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Resumen

El mal seco es la enfermedad mas destructiva del quequisque (Xantho-
soma violaceum). El aislamiento de Pythium myriotylum requiere de
muestras de raices frescas; por lo que se deben desarrollar técnicas de
aislamiento especificas y medios selectivos. En este estudio, se evaluaron
técnicas para el aislamiento de Pythium myriotylum y se determind la pa-
togenicidad de microorganismos asociados a mal seco en quequisque. Se
evaluaron tres métodos de aislamiento: a) diluciones de suelo, b) raices
con sintomas de mal seco, y ¢) hojas de quequisque como cebos [HQC].
Se colocaron los aislados en diferentes medios de cultivo a) papa dex-
trosa agar, b) agar agua + sulfato de estreptomicina, ¢) V8 + Pimaricina,
Ampicilina, Rifampicina y Benomil [PARB]; y d) el medio cloruro de
tetrazolio, para bacterias. Se utilizaron claves taxonomicas para la identi-
ficacion de los microorganismos aislados. La patogenicidad se evalud en
invernadero con vitroplantas de quequisque Lila al inocular los aislados
obtenidos, solos y su combinacion, al sustrato estéril y un tratamiento
testigo sin inoculacion. Agentes patdogenos como P. myriotylum, F. solani
y R. solanacearum, fueron aislados. Pythium spp. tuvo un crecimiento
micelial con estructuras fructiferas abundantes con el método HQC en
V8-PARB. En la prueba de patogenicidad, los tratamientos combinados
con P. myriotylum mostraron sintomas de afectacion en las raices. El mé-
todo de aislamiento de Pythium myriotylum a partir de suelo, con hojas
de quequisque y combinado con el medio de cultivo V8-PARB fue el
mas efectivo, obteniéndose aislados con micelio abundante que facili-
taron su identificacion morfométrica. P. myriotylum provocod sintomas
caracteristicos de mal seco en las vitroplantas de quequisque lila. Las
plantas inoculadas con F. solani 'y R. solanacearum, solos o combinados,
no presentaron sintomas de mal seco.

Palabras clave: Pythium myriotylum, capacidad infectiva, agentes infec-
ciosos, prueba de patogenicidad.

Abstract

Dry rot represents the most destructive disease of cocoyam (Xanthoso-

ma violaceum). The isolation of Pythium myriotylum requires the use of
fresh root samples, so specific isolation techniques and selective growth
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media must be developed. The objective of this study was to evaluate techniques for the isolation of Pythium myriotylum
and to determine the pathogenicity of microorganisms associated with dry rot in cocoyam. The efficacy of three isolation
methods was assessed: a) soil dilutions, b) roots exhibiting symptoms of dry rot, and ¢) cocoyam leaves as baits [HQC].
The isolates were placed in different culture media, namely a) potato dextrose agar, b) water agar + streptomycin sulfate,
¢) V8 + Pimaricin, Ampicillin, Rifampicin and Benomyl [PARB]; and d) tetrazolium chloride medium, for bacteria.
The isolated microorganisms were identified using taxonomic keys. The pathogenicity of the isolates was evaluated in a
greenhouse setting using with vitroplants of cocoyam Lila. This was done by inoculating the isolates obtained, alone and
in combination, to a sterile substrate and a control treatment without inoculation. The Pythium spp. demonstrated mycelial
growth with an abundance of fruiting structures when the HQC method and V8-PARB culture media were employed. The
pathogenicity test revealed that the combined treatments with P myriotylum resulted in the manifestation of symptoms
indicative of root damage. The combination of soil isolation with cocoyam leaves, and the V8-PARB culture media was
the most effective method for the isolation of Pythium myriotylum. This approach resulted in the growth of abundant
mycelium that facilitated morphometric identification. P. myriotylum was observed to indice symptoms consistent with
dry rot in vitroplants of cocoyam. Inoculation of plants with F. solani and R. solanacearum, either individually or in com-
bination, did not result in the manifestation of symptoms characteristic of dry rot.

Keywords: Pythium myriotylum, infectious capacity, infective agents, pathogenicity test.

1. Introduccion

El mal seco es la enfermedad mas destructiva del quequisque (Xanthosoma spp.) a escala mundial (Saborio
et al., 2004), puede causar pérdidas de 70-80 % del rendimiento (Folgueras Montiel et al., 2015) o totales
(Acebedo Rivera y Navarro Matute, 2010; Saborio et al., 2004). Los sintomas son crecimiento lento, clorosis
y necrosis de las hojas mas viejas, las hojas jovenes presentan color verde palido y en casos severos las hojas
se doblan en forma de arco y hay reduccién o eliminacion del sistema radicular (Reyes Castro, 2006; Reyes
Castro et al., 2013). El patogeno persiste en el suelo por muchos afios y una vez que los suelos estan infestados
no pueden ser cultivados de nuevo, por la sobrevivencia del agente causal en el suelo (Saborio et al., 2004).

En Nicaragua, el mal seco esta presente en las zonas de produccion para exportacion (Nueva Guinea, El
Rama, Rio San Juan) y en zonas no tradicionales de la Region Central en la frontera agricola del trépico hu-
medo, donde se obtienen buenos rendimientos por no mas de dos ciclos seguidos; por lo que los agricultores
abandonan el area para continuar la produccion en suelos libres de la enfermedad, lo que encarece la produc-
cion y contamina los suelos libres del patogeno (Saavedra y Reyes, 2012).

Diferentes patdogenos se han reportado asociados al mal seco: Rhizoctonia, Pythium, Erwinia y Pseudo-
monas (Giacometti y Leon, 1994), Sclerotium rolfsii (Bejarano-Mendoza et al., 1998); Fusarium spp. (Sabo-
rio et al., 2004) y un complejo de hongos en Cuba (Folgueras Montiel et al., 2015). Otros estudios reportan
Pythium myriotylum Dreschler como tnico agente causal de la enfermedad (Nzietchueng, 1984; Pacumbaba et
al., 1992; Perneel et al., 2006, Tambong et al., 1999).

En Nicaragua se aislo P. myriotylum de cortes de raices que presentaban sintomas recientes de la enferme-
dad, en el medio de cultivo agar con harina de maiz mas los antibidticos pimaricina, ampicilina y rifampicina
(Rodriguez Zamora y Ramirez Reynoza, 2012). Otros autores aislaron el patégeno de raices que presentaban
secciones manchadas o necrdticas en medio de cultivo agar agua mas antibidtico (estreptomicina) (Olorunleke
et al., 2014; Perneel et al., 2006; Tambong et al., 1999).

La metodologia utilizada en Nicaragua, en el aislamiento de P. myriotylum, requiere de muestras de tejido
fresco con lesiones recientes. Los laboratorios de fitopatologia se encuentran ubicados a mas de 250 km de las
zonas productoras de quequisque, por lo que se dificulta la obtencion de muestras de raices frescas y se utiliza
el medio PDA sin antibidticos, lo que provoca el crecimiento de diferentes hongos que pueden inhibir el cre-
cimiento de P. myriotylum, dificultando de esta forma la obtencion de un aislado puro para realizar pruebas de
patogenicidad y otros estudios. Esto conlleva buscar métodos mas practicos y medios de cultivos selectivos en
la captura de P. myriotylum, a partir de suelo infestado, sin necesidad de que la planta esté viva. Ciertos estu-
dios reportan la utilizacion de cebos de diferentes partes de plantas en la captura de oomicetes a partir de suelo
con cebos de pétalos de clavel (Dianthus caryophyllus L.) y cebos de frutos de chiltoma (Capsicum annum L.)
(Sinobas et al.,1999; Urrutia-Anaya y Pacheco-Aguilar, 2009).
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Este estudio tuvo el fin de evaluar métodos de aislamiento de Pythium myriotylum en quequisque lila (Xantho-
soma violaceum) y otros microorganismos asociados al mal seco y realizar una prueba de patogenicidad para
verificar al agente causal de la enfermedad.

2. Materiales y Métodos
2.1. Recoleccion de muestras

Se recolectaron cinco plantas de quequisque de cuatro meses con sintomas de la enfermedad mal seco (plantas
con clorosis y necrosis en las hojas mas viejas) y 2 kg de suelo circundante por punto de muestreo (dos puntos),
de una plantaciéon comercial de quequisque con antecedentes de mal seco en Nueva Guinea, Region Autonoma
Costa Caribe Sur, Nicaragua (11°42°39.3” N 84°26°46.2” O). Las muestras se procesaron en el Laboratorio de
Micologia de la Universidad Nacional Agraria [UNA] en Nicaragua. Se aislaron los patogenos relacionados
con el mal seco y se registraron las caracteristicas morfométricas de los hongos y las bacterias.

2.2. Aislamientos de patogenos asociados al mal seco

Para el aislamiento de los patdgenos asociados con el mal seco se utilizaron tres métodos en tres medios de
cultivos (Tabla 1). Se emplearon 10 platos Petri para cada método y medio de cultivo.

Tabla 1. Composicion de medios de cultivo utilizados en el aislamiento de patogenos asociados al mal seco de
quequisque a partir de diluciones seriadas, raices con sintomas y hojas de quequisque como cebo.
Table 1. Composition of culture media used in the isolation of pathogens associated with dry rot disease in
cocoyam from soil serial dilutions, roots exhibiting symptoms of dry rot, and cocoyam leaves as bait.

Medl.o de Ingredientes Concentracion Antibiodticos Concentracion Fuente
cultivo
. Papa  dextrosa 0 ~
PDA 39¢gL --- -—- Cafiedo y Ames (2004)
agar
Nyochembeng et al. (2002); Ol-
AA+SE? Agar 15g L tso‘iflac‘l‘; :e SSUCP" 400 mg L orunleke et al. (2014); Perneel et
al. (2006); Tambong et al. (1999)
Jugo V8 100 mL L Pimaricina 400 pL L
H,0 900 mL L' Ampicilina 250 mg L"! Gomez-Alpizar et al. (2011); Ro-
V8-PARB? driguez Zamora y Ramirez Rey-
CaCo, 1,75 g L! Rifampicina 20 mg L noza (2012); Steiner (1981)
Betasitosterol 0,05 gLt Benomil 20 mg L!

'PDA: papa dextrosa agar / potato dextrose agar
2 AA+SE: agar agua + Sulfato de estreptomicina / water agar + Streptomicine sulphate
3V8-PARB: jugo V8 + Pimaricina, Ampicilina, Rifampicina y Benomil / V8 juice +Pimaricin, Ampiciline, Rifampicine and Benomil

Los métodos de aislamiento se describen a continuacion:

e Diluciones seriadas de suelo [DS]. De las muestras de suelo colectadas se tomaron 10 g de suelo de cada
muestra y se diluyeron en 90 mL de agua destilada estéril; la mezcla se agito y se realizaron diluciones se-
riadas descritas por Germida y de Freitas (2008) y Martinez Francés et al. (2009). De las series 103y 10
se tomaron 200 pL y se depositaron en cinco platos Petri por cada medio de cultivo evaluado (Tabla 1).

e Apartir de raices con sintomas de mal seco [RS]. Se cortaron raices jovenes de 0,5 cm de largo que mos-
traban pequefias manchas necrdticas. Se lavaron con agua destilada estéril, se pasaron por hipoclorito de
sodio (NaCl,) al 1 % durante dos minutos y se realizé un enjuague con agua destilada estéril, luego fueron
colocados en los platos Petri para su crecimiento (Tabla 1).

e A partir de suelo con hojas de quequisque como cebo [HQC]. Se utilizo la metodologia de Almaraz-San-
chez et al. (2012) y Charlemagne y Xu (1997) modificadas, se esterilizaron trozos de hojas sanas de
quequisque, aproximadamente de 0,2 cm?,y se colocaron en un horno durante 72 h a 60 °C y 15 min bajo
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luz ultravioleta. En un beaker se diluyeron 100 g de muestra de suelo por agitacion en 300 mL de agua
estéril. Se eliminaron raices y materia organica flotante, posteriormente se dejaron reposar por 10 min. Se
colocaron los trozos de hojas estériles y se incubaron por 72 h a 28 °C (Perneel et al., 2006). Se extrajeron
los cebos de la solucion de suelo, se lavaron con agua estéril, se secaron en papel filtro y se colocaron en
cinco platos Petri por cada medio de cultivo (Tabla 1).

2.3. Identificacion, caracterizacion y preparacion de inoculos de microorganismos aislados

Se realizo la identificacion y caracterizacion de los microorganismos aislados que se han reportado asociados
al mal seco (Nzietchueng, 1984; Pacumbaba et al., 1992; Perneel et al., 2006, Saborio et al., 2004; Tambong
etal., 1999).

2.3.1. P. myriotylum

La identificacion se baso en las caracteristicas morfologicas del oomicete descritas por Ali-Shtayeh (1986),
Plaats-Niterink (1981) y Waterhouse y Waterston (1966). Se consider6 la cantidad y didmetro de los oogonios,
numero de anteridios por oogonio, tipo de hifas y crecimiento micelial.

Los aislados de P. myriotylum que presentaron mayor crecimiento micelial y mas caracteres morfologi-
cos, se inocularon en el medio de cultivo donde se presentd el mejor crecimiento (V8-PARB) y se incubaron
a 28 °C durante cinco dias, después de este periodo, el micelio se mezcld con agua destilada estéril en un
agitador durante dos minutos. Se ajusto la suspension a la concentracion 1 x 10° oogonios mL™' con base en la
metodologia de Djeugap et al. (2016).

2.3.2. Fusarium solani

Se observo el crecimiento de Fusarium en tres medios de cultivo, y del medio donde tuvo mejor desarrollo
fueron seleccionados los aislados para observar y describir las caracteristicas morfométricas e identificar la
especie como F. solani, segin metodologia de Seifert (1996) y Hafizi et al. (2013). Se considero el color y
pigmentacion de la colonia, rango de crecimiento, morfologia de las macroconidias y nimero de septos.

Antes de realizar la inoculacion de F. solani aislado en plantas de quequisque, se comprobo su patogeni-
cidad en plantas de melon con 15 dias de desarrollo, después de la siembra en macetas. El indculo se preparod
en una suspension madre y se aplico 1 mL de esta suspension en plantulas de melon, se realizaron dos huecos
de 2 cm en el sustrato, al lado de la planta, de tal manera que las raices quedaran descubiertas y se aplicaron
0,5 mL de la suspension madre en cada hoyo.

El in6culo se prepard a partir de platos Petri que contenian F. solani con siete dias de crecimiento en
medio de cultivo PDA. Se le agregaron 20 mL de agua destilada estéril y se filtr6 a través de una gaza estéril a
un beaker con 75 mL de agua destilada estéril y se agitd en un vértex por un minuto. El recuento de conidias
se realiz6 al agregar una gota de Tween 80 al 0,03 % a la suspension y se realizaron diluciones seriadas 107" y
102, Se tomaron 50 pL de la tltima dilucion para hacer el recuento con un hemocitometro en un microscopio
con visor 40X. La cantidad de conidias se ajust6 segun Corrales Ramirez et al. (2012) a una concentracion de
1 x 10* esporas mL".

2.3.3. Aislamiento de bacterias a partir de las muestras de suelo

Se prepard una solucion de 10 g de suelo y 90 mL de agua estéril, se agitaron y se realizaron cinco diluciones
seriadas. Se utilizaron las series 10* y 107y se tomaron 0,10 mL de solucion para depositarlos en platos Petri
con medio tetrazolio [TZC]. El crecimiento de bacterias se observo 24 h después de la inoculacion.

2.3.4. Identificacion de bacterias

Se realizaron pruebas bioquimicas y tinciones para identificar las bacterias por género:

e  Prueba de KOH: dos gotas de KOH al 3 % se colocaron en un porta-objetos donde se agregd una porcion
de la colonia de bacterias y se mezcl6 por dos minutos. Si al separar el asa de la mezcla se formaba una
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hebra viscosa, la prueba resultaba positiva y la bacteria se considera Gram negativa y si no se formaba
hebra, la reaccion se considera negativa y la bacteria Gram positiva.

e Prueba de oxidasa: Se empled la metodologia de Goszczynska et al. (2000). Se utilizaron las bacterias
Gram negativas identificadas en la prueba de KOH. Se colocaron dos gotas de diclorhidrato de tetra me-
til-p-fenilendiamina al 1 % en un trozo de papel filtro (1 cm?). Con un asa estéril se agregd una porcion
de una colonia de bacterias jovenes (24 h). Si al minuto la muestra se tornaba color violeta oscuro era
oxidasa positiva, y si no cambiaba de color era oxidasa negativa.

e  Pruebas bioquimicas: Para la identificacion de la bacteria por especie, se utilizaron las bacterias seleccio-
nadas en las pruebas de oxidasa. Con un asa estéril se tomo una pequena cantidad de colonia bacteriana
y se deposito en tubos de ensayo con manitol, sorbitol, dulcitol, lactosa, maltosa y celobiosa de manera
separada. En dependencia de los azucares en los que las bacterias resultaron positivas y negativas, se
identifico el biovar en correspondencia con la descripcion de Schaad et al. (2001). Después de identificar
las bacterias, estas se multiplicaron mediante la técnica de estriado en el medio de cultivo so6lido agar
nutritivo [AN] para purificar las colonias.

La preparacion de la solucion para la inoculacion del suelo en las macetas se realizé segiin la metodologia
empleada por Rodriguez Zamora y Ramirez Reynoza (2012). La bacteria se diluyd en agua destilada estéril y
se ajusto a 6 x 103 UFC mL"!

2.4. Pruebas de patogenicidad realizadas en invernadero

Las pruebas de patogenicidad fueron realizadas en el invernadero, segun como se indica a continuacion.
2.4.1. Ubicacion del estudio para las pruebas de patogenicidad

El ensayo se establecio en el invernadero del Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria del Instituto Nica-
ragliense de Tecnologia Agropecuaria [CNIA-INTA], Managua, localizado en las coordenadas 12°07°55.3”N

86°08°49.170. Durante el periodo de 11 semanas que dur6 el ensayo se registré una temperatura promedio
entre 31,5 y 35,83 °C, maximas entre 35 y 39,3 °C y minimas entre 28 y 32,3 °C (Figura 1).

oo oo Max Min e Prom

39 A

37 A

33 A

31

Temperaturas en °C

27 T T T T T T T T T T ]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Semanas después de sembrado

Figura 1. Temperaturas promedio, minimas y maximas registradas en el invernadero del Centro Nacional de Investigacion
Agropecuaria del Instituto Nicaragiiense de Tecnologia Agropecuaria.

Figure 1. Average, minimum and maximum temperature recorded in the greenhouse at Centro Nacional de Investigacion
Agropecuaria del Instituto Nicaragiiense de Tecnologia Agropecuaria.

2.4.2. Aplicacion de los postulados de Koch para las pruebas de la patogenicidad
Plantas in vitro del cultivar de quequisque lila se sembraron en macetas con suelo colectado en un sitio donde

hubo plantaciones comerciales de quequisque en el municipio Nueva Guinea, por ser uno de los municipios
con mayor produccion de quequisque en Nicaragua y poseer suelos con la clasificacion Ultisoles-HC Udults
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(suelos en estado senil en ultima etapa de degradacion de sus propiedades quimica por efecto de las lluvias
de color rojizo o amarillento) de acuerdo con Instituto Nicaragiiense de Estudios Territoriales [INETER] y
Universidad Nacional Agraria [UNA] (2015). El suelo se esterilizé en horno a 240 °C por 72 h combinado con
sustrato inerte (Kekkila) a una proporcion de 3:1, de este material se utilizaron 2 kg por maceta.

2.4.3. Tratamientos utilizados

Se utilizaron 15 vitroplantas de 15 ¢cm de altura con 100 dias de aclimatadas en invernadero y con, al menos,
tres hojas por tratamiento. Para evaluar las afectaciones se utilizaron tres plantas por tratamiento en cada eva-
luacion a los 7, 21 y 35 dias después de inoculadas [ddi].

Se evaluaron ocho tratamientos que corresponden con los tres patégenos aislados producto de la identifi-
cacion y caracterizacion realizada previamente, la combinacion de estos y un testigo absoluto (sin aplicacion
de patogeno):

T.1: Pythium myriotylum [P].

T.2: Fusarium solani [F].

T.3: Ralstonia solanacearum [R].

T.4: Pythium myriotylum + Fusarium solani [P+F].

T.5: Pythium myriotylum + Ralstonia solanacearum [P+R].

T.6: Fusarium solani + Ralstonia solanacearum [F+R].

T.7: Pythium myriotylum + Fusarium solani + Ralstonia solanacearum [P+F+R].
T.8: Testigo absoluto (sin inoculacién de patégenos) [T].

Se inoculd P. myriotylum con 18,5 mL de suspension de indculo por maceta (Djeugap et al., 2016). Para inocu-
lar F. solani se utilizo 1 mL (1 x 10* esporas mL™") de la suspension por maceta (Corrales Ramirez et al., 2012);
y se inocul6 segun metodologia empleada por Rodriguez Zamora y Ramirez Reynoza (2012) se aplicaron 3 mL
de la solucion bacteriana por maceta.

2.4.4. Re-aislamiento de patdogenos de plantas de quequisque

Las plantas que presentaron sintomas del mal seco se procesaron en laboratorio a los 35 ddi, para re-aislar el
patdgeno presente en las raices y el sustrato. Se utilizaron los medios de cultivo PDA, AA + SE y V8-PARB y
se evaluaron las caracteristicas morfométricas para comprobar la presencia del patégeno inoculado.

2.4.5. Variables evaluadas

Para evaluar los sintomas del mal seco en las plantas se registraron variables de raices; a continuacion se des-
criben:

a) Numero de raices sanas. El conteo de las raices que no presentaron ningun tipo de lesion que indicase
sintoma de ninguna enfermedad.

b)  Numero de raices infectadas. El conteo de todas las raices de plantas que presentaron necrosis, marchita-
miento y descortezamiento.

¢) Largo de raices. Se midieron las raices desde el inicio del cormo de la planta hasta la punta de esta, se
tomaron medidas de cinco raices tomadas al azar.

d) Incidencia de la enfermedad en raices. Se evalud con la ecuacion [1] (Djeugap et al. 2016)

__ Nuamero de raices infectadas de la planta

I x 100 [1]

Numero total de raices de la planta

2.5. Analisis de datos
A las variables raices sanas, nimero de raices afectadas, largo de raices se les realizé un analisis de varianza

[ANDEVA] y separacion de media de Fisher o = 0,05 para determinar diferencias estadisticas entre los trata-
mientos con el programa InfoStat version 2018e.
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3. Resultados
3.1. Aislamientos de patogenos asociados al mal seco segun los métodos empleados

Se registraron 119 aislados de Pythium spp.y 61 aislados de Fusarium spp. Con el método HQC se obtuvieron
16 aislados de Fusarium spp.y siete Pythium spp en el medio PDA. En el medio AA+SE 16 aislados de Fusa-
rium spp. y 30 de Pythium spp. y en el medio V8-PARB 33 aislados de Pythium spp. (Tabla 2).

Tabla 2. Ntimero de aislados (Fusarium spp. y Pythium spp.) obtenidos con los métodos de aislamiento: hoja como tejido trampa de
quequisque (Xanthosoma violaceum) [HQC], raices con sintomas [RS] y diluciones seriadas de suelo [DS], en los medios de cultivo
patata dextrosa agar [PDA], agar agua con sulfato de estreptomicina [AA+SE] y jugo V8 con pimaricina, ampicilina, rifampicina y
benomil [V8-PARB].
Table 2. Number of isolates (Fusarium spp. and Pythium spp.) obtained with the isolation methods: leaves as bait (Xanthosoma vio-
laceum) [HQC], roots with symptoms [RS] and serial dilutions of soil [DS], in the culture media Potato Dextrose Agar [PDA], water
agar with streptomycin sulfate [AA+SE] and V8 Juice with Pimaricin, Ampicillin, Rifampicin and Benomil [V8-PARB].

HQC RS DS Total
Medios de cultivo Fusarium Pythium Fusarium Pythium Fusarium Pythium Fusarium Pythium
spp. Spp- spp. spp. Spp. spp. spp. spp.
PDA 16 7 1 0 27 21 44 28
AA+SE 16 30 0 0 1 28 17 58
V8PARB 0 33 0 0 0 0 0 33
Total 32 70 1 0 28 49 61 119

Con el método RS se obtuvo un crecimiento de Fusarium spp. en PDA. Con el método DS crecieron 27
aislados de Fusarium spp. y 21 de Pythium spp en el medio PDA y en el medio AA+SE creci6 un aislado de
Fusarium spp y 28 aislados de Pythium spp. No hubo crecimiento en el medio V8-PARB (Tabla 2).

En el medio de cultivo PDA, crecié Fusarium spp., que presento el caracteristico crecimiento micelial
septado, con colonias de colores entre rosado y lila, con macroconidias con curvaturas entre 3-4 septos, iden-
tificado después de siete dias de sembrado. El crecimiento de Fusarium en AA+SE fue escaso y no se logrd
observar claramente las estructuras de reproduccion, lo que dificulté identificar la especie en este medio.

En el medio de cultivo AA+SE se obtuvieron 58 aislados de Pythium spp. con un crecimiento lateral y
escaso del micelio dentro del medio de cultivo. Con el método HQC, se obtuvieron 70 aislados de Pythium spp.
58,8 % del total de aislados de Pythium spp. con crecimiento micelial muy algodonoso, ascendente y abundan-
te en el plato Petri en el medio de cultivo V8-PARB (33 aislados) en comparacion con los medios de cultivo
PDA (7 aislados) y AA+SE (30 aislados) y fue el inico patdogeno que crecid en este medio.

3.2. Identificacion de patogenos

Se identifico el patdgeno Pythium myriotylum aislado del método HQC en el medio de cultivo V8-PARB a
los tres dias después de sembrado a una temperatura de 28 °C. presentd micelio ascendente de color blanco y
algodonoso con gran cantidad de oogonios de 23 pm de diametro, de forma redonda con doble paredy de 1 a 3
anteridios por oogonio, con abundantes oosporas con hifas cenociticas, desarrollo de esporangios filamentosos
(Figura 2). Todos los aislados de P. myriotylum virulentos de quequisque crecen mejor a 28 °C (Perneel et al.,
2006). No se logro identificar la especie P. myriotylum en los otros medios debido a la carencia de estructuras
reproductivas y poco desarrollo del micelio.

Fusarium solani se aislo e identific6 con el método DS en el medio de cultivo PDA. Presentd micelio
aéreo y textura algodonosa de colores entre blanco grisaceo y rosado con pigmentaciones de colores entre lila,
purpura y marron, hifas septadas y cantidades abundantes de microconidias con 3-4 septos, como las descritas
por Seifert (1996), Rodriguez Zamora y Ramirez Reynoza (2012), y Hafizi et al. (2013) (Figura 3). No se logro
identificar la especie en los aislados de PDA de los métodos RS y HQC por presentarse poco micelio (Tabla 2).
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Figura 2. Estructuras de P. myriotylum observadas bajo el microscopio a 40X e identificadas mediante claves taxonémicas
a) Crecimiento de P. myriotylum en medio de cultivo jugo V8 con pimaricina, ampicilina, rifampicina y benomil,
b) oogonios, c) hifas cenociticas y esporangios.
Figure 2. Pythium myriotylum structures observed under the microscope 40X and identified by taxonomic keys
a) Growth of Pythium myriotylum in culture medium V8 with Pimaricin, Ampicilin, Rifampicin and Benomil medium
b) Oogonia c) Coenocytic hyphae and sporangia.

Figura 3. a) Crecimiento de F. solani en medio de cultivo PDA a los ocho dias de sembrado en medio,
b) Identificacion morfologica de F. solani, hifas y macroconidias.
Figure 3. a) Growth of F. solani in PDA culture medium eight days after inoculation in medium,
b) Morphological identification of F. solani, hyphae and macroconidia.

Se identifico a Ralstonia solanacearum biovar 2, después de realizar las pruebas KOH, oxidasa y bioquimicas,
resultaron positivos los azlicares maltosa, celobiosa y lactosa, que corresponde a la bacteria R. solanacearum,
segun la descripcion de Schaad et al. (2001).

3.3. Pruebas de patogenicidad con base en los postulados de Koch

En las pruebas de patogenicidad, los tratamientos combinados con P. myriotylum mostraron sintomas de afec-

tacion en las raices. A continuacion, se muestran en cada una de las variables:

e  Las plantas evaluadas mostraron valores promedios de raices sanas en rangos de 4,7-20,7 con longitudes
de 5,7-24,8 cm, y con un rango promedio de 0-11 raices afectadas. Se registraron diferencias significa-
tivas entre los tratamientos en todas las variables y todas las evaluaciones, con excepcion del largo de
raices a los 35 ddi (Tabla 3).

e  El ntimero de raices afectadas, en los tratamientos R, F, F+R y T, registraron la misma categoria en todas
las evaluaciones, y se observaron plantas con raices sin ninguna afectacion (Tabla 3).

e  Los tratamientos P+R, P, P+F+R y P+F se ubicaron en la segunda categoria, con raices necroticas, pudri-
cion, lesiones y descortezamiento en las mismas, sintomas caracteristicos del mal seco. Estas afectaciones
se atribuyen a un patégeno comun en estos tratamientos: P. myriotylum (Tabla 3).
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Tabla 3. Separacion de medias de Fisher (o = 0,05), P valor, coeficiente de variacion [CV] y coeficiente de determinacion [R?] del
numero de raices sanas, raices afectadas y largo de raices de vitroplantas del cultivar de quequisque lila (Xanthosoma violaceum),
evaluadas a los 7, 21 y 35 dias después de la inoculacion, en las pruebas de patogenicidad con base en los postulados de Koch.
Table 3. Fishers mean separation (o = 0,05), P value, coefficient of variation [CV] and coefficient of determination [R*] of the
number of healthy roots, affected roots and root length of vitroplants of the Lila cocoyam (Xanthosoma violaceum) cultivar
evaluated at 7, 21 and 35 days after inoculation, in pathogenicity tests based on Koch's postulates.

Nuimero de raices afectadas Nimero de raices sanas Largo de raices (cm)
Tratamientos Dias después de la inoculacion
7 21 35 7 21 35 7 21 35

R 0,33 a 0,33 a 0,33 a 13,00 a 12,00bc  13,00abc 8,78 cd 22,63 ab 19,33 a
F 0,00 a 0,67 a 0,33 a 14,67 a 14,33 abc 18,00 a 9,71bed 12,70 cd 16,97 a
F+R 0,67 a 0,67 a 0,67 a 16,33 a 11,00 be 14,33 ab 5,68d 24,78 a 19,16 a
T 0,67 a 0,33 a 0,67 a 13,00 a 16,67 ab 15,33 ab 1227bc  15,59bed 17,28 a
P+R 6,67b 6,67 b 9,00b 9,67 a 11,00 be 13,67 ab 20,20 a 13,00 cd 22,77 a
P 4,67b 8,67b 10,67 b 1533 a 16,33 be 4,67d 9,40 bed 11,44 d 19,17 a
P+F+R 4,67b 6,37b 11,00 b 17,00 a 833 ¢ 7,33 cd 13,83b 20,27 abc 17,15a
P+F 2,67b 6,00 b 11,00 b 17,33 a 20,67 a 9,67 bed 6,72d 11,30d 12,67 a
P valor 0,0001 0,0001 0,0001 0,1086 0,0174 0,0028 0,0002 0,0112 0,5331
CV (%) 44,72 54,21 23,95 21,29 26,6 27,8 25,53 28,43 29,16
R? 0,87 0,80 0,96 0,47 0,61 0,70 0,79 0,63 0,28

Las plantas de los tratamientos F, R, F+R y T tuvieron un crecimiento normal y el porcentaje de incidencia de
la enfermedad en las raices fue menor al 10 por ciento en todas las evaluaciones. Por otra parte, las raices de
las plantas de los tratamientos P, P+F, P+R y P+F+R mostraron un aumento de la incidencia de la enfermedad
al pasar los 7 dias después de haber sido inoculadas, con sintomas de necrosis y marchitamiento en las raices
(Figura 4).

——P F =R —a—P+F P+R =—=—F+R —e—P+F+R

80 -
70 -
60
50 - /
40
30 1

20 A

Porcentaje de severidad en raices

F o— —

21 35

~

Dias después de la inoculacion

Figura 4. Porcentaje de incidencia de la enfermedad en las raices de plantas in vitro del cultivar quequisque lila (Xanthosoma
violaceum), inoculado con aislados patogénicos P. myriotylum [P], F. solani [F], R. solanacearum [R] aplicados solos y en combina-
cion (P+F, P+R, F+R, P+F+R) y testigo [T] sin inoculacion de patogenos.

Figure 4. Percentage of dissease incidence regisgered in the roots of in vitro plants of the cultivar quequisque Lila (Xantho-
soma violaceum), inoculated with pathogenic isolates P. myriotylum [P], F. solani [F], R. solanacearum [R] applied alone and in
combination (P + F, P+ R, F + R, P + F + R) and control [T] without pathogen inoculation.
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3.4. Re-aislamiento de patogenos de plantas de quequisque con sintomas de mal seco

Los patogenos aislados de las plantas con sintomas de mal seco fueron los mismos patdgenos inoculados en
la prueba de patogenicidad, cumpliéndose con el postulado nimero 4 de Koch, segiin Agrios (2005) (Tabla 4).

Pythium myriotylum fue aislado de todos los tratamientos (P, P+F, P+R y P+F+R) en dos medios de cul-
tivos AA+SE y V8+PARB (Tabla 4).

Tabla 4. Re-aislamiento de patdgenos encontrados en plantas de quequisque (Xanthosoma violaceum) con sintomas de mal.
Table 4. Re-isolation of pathogens found in cocoyam (Xanthosoma violaceum) plants with symptoms of dry rot dissease.

Medios de cultivos P P+F P+R P+F+R
PDA! --- F solani --- F solani
AA + SE? P. myriotylum P. myriotylum P. myriotylum P. myriotylum
V8 + PARB? P. myriotylum P. myriotylum P. myriotylum P. myriotylum
TZC* --- - R. solanacearum R. solanacearum

"PDA: Papa dextrosa agar / potato dextrosa agar

2 AA+SE: Agar agua mas sulfato de estreptomicina / water agar+ Streptomicine sulphate

3 V8+PARB: Jugo V8 mas Pimaricina, Ampicilina, Rifampicina y Benomil / V8 juice + Pimaricin, Ampiciline, Rifampicine and Benomil
4TZC: Tetrazolio / Tetrazolium

4. Discusion

El empleo del método de captura HQC en combinacion con el medio de cultivo V8+PARB resulto ser el mas
efectivo para el aislamiento y crecimiento de Pythium myriotylum. Al estar P. myriotylum en un medio acuoso
y al entrar en contacto con las hojas se crearon las condiciones para su germinacion y desarrollo, lo que facilitd
su aislamiento, al encontrarse mayor cantidad de micelio en los trozos de hojas. La humedad del suelo puede
afectar la produccion de esporangios, desarrollo de anteridios, oogonios y desarrollo de micelio de Pythium
(Yudiarti et al., 2006). Esta combinacion de técnicas garantiza tener aislados de P. myriotylum sin necesidad de
utilizar plantas de quequisque con afectaciones recientes del mal seco. A menudo el aislamiento debe realizarse
de tejido muy deteriorado que puede contener propagulos inactivos de Pythium por lo que es preferible que el
medio permita que las esporas germinen y se desarrollen mas facilmente (Jeffers y Martin, 1986).

Otros autores aislaron Pythium con tejido trampa de chiltoma (Capsicum annuum L.), en suelo hume-
decido a saturacion y medio de cultivo agar harina de maiz y jugo V8 suplementados con los antibidticos pi-
maricina, vancomicina y pentanitroclorobenceno; y obtuvieron crecimiento micelial abundante, que saturo6 la
caja Petri en el medio de cultivo V8, lo que facilité la identificacién y manipulacion de este (Urrutia-Anaya y
Pacheco-Aguilar, 2009), este mismo crecimiento se presento en este estudio en el medio de cultivo V8+PARB,
lo que facilito6 la identificacion de P. myriotylum en comparacion con los otros medios utilizados (AA+SE y
PDA), donde el crecimiento fue escaso y no se presentaron estructuras de reproduccion para poder realizar la
identificacion de la especie, por lo que solo fue posible llegar hasta nivel de género en los aislados encontrados
en estos medios.

Contar con un medio de cultivo donde se desarrolle P. myriotylum es de gran importancia para facilitar
su identificacion. El medio de jugo V8 con diferentes antibidticos se utilizo anteriormente y se demostro la
importancia del uso de antibidticos en medios de cultivos selectivos para el crecimiento y desarrollo del pato-
geno (Jeffers y Martin, 1986; Rodriguez Zamora y Ramirez Reynoza, 2012; Urrutia-Anaya y Pacheco-Aguilar,
2009). El uso de antibioticos (pimaricina, ampicilina y rifampicina) y fungicidas (benomil) en el medio de
cultivo V8+PARB inhibio6 el crecimiento de bacterias y hongos que estan presentes en el suelo, lo que permitio
un desarrollo exuberante de P. myriotylum, lograndose observar estructuras reproductivas que facilitaron su
identificacion. En los medios AA+SE y PDA crecieron otros hongos y bacterias que en algunos casos satura-
ron los medios de cultivos y no era posible realizar la identificacion de las especies presentes en el medio. A
pesar de que Pythium spp. produce profusamente sus estructuras en el suelo, es dificil recuperarlo en el medio,
debido a que Pythium crece menos que otros hongos o bacterias, por lo tanto se requiere una técnica especial
(Yudiarti et al., 2006)
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Los aislados de P. myriotylum que infectan a quequisque son diferentes del aislado tipico de P. myriotylum que
causa damping off en otras plantas hospederas y pueden ser distinguidos de otros aislados de P. myriotylum por
su temperatura 6ptima de crecimiento en laboratorio (28 °C) (Perneel et al., 2006) utilizada en este estudio en
el aislamiento y multiplicaciéon del oomicete. Para el aislamiento e identificacion de Pythium son necesarios
medios que permitan estimular la formacion de las estructuras como esporangios, oogonios y anteridios para
poder identificarlo, ya que en Pythium la morfologia de los esporangios es clave para su identificacion (Urru-
tia-Anaya y Pacheco-Aguilar, 2009).

Las dificultades del aislamiento de P. myriotylum a partir de raices (visibilidad de los primeros sintomas
en raices y medios de cultivos especificos) podrian explicar las diferencias en la definicion del agente causal
de mal seco en quequisque. Algunos autores atribuyen a F: solani, Sclerotium rolsii Sacc y un complejo de
hongos los sintomas de mal seco (Davila Martinez, 2011; Davila Martinez et al., 2016; Folgueras Montiel et
al., 2015; Saborio et al., 2004). En las variables incidencia de la enfermedad en raices y nimero de raices afec-
tadas (Tabla 3 y Figura 3) P. myriotylum esta presente en los tratamientos que muestran plantas con sintomas
de mal seco, como necrosis y marchitamiento en las raices, lo que comprueba los resultados de Nzietchueng
(1984); Pacumbaba et al. (1992); Tambong et al. (1999), y en Nicaragua Rodriguez Zamora y Ramirez Reyno-
za (2012), quienes presentan a P. myriotylum como el tinico agente causal de mal seco en quequisque.

5. Conclusiones

El método de aislamiento de Pythium myriotylum, a partir de suelo con hojas de quequisque como tejido tram-
pa, resultd ser efectivo. Al combinar este método con el medio de cultivo jugo V8 mas pimaricina, ampicilina,
rifampicina y benomil, se obtuvo mayor cantidad de aislados de P. myriotylum con micelio abundante que
facilitaron su identificacion morfométrica. P. myriotylum provoco sintomas caracteristicos de mal seco en las
vitroplantas de quequisque lila. Las plantas inoculadas con F. solaniy R. solanacearum solos o combinados no
presentaron sintomas de mal seco.
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