. pekinensis)
es una hortaliza originaria de China que perte-
nece a la familia Brassicaceae. En Costa Rica, su
cultivo se realiza en su mayoria en las zonas altas
de Cartago y Zarcero, entre los 700 y los 2000
msnm, posee un alto consumo en la poblacién
costarricense, lo que determina su importancia
(Ramirez y Nienhuis 2012).

Una de las enfermedades que limita la
produccién comercial de brasicas en general
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were performed. The Kruscal-Wallis, Shapiro-
Wilks and Levene, ANDEVA tests and the DGC
(Di Rienzo, Guzman & Casanoves) test for the
separation of means were used. Results. The
treatments containing organic matter obtained
the highest values for the variables of fresh
weight and dry weight, both for the aerial part
(more than 300% compared to the control) and
the radical part. The R/T ratio was lower, and
therefore more favorable, in the treatment with
organic matter, with a value of 0.22. For the
severity index, the MM treatment had the lowest
value in the 2 evaluations, while the treatments
with organic matter showed the highest value,
but this did not affect the yield negatively.
For the persistence variable, it was possible to
determine that in the control treatment there
was a decrease in the amount of germinating
spores with the advance in time and that the
treatments applied caused variable responses
regarding this behavior, showing equations with
different slopes and very different coefficients of
variation. The treatment with MM presented for
the second evaluation the lowest average amount
of spores and the lowest radical severity index.
Conclusion. The organic matter improved the
yield of the plants and the use of MM reduced
the severity and showed potential to reduce the
presence of spores in the soil.

y de la mostaza en particular es la hernia de
las cruciferas, causada por el protista biotrofo
obligado Plasmodiophora brassicae (Wor). Este
microorganismo se ha dispersado por todo el
mundo, posee una gran cantidad de plantas hos-
pederas, aproximadamente 330 géneros y 3700
especies de la familia Brassicaceae (Dixon 2009)
y se estima que puede reducir el rendimiento
hasta en un 50% y causar un 60% de pérdida de
cultivo (Strehlow et al. 2015). En ocasiones es
necesario dejar de sembrar cultivos susceptibles
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o0 bien abandonar los lotes con presencia de altas
poblaciones de este microorganismo.

El ciclo de P. brassicae se divide en 2
fases; en la primera, los exudados de la planta
(y otras sustancias) inducen la germinacién de
las estructuras de resistencia y estas producen
las zoosporas que penetran los pelos radicales.
A esto se le atribuye la hiperplasia e hipertro-
fia celular, que induce el crecimiento anormal
de las raices (Riascos et al. 2011), asi como la
disminucion en la absorcion y el transporte de
agua y nutrientes (Dixon 2014). En la segunda
fase, la enfermedad llega hasta el cortex de
la raiz, el plasmodio se divide en estructuras
multinucleadas y se fracciona formando nuevas
estructuras de resistencia que luego son libera-
das al suelo (Riascos et al. 2011). Estas estruc-
turas de resistencia o esporas pueden vivir sin
la presencia de un hospedero susceptible hasta
por 2 décadas, aunque el promedio de persis-
tencia es de alrededor de 4 afios (Friberg et al.
2008, Dixon 2009).

Bjorling (2013) sefiala que el éxito de P.
brassicae se debe a que sus estructuras de repro-
duccidn o esporas estan bien protegidas, por lo
que el microorganismo tiene la capacidad de
sobrevivir en el suelo bajo condiciones adversas,
en tanto que, dichas estructuras responden ger-
minando rapidamente una vez que encuentran un
hospedero compatible.

El combate quimico de enfermedades,
como la hernia de las cruciferas, ha sido rea-
lizado en su mayoria mediante agroquimicos
como PCNB, Clorotalonil, Triclamida, Fluazi-
nam, Flusufamida, Carbendazim, Quintozeno,
cyazofamida (Tanaka et al. 1999, Wang et al.
2017). Sin embargo, el control del P. brassicae no
ha sido exitoso y el elevado uso de agroquimicos
ha provocado dafios al suelo y al ambiente, como
contaminacion, desequilibrio en las poblaciones
microbiologicas, resistencia y otros (Castillo y
Guerrero 2008, Sanchez-Bayo y Tennekes 2017).

Por tanto, se hace necesaria la imple-
mentacion de nuevas técnicas favorables para
el ambiente y que reduzcan no solo los costos
de produccidn, sino también los riesgos de la

emergencia de nuevos causales de enfermedades,
producto de las técnicas implementadas en los
sistemas agricolas convencionales. Estas nuevas
estrategias han estado orientadas hacia la incor-
poracién de materia organica al suelo y el uso de
microorganismos con capacidad biocontroladora.

La presencia de materia organica es fun-
damental para la salud y calidad del suelo, ya que
modifica y mejora las condiciones decaidas del
mismo. La materia orgadnica aporta nutrientes a
los diversos organismos, incluyendo las plantas;
ademas, la diversidad microbiana y el sustrato
energético, para el componente microbiano que
implica, deriva en la generacion de procesos
afines a la salud del suelo y de las plantas (Kib-
blewhite et al. 2008).

Los abonos organicos ejercen su capa-
cidad supresora mediante la sinergia con los
microorganismos antagonistas, la carga micro-
biana que aumenta la competencia por recursos,
la liberacion de compuestos tdxicos, durante
la descomposicion de la materia organica, la
induccion de la respuesta sistémica en la planta
hospedera, entre otras causas (Lockwood 1988,
Buysens et al. 1996, Zhang et al. 1996, Bonano-
mi et al. 2018, Neher 2019). Niwa et al. (2007)
encontraron efectos importantes en la supresion
de P. Brassicae, debido a las incorporaciones de
materia orgénica.

Con respecto a los microorganismos bio-
controladores, Auer y Ludwig-Miller (2015)
indican que la colonizacion de las raices por
parte de este tipo de microorganismos puede
promover el crecimiento radical y la defensa de
las plantas mediante la mejora de las respuestas
inmunoldgicas.

Las bacterias de los géneros Pseudomonas
y Bacillus son conocidas como las bacterias mas
eficientes para el control de microorganismos,
causales de enfermedades presentes en la parte
foliar y en la raiz, y se ha demostrado el control
de P. brassicae mediante el uso de dichas bac-
terias (Einhorn et al. 1991), asi como también la
reduccidn en la presencia de sintomas (Yeoung et
al. 2003). En el género Bacillus se han observa-
do mecanismos, tales como la competencia por
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sustrato y fuente de alimentacion, la produccion
de antibioticos, enzimas y de otras sustancias,
como sideroforos, los cuales se han relacionado
con la actividad biocontroladora (Bais et al.
2006). Ademas, se conoce el potencial que tiene
este microorganismo para solubilizar fosfatos,
fijar nitrégeno y promover el crecimiento vegetal
(Lugtenberg y Kamilova 2009).

Referente al género Pseudomonas, este es
reconocido como controlador bioldgico, median-
te la proteccion a semillas y raices. En diversos
estudios se ha encontrado que bacterias de
este género producen sustancias antifiingicas y
antibiéticas que han controlado enfermedades
causadas por Fusarium spp. y Gaeumannomyces
spp. (Imran et al. 2006). Ademas, se ha observa-
do que Pseudomonas incrementa la resistencia
sistemica de las plantas debido al incremento en
la actividad de quitinasas y peroxidasas (Nan-
dakumar et al. 2001).

Otra opcidn, dentro del control bioldgico,
es el uso de los microorganismos de monta-
fia (MM), que se define como un “consorcio
microbiano” o inoculo microbiano “complejo”,
de elaboracion artesanal y con potencial para la
expresion de diversidad de microorganismos y
potencialidad de interacciones y procesos. Esta
opcion es utilizada por los productores agricolas
ecoldgicos, con el fin de incorporar esa diversi-
dad a sistemas menos diversos o decaidos (Cas-
tro et al. 2015). Los MM son un cultivo mixto
de microorganismos benéficos naturales, que no
han recibido manipulacion genética, son fisio-
I6gicamente compatibles y se encuentran en los
ecosistemas naturales, especificamente las zonas
boscosas. Dentro de los componentes microbia-
nos de los MM se encuentran: actinomicetos,
hongos, bacterias fototrdficas y lacticas, leva-
duras, solubilizadores de P, fijadores de N, entre
otros (Castillo y Guerrero 2008, Castro et al.
2015). Estos constituyen un inéculo microbiano
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que puede mejorar las condiciones del suelo y las
plantas mediante la diversidad de funciones par-
ticulares y aquellas emergentes de las relaciones
entre sus componentes (Castro et al. 2015).

La presente investigacion tuvo como obje-
tivo evaluar el potencial del abono organico, los
microorganismos de montafia (MM) y el produc-
to bioldgico comercial Fertibiol, como métodos
alternativos para el control biologico de la hernia
de las cruciferas (Plasmodiophora brassicae
wor.) en el cultivo de mostaza china (Brassica
rapa sp. pekinensis).

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental

La fase experimental se llevo a cabo en el
Invernadero del Departamento de Microbiologia
Agricola del Centro de Investigaciones Agrond-
micas (CIA) de la Universidad de Costa Rica,
ubicado en el canton de Montes de Oca, San José,
Costa Rica.

Material experimental

Suelo: para la prueba se utiliz6 suelo con
presencia natural del patégeno que se obtuvo de
una finca ubicada en Tapezco de Zarcero, Ala-
juela a 1821 msnm, en las coordenadas: latitud:
10°13'53"N y longitud: 84°23'40"0. Se identifico
el patégeno mediante la observacion de sintomas
como hernias de gran tamafio y marchitez en
los cultivos presentes: brdcoli, coliflor y repollo,
simultaneamente. Se determind la cantidad de
ADN en el suelo y el suelo + abono y la cantidad
de esporas de P. brassicae, valores que corres-
ponden a 27,9 ng.ul (6,54x10° esporas) y 25,7
ng.ult (6,39x108 esporas) respectivamente.

Las caracteristicas quimicas del suelo uti-
lizado se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Condicién quimica del suelo de Tapezco, Zarcero.

pH Acidez cmol (+).L? % Mg.L*?

H,0 Acidez Ca Mg K CICE SA P Zn Cu Fe Mn
NC 5,5 0,5 4 1 0,2 5 10 10 3 2 10 5
Suelo 55 0,22 8,42 0,94 0,54 1012 2 52 8,6 10 96 10

%C %N %MO Ca.Mg?! Cak?! Mg.K1 Ca+Mg.K1

NC 2-5 5-25 2,5-15 10-40
Suelo 7,10 0,70 10,1 8,95 15,59 1,74 17,33

Material vegetal: se utiliz6 mostaza china
Taranko F1, obtenido en forma de alméacigo en la
empresa Villaplant.

Microorganismos de montafia (MM): el
mantillo de bosque, para la elaboracion del MM
solido, fue recolectado de una zona boscosa a
1730 msnm, ubicado en las coordenadas: latitud
9°58’60"" y longitud 83°57°60"". Las caracteristi-
cas del MM liquido 12 dias después de la activa-
cion se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas del MM liquido 12 dias después
de la activacion liquida.

pH 3,7

CE (mS.cm™) 71

Lactobacilos ufc.ml* 1,5%10°
Actinomicetes ufc.ml 1,0*108
Bacterias ufc.ml?t 1,2*108
Levaduras ufc.ml? 3,3*108
Solubilizadores de P nmp.ml* 1,1%107
Fijadores de N ufc.ml? 4,7%108

Abono organico: el abono organico uti-
lizado fue tipo Bokashi, elaborado en la Finca
Guadalupe en Zarcero. Segun el analisis micro-
biolégico, el abono utilizado contenia 7,6x107
UFC.g! de Bacterias, 5,3x10” UFC.g? Actino-
micetos y 1,4x106 UFC.g! Hongos. Por su parte,
el analisis quimico indicé que el abono contenia
una humedad de 50%, pH de 6,6, CE 21,3, %C:
21,02 y relacion C/N: 11,0 y los nutrientes se

encontraron en las siguientes cantidades: N: 1,92,
P: 0,46, Ca: 3,90, Mg: 0,42, K: 1,91, S: 1,61, Fe:
4936, Cu: 63, Zn: 174, Mn: 383 y B: 14.

Fertibiol: es un producto comercial ela-
borado en el Centro de Investigaciones Agrono-
micas (CIA) de la Universidad de Costa Rica. El
mismo contiene cepas de Bacillus y Pseudomo-
nas aisladas en Costa Rica.

Macetas: el tamafio de las macetas fue de
1,5 L y al momento de la siembra se agregd 1 L
de suelo por maceta.

Disefio del experimento

Se establecieron 7 tratamientos con 5
repeticiones cada uno y con 6 plantas cada
repeticion para un total de 210 macetas. Los tra-
tamientos evaluados fueron: Testigo con plantas
(TP); Testigo sin plantas (TSP); Microorganis-
mos de Montafia (MM); Microorganismos de
Montafia + Abono organico (MM + AO); Abono
organico (AO); Fertibiol (FB); Fertibiol + Abono
organico (FB + AO).

Aplicacion de los tratamientos

Previo a la siembra se tomaron muestras
de aprox. 600 ml de suelo para realizar analisis
microbioldgico, quimico y rtPCR. En los trata-
mientos con abono organico se realiz6 la mezcla
de 1L de suelo con 15% Y/, de abono organico (se
ha observado en otros ensayos que los mejores
resultados en crecimiento de las plantas, y otras
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variables, se logran con aplicacion entre el 20 y el
25% de abono organico) y se procedi6 al llenado
de las macetas. Los demas tratamientos llevaban
Unicamente suelo.

Posteriormente, para los tratamientos Fer-
tibiol y MM se realiz6 una dilucidn en agua al
10% (100 ml de producto en 900 ml de agua,
seglin se recomienda) cada uno y en recipientes
separados. Las plantulas se sumergieron en las
diluciones, segln tratamiento, por un periodo de
1 min. Luego de la aplicacion de los tratamien-
tos, se realiz6 la siembra.

Se realizaron 2 ciclos de cultivo en el
mismo suelo, al finalizar estos, se retiraron las
plantas para ser evaluadas, para el segundo ciclo
se mezclo el suelo de las repeticiones de un
mismo procedimiento y se aplicaron los trata-
mientos antes de volver a sembrar.

Para el primer ciclo, se realizé la mezcla
del abono organico al 15% Y/, y para el ciclo 2,
se adiciono abono al 5% Y/, previo a la siembra.

Variables evaluadas

Las evaluaciones fueron de tipo destructi-
vo y las variables evaluadas fueron:

Peso fresco y peso seco: se determind la
acumulacion de biomasa en las plantas de mos-
taza al final de cada ciclo de cultivo al separar la
parte aérea y radical.
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La evaluacion se realizd de la siguiente
forma: la parte radical se lavo con agua a presion
para separar la mayor cantidad de suelo posi-
ble. Luego de ser pesadas las partes radicales y
aéreas de cada planta y cada repeticion, se colo-
caron en bolsas de papel. Posteriormente, para el
peso seco, se dejaron las muestras 24 h en estufa
a 65°C y luego se volvieron a pesar sin la bolsa.

Severidad

Paralelamente a la evaluacion de peso
fresco y peso seco, cuando se tenian las raices
lavadas, se procedi6 a evaluar el indice de seve-
ridad causado por el patégeno a nivel radical, se
colocaron las partes radicales que corresponden
a una misma repeticion en una superficie para
ser evaluadas segun el indice promedio de
severidad.

El indice promedio de severidad se evalu6
en las raices mediante una escala ya determinada
por el Laboratorio de Fitopatologia de la UCR
(Figura 1), los datos fueron calculados con la
siguiente formula:

IPS=3N9nG x 100

Donde n;: nimero de unidades de la cate-
goria i, g;: el grado de la categoria i, N: nimero
total de unidades evaluadas y G: grado méximo
de la escala.
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Figura 1. Escala para evaluacion de severidad de Plasmodiophora brassicae.
Facilitada por el Laboratorio de Fitopatologia, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica.

Donde:

Nivel 0: no se observan agallas en las
raices de las plantas. La raiz se observa fibrosa y
bien ramificada.

Nivel 1: muy pocas agallas y de un tama-
fio pequefio. Se observa una buena porcion de
raiz fibrosa y funcional.

Nivel 2: pocas agallas, pero con un nivel
considerable de abultamiento. Se observa aln
una buena porcion de raiz fibrosa.

Nivel 3: se observa una cantidad relati-
vamente alta de agallas, que si bien no son muy
grandes, si presentan un nivel de abultamiento
considerable. Estas se distribuyen en toda la
raiz y hay una disminucion de la porcién fibrosa
de la raiz.

Nivel 4: se observan agallas de gran
tamafio que cubren casi la totalidad del sistema
radical. Casi no se observa raiz fibrosa.

Analisis de P. brassicae

El andlisis rtPCR se llevo a cabo en el
Laboratorio de Técnicas Moleculares aplicadas a
la Fitoproteccion del CIPROC-UCR.

Extraccion de ADN presente en el suelo:
el ADN proveniente del suelo se extrajo con el
kit Nucleospin Soil, Macherey Nagel. EI ADN
se cuantificd mediante un espectofotometro Bio-
Photometer Plus 6132 (Eppendorf). EI ADN del
patégeno se midié en ng.ul (nanogramos por
microlitro) de ADN.

rtPCR: mediante la técnica de PCR en
tiempo real, se cuantifico el ADN del patégeno
P. brassicae presente en el suelo al final de cada
ciclo de cultivo. Se tomaron 5 muestras en cada
uno de los 6 tratamientos para un total de 30
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muestras en cada ciclo. La cantidad de ADN obte-
nida y cuantificada, mediante electroforesis, se
amplificd con tiempo real utilizando los primers,
segun Deora et al. (2015). Se prepararon concen-
traciones seriadas del ADN, las cuales sirvieron
para estimar la cantidad de ADN en las muestras

analizadas provenientes de los suelos bajo trata-
miento. Ademas, se realizd una curva a partir de
un nimero especifico de esporas en reposo, que
se muestra en la Figura 2; dicha curva se puede
utilizar para determinar las cantidades de esporas
correspondientes a la lectura del rtPCR.

Figura 2. Curva para los valores de rtPCR elaborada a partir de un nimero determinado de esporas en reposo.

Analisis estadistico

Para las variables peso fresco y peso seco
de la parte aérea y radical, se aplicd la prueba de
Kruscal-Wallis, debido a que no presentaban una
distribucion normal y para determinar diferen-
cias estadisticas entre los tratamientos se utiliza-
ron las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene.

A las variables Severidad y Relacion R/T,
se les realizé un analisis de varianza (ANDE-
VA) y la prueba DGC para la separacion de
medias. Por Gltimo, para la variable de rtPCR,
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se realizaron las pruebas de Shapiro-Wilks,
Levene y Kruscal-Wallis.

RESULTADOS

Peso fresco y peso seco

En la Tabla 3, se presentan los datos obte-
nidos para la acumulacion de biomasa fresca y
seca de la parte aérea, de manera independiente
para cada evaluacion y un valor promedio total
de las 2 evaluaciones.
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Tabla 3.  Promedio del peso fresco y seco obtenido en la parte aérea de plantas de mostaza durante 2 ciclos de cultivo.
Peso fresco (gramos) Peso seco (gramos)
EV 1 EV 2 EV1 EV2
Trat. p = 0,0045 p = 0,0001 Total p=0,0003 p = 0,0001 Total
TP 81,26 ab 48,97 a 130,23 19,13 ab 17,85 a 36,98
AO 307,28 ¢ 139,95 ¢ 447,23 50,72 ¢ 32,06 ¢ 82,78
MM 64,97 a 48,13 a 113,10 19,53 a 17,71 a 37,24
MM + AO 232,97 be 111,12 be 344,09 47,99 be 29,04 be 77,03
FB 65,15 ab 54,86 ab 120,01 19,29 a 18,16 ab 37,45
FB + AO 238,41 ¢c 94,57 be 332,98 49,69 bc 28,84 hc 78,53

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Los mayores valores en el peso fresco aéreo
para ambas evaluaciones se obtuvieron en los 3
tratamientos que contenian abono organico (Tabla
3), los cuales resultaron estadisticamente similares.
La acumulacién de biomasa fresca aérea fue mayor
en el tratamiento AO con un valor acumulado de
447,23 g, mientras que los tratamientos FB+AO
y MM+AQ obtuvieron 344,09 g y 332,98 g, res-
pectivamente. Los demas tratamientos sin abono
organico (TP, MM y FB) fueron similares estadisti-
camente y obtuvieron pesos menores a 130 g.

Respecto al peso seco aéreo, la mayor acu-
mulacion de biomasa seca se encontrd en estos
mismos tratamientos; con valores de 82,78 g para
AO, 78,53 g para FB + AO, y 77,03 g para MM +
AQ. Los tratamientos MM y FB se comportaron
similares al testigo al obtener los valores mas
bajos alrededor de 19 g (Tabla 3).

En los pesos de masa fresca y masa seca
de la parte radical, se obtuvieron también valo-
res mayores para los tratamientos AO, MM+AQ
y FB+AO vy fueron iguales estadisticamente.
Nuevamente los tratamientos sin abono organico
mostraron los pesos mas bajos. Los tratamientos
MM vy Fertibiol obtuvieron resultados similares
al testigo, dejando en evidencia que no represen-
taron, en este caso, un aporte significativo en el
crecimiento de las plantas de mostaza.

Los resultados obtenidos mostraron un
comportamiento claro de mayor acumulacion de
biomasa fresca y seca en los tratamientos que

contenian abono organico, asi como el efecto
benéfico sobre el crecimiento de las plantas de
mostaza (Tabla 3). Sobre este tema, autores como
Ruiz et al. (2007), definen que hay una relacién
positiva entre la aplicacion de abonos organicos
y el desarrollo de los cultivos. El abono organico
realiza un aporte a la nutricion de las plantas, ya
sea de manera directa o porque por medio de la
adicion de nutrientes y de un inoculo microbiano
se promueve el crecimiento vegetal o se incre-
mentan procesos como la mineralizacidn, solubi-
lizacion y absorcion, que pone en disponibilidad
los nutrientes, lo cual aumenta el rendimiento,
crecimiento y calidad de los cultivos (Orozco
y Mufioz 2012, Durango 2014, Bonanomi et al.
2018, Neher 2019). De acuerdo con la literatura,
suelos que tienen materia organica en abun-
dancia son fértiles, tienen estructura y son mas
productivos (Bittner et al. 2007, Garro 2016).
Por otro lado, la materia organica aporta acidos
hdmicos, reguladores de crecimiento y hormonas
(Valverde et al. 2011). Dichas sustancias pueden
contribuir a un mayor crecimiento y rendimiento
de las plantas, lo cual da como resultado mayor
acumulacién de biomasa aérea y radical, gracias
al aporte de nutrientes, carbono y energia; se
reporta en la literatura que estos compuestos
influyen positivamente en la respiracion y el
ciclo de Krebs al aumentar la produccion de ATP
(Moreno et al. 2014, Reyes et al. 2016, Arteaga
et al. 2006).
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Por otra parte, los datos muestran la ten-
dencia a un efecto negativo de la incorporacion
de los productos MM y Fertibiol en mezcla con
el abono organico (Figura 3), ya que se da una
disminucién en la acumulacién de biomasa fres-
ca. Esta disminucion puede deberse a que ambos
productos presentan un valor de pH bajo, alrede-
dor de 4. De esta manera, la forma de aplicacion
de dichos productos, que fue por inmersion de la
parte radical directamente en la solucion, pudo
tener un efecto directo de dafio sobre las raices,

o modificar las relaciones bioldgicas en la rizos-
fera y, debido a que existe una interdependencia
entre el crecimiento radical y aéreo (Willigen y
Noordwijk 1987), este Gltimo también se vio afec-
tado. Por otro lado, Neuhauser y Fargione (2004)
mencionan que los microorganismos se ubican en
la rizosfera, debido a que es ahi donde se encuen-
tran la mayor cantidad de nutrientes y exudados de
las plantas y es posible que se presenten relaciones
sinérgicas o de competencia fisica por nutrientes o
bien otros tipos de antagonismo (Cano 2011).

Figura 3. Relacion raiz/tallo (dato sobre el eje de las X) para el peso fresco de plantas de mostaza durante la primera A 'y
segunda B evaluacion. Valor de p=0,0001 y p=0,0005 respectivamente. Letras distintas indican diferencias signifi-

cativas (p<0,05) en cada columna.

Agronomia Costarricense 44(2): 31-49. ISSN:0377-9424 / 2020



CASTRO-BARQUERO et al.: Control biol6gico de Plasmodiophora brassicae wor. en cruciferas 41

Relacién raiz/tallo

Como se observa en la Figura 3A, para
la primera evaluacién, la relacion raiz/tallo en
el tratamiento AO muestra el valor estadistica-
mente mas bajo (0,22), mientras que los otros
2 tratamientos con abono organico (MM+AQO y
FB+AO) obtuvieron los valores estadisticamente
mas altos, de 0,38 y 0,37 respectivamente. Para
esta variable, se hacen significativas las tenden-
cias observadas al evaluar el peso seco y fresco
en el tratamiento AO, de tal manera que la aplica-
cién tanto de MM como de FB, junto con el AQO,
disminuyeron los valores del peso fresco aéreo,
mientras que aumentaron los de la raiz.

Los tratamientos FB y MM fueron esta-
disticamente iguales al testigo TP (Figura 3A)
respecto a la relacién raiz/tallo, de lo que se
deduce que la aplicacion de MM o FB, de
manera individual (sin AO), no causé ningun
efecto que fuera estadisticamente significativo
sobre la relacion R/T bajo las circunstancias de
la evaluacion.

Para la segunda evaluacién (Figura 3B), el
analisis de los datos para la relacién R/T genera
Unicamente 2 grupos. En los tratamientos con
aplicacion de abono orgéanico (AO, MM + AO y
FB +AQ) se obtuvo las relaciones mas bajas con

valores entre 0,26 y 0,29, lo cual coincide con
una mayor ganancia de biomasa aérea y radical,
mientras que con los tratamientos sin abono
organico se obtuvo una relacion mas altas entre
0,35y 0,38.

La relacion R/T para el peso seco en la
evaluacion 1y 2 (Figura 4) muestra que los trata-
mientos TP, MM y FB obtuvieron las relaciones
mas elevadas entre 0,54 y 0,56. Los tratamientos
AO, FB+AO y MM+AQ no resultaron estadis-
ticamente diferentes y obtuvieron los valores
mas bajos en las relaciones R/T; en este caso el
tratamiento con la aplicacion de solamente AO
en la evaluacion 1 no se diferenci6é de FB+AQ y
MM+AQ, lo que parece indicar que la diferen-
cia encontrada para esta misma variable, pero
para los pesos frescos, estuvo relacionada con
la turgencia de las plantas, dato que es relevante
para la comercializacion de la mostaza. Ya que
la parte aérea fresca de la mostaza es la que
es comercializable, se puede deducir que los
menores valores de la relacion R/T indican las
mejores cualidades comerciales de las plantas.
Para esta investigacion, el menor dato obtenido
para R/T fue de 0,22 para el tratamiento con solo
aplicacion de abono organico, que correspondid
a las plantas que acumularon mayor biomasa
aérea fresca.
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Figura 4. Relacion raiz/tallo (datos sobre el eje de las X) para el peso seco de plantas de mostaza durante la primera A'y segun-
da B evaluacion. Valor de p=<0,0001 para ambas evaluaciones. Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0,05) en cada columna.

Segun (Barrios et al. 2014), existe una
interdependencia entre la acumulacion de bioma-
sa radical y aérea, que permite un equilibrio en el
crecimiento de las plantas. Villalobos (2001) indi-
ca que una correcta relacion raiz/tallo le permite
a las plantas ajustarse a la cantidad de nutrientes
absorbidos a nivel radical y a los productos de
la fotosintesis. Las plantas tienen la capacidad
de adecuarse a la cantidad de minerales y car-
bono, asi que cuando se encuentran en canti-
dades adecuadas de nutrientes requieren menor
sistema radical para mantener el follaje y esto
provoca una disminucion en la relacion raiz/tallo.
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Es importante destacar que el tratamiento en el
que se adiciond abono organico no solamente
obtuvo datos mayores para las variables de peso
fresco y peso seco a nivel foliar y radical, sino
relaciones R/T menores, por tanto es posible
deducir un efecto positivo que de mantenerse en
condiciones de campo podria incrementar sus-
tancialmente la productividad del cultivo.

Otra informacion importante de rescatar
es que se observo una mayor produccion de rai-
ces secundarias en los tratamientos con adicion
de abono orgénico, aunque no fueron cuantifi-
cadas, el comportamiento se puede observar en
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la Figura 5. Al respecto, Reyes y Valery (2015)
mencionan la ventaja que le confiere al cultivo
la incorporacion de abono organico, ya que el
sistema radical incrementa el crecimiento tanto
de raices laterales como de pelos absorbentes
y provoca que los procesos bioquimicos se
aceleren promoviendo, de esta manera, el cre-
cimiento y la activacion de los mecanismos de
defensa de las plantas. Ademas, el abono orgé-
nico favorece el incremento de las poblaciones
de microorganismos con diferentes funciones
en el control bioldgico, como el antagonismo,
la competencia y la produccién de sustancias

antibidticas y antifingicas (Garro 2016). Dichas
poblaciones se encuentran dentro de un ambien-
te dindmico donde se dan interacciones entre
microorganismos, que son complejas, y se crean
comunidades o consorcios que dependen de
las condiciones fisicas y quimicas del suelo en
general y de la rizosfera en particular. Dentro
de los microorganismos, se encuentran diversos
hongos y bacterias que se asocian con las raices
del cultivo; en esta zona se produce una gran
cantidad de sustancias con potencial para la
estimulacion del crecimiento y control de enfer-
medades (Cano 2011).

Figura 5. Produccién de raices secundarias en el sistema radical. 1zquierda, sistema radical promedio para los tratamientos
con materia organica. Derecha, sistema radical promedio del tratamiento testigo.

Severidad

Respecto al indice promedio de seve-
ridad en la parte radical (Figura 6A), para la
primera evaluacion el valor fue menor para el
tratamiento MM con 53%, seguido por el TP

(64%) sin existir diferencia estadistica entre
los 2. Todos los demas tratamientos obtuvieron
valores estadisticamente mayores y sin dife-
rencias entre ellos, el tratamiento MM+AO fue
el que mostro6 el mayor valor (83%) en nUmeros
absolutos.
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Figura 6. Severidad del dafio causado por el patégeno P. brassicae en plantas de mostaza durante los 2 ciclos de cultivo.
Valores de p en evaluaciones 1y 2 son: 0,0278 y <0,0001 respectivamente. Letras distintas en cada columna indican

diferencias significativas (p<0,05).

Para los tratamientos con abono organico
esto resulta contrastante, ya que los resultados
en cuanto al peso fresco y peso seco para estos
mismos tratamientos mostraron los mayores
valores en la acumulacién de biomasa. Es decir,
una alta presencia de agallas en la raiz no fue, en
este caso, causal de un menor crecimiento, asi las
plantas en presencia de abono orgénico lograron
los mayores pesos frescos y secos, mientras
mostraron también el mayor indice de severidad.

Este comportamiento puede parecer con-
tradictorio, ya que segin la norma, las plantas
que crecen libres de organismos causales de
enfermedades pueden expresar mejor su poten-
cial y desarrollarse correctamente. En este caso
se evidencia el efecto benéfico por parte del
abono organico, que permite a las plantas sobre-
llevar la presencia del agente causal. Se deduce
de este hecho, las implicaciones econémicas de
mantener cantidades adecuadas de materia orga-
nica en los suelos, tanto en el aspecto de produc-
cion como en la manifestacion de la sanidad de
las plantas. Al respecto, Dixon (2009) indica que
la adicion de material organico por largos perio-
dos de tiempo pueden lograr que suelos conduc-
tivos a Plasmodiophora brassicae se trasformen
en suelos supresivos. Es importante destacar que
esta materia organica debe encontrarse en su fase
dindmica y que dicho dinamismo es gestionado
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por la funcion de la micro y macrobiota (Scho-
field et al. 2018).

En la segunda evaluacion (Figura 6B), el
tratamiento con MM mostrd el menor valor de
severidad, diferenciandose estadisticamente de
todos los tratamientos incluyendo del TP; los
tratamientos TP, AO, FB, FB+AO mostraron
valores medios de severidad y fueron estadisti-
camente iguales. Para el tratamiento MM+AO,
se obtuvo el mayor valor de severidad, este
comportamiento fue tendencia para la primera
evaluaciéon. Al parecer bajo las condiciones
especificas de la presente investigacion, los fac-
tores MM y abono organico cuando se utilizaron
en conjunto mostraron una causalidad positiva
cuando se evalud la variable severidad, dicho
efecto no se presenta con el Fertibiol, lo que se
puede constatar al observar que los tratamientos
AO y AO+FB son estadisticamente similares.
Las condiciones particulares producto de la
combinacion del AO y el MM incrementaron el
indice de agallamiento de las raices y requieren
una mayor investigacion.

Persistencia de P. brassicae: Analisis rtPCR

En cuanto a la persistencia de esporas de
P. brassicae en el suelo, para la primera eva-
luacion (Figura 7A), los contenidos de ADN en
ng.ul™t fueron estadisticamente menores para los



CASTRO-BARQUERO et al.: Control biol6gico de Plasmodiophora brassicae wor. en cruciferas 45

3 tratamientos con presencia de abono organi-
co, en este caso los tratamientos AO, MM+AQ
Y FB+AO obtuvieron valores de 31,11; 30,78 y
32,14 respectivamente, los demas tratamientos
presentaron valores mayores y estadisticamente
iguales entre ellos, esto se puede explicar por el
factor dilucion debido a la aplicacion de 15% de
abono orgénico. Sin embargo, este comporta-
miento es contrario a lo encontrado cuando se
evalu6 la severidad en la primera evaluacion,

donde los tratamientos AO, MM+AO y FB+AO
fueron los que presentaron porcentajes mas altos
de severidad. Es importante tomar en cuenta en
este caso que el abono organico proporciona sus-
tancias, nutrientes y otros compuestos, no solo al
cultivo, sino a todo el sistema compuesto en este
caso por la unidad experimental y que incluye al
agente causal Plasmodiophora brassicae; estas
condiciones, por tanto, podrian incrementar el
agallamiento en las raices.

Figura 7. Valores de rtPCR en suelo al finalizar el primer A'y segundo B ciclo de cultivo de mostaza. 2018. Valor de p=0,0007
y 0,6473 respectivamente. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) en cada columna.

San Pedro, San José.

Al realizar la segunda evaluacion (Figura
7B), no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos, debido,
posiblemente, a que los tratamientos TP, TSP y
MM presentaron CV altos (13,71; 15,57 y 21,04
respectivamente). Particularmente alto fue el
del tratamiento con MM, que a su vez fue el
que presentd la media menor, donde algunas
repeticiones presentaron valores altos, mientras
que practicamente no se detectd la presencia de
ADN en otras. Esto puede ser apreciado en las
barras de error donde se muestra el coeficien-
te de variacion (Figura 7B), de ello se puede
deducir la alta complejidad de las relaciones
que provoca la inoculacion con MM vy, por
tanto, la incertidumbre que conlleva, ya que
como lo ha establecido la fisica contemporanea,

desviaciones iniciales muy débiles, entrafian
enormes divergencias. Sin embargo, en tér-
minos préacticos el hecho de haber obtenido
unidades experimentales, sin casi presencia de
esporas de Plasmodiophora brassicae, puede
tener implicaciones Utiles importantes a nivel
de campo. Por otro lado, la menor presencia
promedio de ADN en el tratamiento MM se
relaciona con el menor porcentaje de severidad
obtenido en este mismo ciclo de cultivo.

Es relevante indicar que los coeficientes
de variacion para los tratamientos AO, MM+AO,
FB y FB+AO fueron muy bajos 1,17; 5,81 y 1,22
y similares entre si, por lo que se puede concluir
que la variacién mencionada es una respuesta
debida a los tratamientos y no a otros factores
experimentales.

Agronomia Costarricense 44(2): 31-49. ISSN:0377-9424 / 2020



46 AGRONOMIA COSTARRICENSE

En la Figura 8, se muestra el compor-
tamiento de los valores de las evaluaciones de
rtPCR al final de la etapa experimental de ambos
ciclos de cultivo. Se observa un efecto en el tiem-
po, ya que hay una disminucion en la presencia de
ADN en la mayoria de los tratamientos. Al reali-
zar el andlisis estadistico, fue posible demostrar
el efecto del tiempo para el tratamiento testigo
(p= 0,0162), asi que la tendencia a la reduccion
de esporas para los tratamientos TSP y MM se
pueden explicar, en parte, debido a ello; ademas,
se puede relacionar con una pérdida de esporas
vivas en las muestras debido a la germinacién y

Figura 8.

Tabla 4. Ecuaciones y pendientes generadas entre las eva-
luaciones 1y 2 para la variable rtPCR en el suelo

por tratamiento.

. Ecuacion de
Tratamiento .
pendiente

TP y =-10,81x + 46,09
TSP y =-7,58x + 42,94
AO y =-1,33x + 32,44
MM y =-11,77x + 46,58
MM+AO y =0,82x + 29,96

FB y =-2,29x + 36,9
FB + AO y =-1,87x + 34,01

Agronomia Costarricense 44(2): 31-49. ISSN:0377-9424 / 2020

su posterior degradacion (Blum et al. 1997). En el
tratamiento testigo, esta pérdida por germinacion
se puede adjudicar al menos a la presencia de la
raiz de la planta hospedera, que provoca la ger-
minacion de las esporas, debido a la produccién
de sustancias dentro del contexto de los procesos
co-evolutivos de estas 2 especies (Dixon 2009,
Blouin 2017); por ello en el recipiente sin planta
de mostaza (TSP) la pendiente (Tabla 4) es menor,
sin embargo, es también sabido que otras especies
no solo las cruciferas son capaces de inducir la
germinacion de las esporas, asi como otras condi-
ciones edéaficas particulares (Dixon 2009).

Comparacién en los datos de rtPCR en suelo al inicio y al final de la etapa experimental.

En el caso del tratamiento con MM, el
valor de la pendiente es el mayor, de manera que
se podria pensar en una mayor germinacion y
degradacion de las esporas en presencia de MM,
producto caracterizado por contar con una gran
diversidad microbiana y, por tanto, produccion
de sustancias que podrian afectar la germinacion
de las esporas, asi como su posterior degrada-
cion, logrando, de esta manera, la reduccion de la
cantidad esporas. Rolfe et al. (2016) indican que
los flagelos de las esporas pueden ser dafiados
por una gran cantidad de factores, impidiendo de
esta manera la infeccion de los pelos radicales.
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Por otro lado el tratamiento MM+AO,
como se puede observar en la Tabla 4, fue el
Unico en obtener una pendiente positiva, este
dato es interesante, puesto que, al utilizar el
abono organico junto con el MM, es probable
que las esporas hayan germinado por el efecto
del MM del abono organico de la planta hospe-
dera o todas las posibles interacciones sistémi-
cas, pero, ademas, contaron con los recursos y
las condiciones necesarias que proporciond el
abono organico, para completar su ciclo de vida
sobre las raices vigorosas. En este sentido, Rolfe
et al. (2016) indican que las agallas son una
fuente metabolica que provee a Plasmodiophora
brassicae con nutrientes tales como carbohi-
dratos y amino&cidos. De ello, se deduce que
la forma de aplicacidon del los bioles de MM es
relevante y puede afectar el contenido de espo-
ras de Plasmodiophora brassicae en el suelo,
en el sentido de que, hacer las aplicaciones de
MM directamente a la raiz de las plantulas por
inmersion, puede ocasionar, como ya se dijo,
lesiones en la raiz que la hagan mas susceptible
y junto con una mayor germinacién de esporas
y en presencia de un medio nutricionalmente
adecuado, proporcionado por el abono organico,
incrementar la cantidad de esporas en el suelo.

Un posible mejor uso del MM, en aras de
disminuir la cantidad de esporas en el suelo, es
aplicar el MM directamente al suelo antes de la
siembra de la mostaza para asi propiciar la ger-
minacion de las esporas sin la presencia del culti-
vo. En este sentido, Dixon (2009) indica que una
vez germinadas las esporas, solo pueden recorrer
muy cortas distancias en periodos de tiempo muy
reducidos, por lo que se exponen a condiciones
hostiles y adversas, antes de gastar sus reservas
energéticas. Este periodo es entonces el mas
susceptible para Plasmodiophora brassicae vy,
por tanto, un factor importante a considerar al
disefiar estrategias para el control, que tomen
en cuenta el efecto benéfico de la aplicacion de
abono organico sobre el rendimiento del cultivo
y los beneficios al suelo y el posible potencial del
MM sobre la reduccion de esporas en el suelo.
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