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RESUMEN

Se investigo el efecto de biocontrol de
Rhizobium leguminosarunt (R . legumino-
sarium) cepa B, contra Fusarium oxyspo-
rum f.sp.dianthi (FOD) raza 2, en la
interaccion Clavel - FOD. Se utilizo la
raza 2 de FOD por ser la de mayor pato-
genicidad y distribucion en las fincas de
cultivo de clavel en Colombia.

Para ello se establecieron las condicio-
nes de inoculacion de FOD sobre cultivos
establecidos de R . leguminosarum, va-
riando la concentracion in vitro de la bac-
teria. Se encontrd una reduccion en el
nimero de microconidias hastaun 90% y
una inhibicion en el crecimiento radial del
patogeno de hasta un 71 %.

En el ensayo de microcultivo dual se
detectd fraccionamiento de las hifas des-
pués de 48 horas de incubacioén con R . [e-
guminosarim En el ensayo in vivo, los

esquejes de clavel Raggio di sole,
variedad susceptible al patégeno, fueron
inoculados con 45.0 x 10" células de R.
leguminosarum por matero, mostrando
una severidad inferior al 5%, una inci-
dencia menor del 20% y una reduccion
del indice de 1a enfermedad hasta de un
92% en presencia del patogeno.

ABSTRACT

It was investigated the Dbiocontrol
effect of Rhizobium leguminosarum (R .
leguminosarum) strain B on Fusarium
oxyvsporum {.sp.dianthi (FOD) race 2 in
the interaction carnation - FOD. On
account of the most pathogenic and dis-
tributed in the colombian carnation’s flo-
ricultures, the race 2 of FOD was used.

The FOD inoculation’s conditions on
stabilized R. leguminosarum culiures were
set, varying the bacterial concentrations, in
vitro, there were a reduction in the number
of microchonidian until a 90% and a patho-
gen’s radial growth inhibition until'a 70%.
In microculture assay, it was observed hy-
phal cracks after 48 hours’ incubation with
R. leguminosarun.

' Departamento de Qulmica, Facultd de Ciencias, Umversidad Nacional de Colombia, AL AL 14490, Sunwy Fede Bogotd,

Colombia.

107



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 28, No . 1 DE 1999

In vivo, the carnation cuttings Raggio
di sole, susceptible variety to the patho-
gen, were inoculated with 45 Ox10% R, le-
guminosarum  cells/pot, showed a
severity under the 5%, an incidence be-
low the 20% and a reduction of the dis-
case index until a 92 % in presence of the
pathogen.

INTRODUCCION

Uno de los principales problemas de la
agricultura en Colombia, radica en que
los cultives comerciales de importancia
como las {lores son atacados por microor-
ganismos fitopatdgenos. Por esta razon
se hace necesario €l uso de pesticidas para
su control que inducen la resistencia en
los patdgenos y promueven el uso excesi-
vo, ocasionando contaminacién del me-
dio ambiente particularmente en suelos y
aguas y generando gastos adicionales en
la produccion.

El clavel (Dianthus caryophylius)
contimia siendo el principal cultivo de ex-
portacion de flores en Colombia con una
participacion de 43.2% del valor total de
las exportaciones, sin embargo este lide-
razgo haestado limitado por la presencia
de diferentes enfermedades deniro de las
cuales se destaca el marchitamiento vas-
cular causado por Fusarium oxysporum
[f.sp.dianthi (1). Sus posibles causas es-
tan relacionadas con la produccion de
metabolitos por parte del patdgeno tales
como el dcido fusarico que afecta la per-
meabilidad de las membranas causando
epinastias de los peciolos, el etileno y el
dcido indol acético que tienen una activi-
dad reguladora del crecimiento. Ademas
la produccidn de polisacdridos que impi-
den la circulacion de agua por el xilemay
«de enzimas tales como pectin-metilestera-
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sa y poligalacturonasa que degradan pa-
redes celulares del xilema produciendo
geles que provocan la abstruccién vascu-
lar (2).

El patogeno penetra por las raicillas
jovenes o por las heridas producidas en
las raices adultas, crece en los tejidos
radicales externos hasta llegar al tejido
vascular en forma axial, produciendo
micelio que luego invade las raices y pos-
teriormente el tallo. La planta enferma
presenta sintomas caracteristicos como
clorosis unilateral ascendente, En estados
iniciales se observa en las hojas la mitad
clorotica y la otra normal, con un dobla-
miento de los brotes hacia el lado enfermo
por interferencia en el crecimiento mani-
festandose posteriormente un marchita-
miento generalizado que trae como
consecuencia la muerte de la planta (3).
La colonizacion del tallo s unilateral, de-
bido a que la diseminacion lateral y radial
del hongo parece inhibida por las paredes
celulares (4).

La escala de Indice de la enfermedad
(Tabla 1), se utiliza para estimar la pa-
togenicidad de acuerdo con las investi-
gaciones de Arbeldez y Calderon (35).

Ademads de su capacidad para fijar ni-
trogeno, algunas cepas de Rhizobium
inhiben el crecimiento de hongos patoge-
nos que infectan a nivel radicular tanto a
leguminosas como a no leguminosas,
produciendo antibidticos (6) y/o un me-
tabolito toxico llamado rhizobiotoxina.
Lacomposicion de dicho metabolito no se
ha especificado, sinembargo se determi-
no una maxima absorbancia U.V en 204
nm, unas bandas de absorcion de infra-
rrojo en 1660, 1390 y 1195 cm’! y un
test positivo para ninhidrina (7),
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Tabla 1. Indices de la enfermedad utilizados en la evaluacion

de patogenicidad

la presencia del R. japoni-
cum a nivel de ensayo in
vitro, mientras que en un
ensayo in vivo observé

I’l'ldice de Ia Sl'ntomatologia tanto un aumento de pcsD
fi dad R &
S e"‘;'e radicular como la dismi-
Planta sana nucion de la severidad por
I | Sintoma en el tercio inferior de la planta el ataque patogeénico.
B Sintoma en el tercio medio de la planta Este trabajo se desarro-
3 Sintoma en el tercio superior de la planta 116 con el fin de estudiar el
P efecto de biocontrol sobre el
. Planta muerta - patégeno Fusarium oxys-

Malajezuk (6) estudio el efecto de 15
aislamientos (WU 337, WU 400, WU
386, etc.) de Rhizobium, sin especificar
las cepas, sobre el patégeno Phyiophtho-
ra cinnamomi a nivel de ensayo in vitro
observando la lisis de hifas y el desarrollo
saprofitico de las bacterias sobre las hifas
del patogeno. De forma similar Tu (8)
también observé el desarrollo parasitico
del Rhizobium japonicumen las puntas de
las hifas de Phytophthora megasperma y
la reduccion de esporas del patogeno por

porum f. sp. dianthi (raza

2), utilizando Rhizebium

leguminosarum (cepa B),

una bacteria fijadora de

nitrégeno presente en los
suelos de la Sabana de Bogota que han sido
utilizados previamente en cultivos de legu-
minosas.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales Bioldgicos

Las principales caracteristicas de los
microorganismos utilizados en este traba-
jo se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Procedencias y caracteristicas de los microorganismos usados.

Material Cepa Hospedero Fuente Caracteristicas
Fusarium oxysporum Raza 2, Dianthus Departamento de Ocasiona
[fosp.diagnthi (FOD) | aistamento 56 (3) | earyophylius L, | Biologia, U, Nal. | elmarchitamiento

de Colombia vascular
Rhizobium Pisum sativum | Departamento de Forma nédulos
leguminosarum cepa B Vicia fuba Quimica, U. Nal. y fija nitrogeno
(R . leguminosaruni) (9) (simbioticamente De Colombia
efectiva)
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Metodologia

Determinacion Del Efecto Biocontrol
De Rhizobium leguminosarum

Sobre Fusarium oxysporum
[f.sp.dianthi (10)

Ensavo Dual En Microcultivo

Se prepard el medio LMA-PDA (leva-
dura, manitol y agar - Papa, dextrosa y
agar) y se esterilizo a 15 Ib/pulg’ de pre-
sion, 120°C, durante 20 min. El medio
se verlio directamente sobre ldminas por-
ta objeto (2.1 cm x 7.6 cm) ubicadas den-
tro de una cdmara himeda previamente
esterilizada. Una vez gelificado el medio,
se aplico una asa impregnada de R . legu-
minosarum en uno de los extremos; luego
a una distancia de 2.5 em de la colonia
inoculada inicial se sembrd un disco de
micelio (r = 0.25 em) de FOD previa-
mente cultivado en medio PDA a 27°C
durante 7 dias.

Los microcultivos fueron incubados a
28°C y las observaciones de su comporta-
miento se realizaron a las 24, 48 y 72 horas
desde su incubacion, por medio de un mi-
croscopio de luz y con la ayuda de los colo-
rantes Azul de lactofenol y Safranina,

Ensayo Dual In Vitro

Sobre medio LMA-PDA en cajas de
petri (r = 5.0 cm), se aplicd la suspension
de R. leguminosarum con una concentra-
cion celular que varié como se indica en
la Tabla 3 para cada tratamiento. Una vez
establecido el cultivo bacterial durante
48 horas a 28°C, se coloco un disco de
papel de filtro (r = 0.3 cm) esterilizado
en el centro de cada caja de petri. Sobre
aste disco se aplicod la suspension de mi-
croconidias de FOD con una concentra-
cion constante de 24000 microconidias/
caja de petri paratodos los tratamientos.
Se realizaron 4-6 replicas.

Para cuantificar el efecto de biocontrol
sobre el patdgeno ocasionado por la bac-
teria y atalizar estadisticamente su efecto
se realizaron ensayos duales, in vitro. Se
determiné el efecto biocontrolador en el
modelo (variacién de R . leguminosarum)
tanto sobre el crecimiento radial como so-
bre la produccion de microconidias.

Posteriormente, se realiza la medicion
del crecimiento radial de la colonia de
FOD cada 24 horas, se prepard la suspen-
sion de conidias con agua estéril y se hizo
un recuento de microconidias de FOD a los
7 dias (168 horas) de incubacion utilizando
una camara de Neubauer (11).

Tahla 3. Concentraciones de las suspensiones de FOD. v R. leguminosarum aplicadas para

cada tratamiento.,

Modelo :Variacion FOoD R . leguminosarum
de concentracion de ( Niimero de Microconi- ( Nimero de Células/caja
R . leguminosarum dias/caja de petri ) de petri )
Tralamiento 1 24000 1.2x106
Tratamiento 2 24000 1.0x108
Tratamiento 3 24000 1.0x109
Blanco 1-2-3 24000 0
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Se llevd a cabo un andalisis de varianza
de un solo factor con el 95 % de confianza
(c=0.05) y la comparacion de tratamien-
{0s con un control.

Ensayo In Vivo
Diseiio Experimental

Se empled un disefio experimental de
bloques completos aleatorizados con ma-
teros individuales (capacidad; 1 Kg de
arena) y 5 plantas de clavel de la variedad
susceptible al FOD raza 2 (Raggio di
sole) por cada tratamiento.

Condiciones Experimentales

Se esterilizaron los materos plasticos
con una solucion de Hipoclorito de sodio
al 2% durante 5 horas y posteriormente
se lavaron con agua destilada. Se empled
arena lavada como material para la siem-
bra, lacual se sometié a un flujo constante
de agua, durante 6 dias, eliminando arci-
Ilas presentes; luego se sec al aire libre y
se esteriliz en un autoclave, a 15 Ib/pulg?
de presion y 120°C, durante 30 min.

Se obtuvieron esquejes de clavel de la
variedad susceptible a FOD (Raggio di
sole), con 2 semanas de enraizamiento sin
la presencia de FOD provenientes de la
finca FLORES JUANAMBU LTDA.,
BOJACA, CUNDINAMARCA.

Se realizé una prueba de esterilidad én
la arena (ratada 24 horas
antes de la siembra de los
esquejes. Para ello se tomd
una muestra de 10 ml de la

medio PDA incubdndose posteriormente
a 28°C durante 5 dias.

Para el ensayo se planearon los si-
guientes tratamientos: 5 plantas de clavel
sin infeccion por FOD como blanco, 5
plantas de clavel con FOD como control y 5
plantas de clavel con R . leguminosarum y
FOD t1al como se describe en la tabla 4.

Durante las primeras dos semanas des-
de la siembra de los esquejes enraizados
(tiempo de adaptacion) se realizd el riego
3 veces al dia con un atomizador. Des-
pucs de la tercera semana se realizo el
riego normal dependiendo de las condi-
ciones clinuiticas. Las fertilizaciones se
hicieron a la par con el riego de acuerdo
con las dosis empleadas comercialmente.

El ensayo se llevo a cabo entre los me-
ses de Marzo v Julio de 1997 en el inver-
nadero del Departamento de Quimica de
la Universidad Nacional de Colombia; el
intervalo de temperatura del ensayo osci-
16 entre 20-25°C durante las 8 y 17 horas.

Inoculacion del patdgeno
v tratamientos

Se inocularon 10 ml de la suspension
conidial de FOD (1x10° microconi-
dias/ml) a los esquejes enraizados. La ino-
culacion se efectud individualmente me-
diante el riego directo del patdgeno sobre
las raices, 48 horas después de las aplica-

Tabla 4. Tratamientos para ensayo in vivo.

arena preparada y se adi-

cionaron 50 ml de agua es- B

téril, se tomo una alicuota T1

de 1 ml de la suspension an- =

Tratamientos Planta (cantidad)
sin FOD (Blanco) Clavel (5)
con FOD (control) Clavel (5)

T2 |conR. leguminosarun y FOD | Clavel (5)

terior y se depositd en el

111




REVISTA COLOMBIANA DEQUIMICA, VOLUMEN 28, Me 1 DE 1999

cion de 15 ml dé la suspension (3.0 x 10°
células/ml) de R. leguminosarum.

Parametros a evaluar (12)

El ensayo tuvo una duracion de 14 se-
manas desde la inoculacion de FOD. Se
evaluaron los siguientes parametros:

« Incidencia = (Numero de plantas en-
fermas por tratamiento / Nimero de
plantas totales por tratamiento) x 100

« Severidad = (Promedio de Indice de
enfermedad por tratamiento / 4 (la es-
cala maxima)) x100

« Indice de la enfermedad (5)

RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los primeros retos en el presen-
te trabajo fue el de encontrar un medio
que permitiera el crecimiento tanto de R.
leguminosarum como del hongo FOD. El
medio LMA - PDA permiti6 el adecuado
desarrollo de ambos microorganismos
sin alteracion del erecimiento normal. En

cste medio el R. leguminosarum sc desa-
rrolld tal como lo hace en el medio LMA
con una formacién moderada de goma,
observdandose incoloro o blanco translici-
do. Asi mismo en este medio (LMA-
PDA), el hongo FOD ereci6 abundante,
algodonoso y con un tinte purpura o vio-
leta intenso, en forma similar a como lo
hace en el medio PDA.

Se establecieron las condiciones ade-
cuadas para los ensayos duales de la inte-
raccion de R. leguminosarum - FOD
principalmente en cuanto a femperatura,
tiempo de incubacion y medio de cultivo.

Determinacion del efecto bioconirol
de R. eguminosarum sobre fusarium
oxysporum f.sp. dianthi

Ensayo dual en microcultivo

Para este ensayo, la observacion Gptima
fue a las 48 horas después de la incubacion
donde se observaron fraccionamientos y
discontinuidad en las estructuras de las
hifas.

Fotografia 1. Fotografias microscapicas (10x25,
FOD en microcultivo,

me

10x40) de Ensayo dual R. Leguminosarum -



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 28, No 7 DE 1999

En la Fotografia 1 se pueden apreciar
las hifas fraccionadas (lisis) donde se en-
contré gran cantidad de las bacterias (R.
leguminosarum) mientras que las hifas
que no estuvieron en contacto con R. le-
guminosarym fueron continuas. Este re-
sultado coincide con los estudios de Tu
(8) y de Malajckuk v Pearce (13) quienes
observaron el desarrollo de Rhizobium
en forma parésita sobre las hifas del hongo
patogénico (Phytophthora) acompanado
de la lisis en las hifas por R. Japonicumy
algunos rhizobios como WU 337, WU
400, WU 386 efc.

Después de 48 horas de incubacion se
hizo dificil Ia observaciéon por microsco-
pio del efecto de R. leguminosarum sobre
FOD porque el micelio denso y las hifas
no permitieron observar claramente el
efecto.

La presenciade R . leguminosarum no
fue benéfica para el crecimiento normal
de las hifas de FOD. Es probable que al-

gunas sustancias fungitoxicas o un con-
junto de sustancias segregadas por el R.
leguminosarum interrumpieran el ciclo
de vida de FOD. Esta observacion coin-
cide con el estudio de Chakraborty v
Purkayashta (7) quienes aseguraron que
el Rhizobium puede proteger las raices de
leguminosas y no leguminosas del ataque
de hongos patogénicos, produciendo al-
gunos metabolitos toxicos como rhizo-
biotoxina y/o antibidticos (6).

Ensave dual in vitro

Como se observa en la grifica 1, a
partir de los 4 dias de incubacion se ob-
servaron diferencias en el crecimiento
radial entre los tratamientos 1, 2 y 3 com-
parado con el blanco 1-2-3. Estas dife-
rencias de crecimiento radial fueron
médximas cuando se cumplieron 168 horas
(7 dias) de incubacion.

Para el tratamiento 1 el promedio del
crecimiento radial respecto al crecimien-
to radial normal a los 7 dias de incubacidn

5.00
450
4,00 1
3,50
300

2,50

mdio(em])

2,00

Tratamients 2 Tratamiento 3

635% 47.0%

Grifica 1.

i3 4 t5

5 17

Crecimiento radial de FOD en los tratamientos 1, 2y 3.
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fue 71.1% (3.27cm/4.60 cm), para el tra-

tamiento 2 fue 63.5% (2.92 cm/4.60 cm)

y para el tratamiento 3 fue 47.0% (2.16
cm/4.60 cm). Ademads, mientras mayor
fue la dosis de R. leguminosarum (irata-
mientos 2 y 3), mayor fue la inhibicién en
el desarrollo del patdgeno (FOD).

Debido a que el desarrollo fangico no
fue completamente radial, se hizo nece-
sario utilizar otro pardmetro de medi-
cion mds ebjetivo, como el recuento de
microconidias y realizar posteriormen-
te los tratamientos estadisticos. En las
suspensiones conidiales de 7 dias de incu-
bacion, se encontrd abundante cantidad
de microconidias, pocas macroconidias y
ausencia de clamidosporas en todas las
muestras. Como se puede apreciar en la
Grifica 2, las cantidades de microconi-
dias en todos los tratamientos (1, 2y 3)

fueron notablemente menores que las del
blanco correspondiente (blancos 1-2-3).

El analisis de varianza de un solo fac-
tor (a.=0.05) para este modelo (variacion
de concentracion de R. leguminosarum)
mostré que los tratamientos 1, 2, 3 y su
blanco respectivo (blanco 1-2-3) fueron
distintos causando una reduccion signifi-
cativa de estructuras reproductivas (mi-
croconidias) de FOD. La comparacion de
los tratamientos con el control (prueba de
Dunnett, a =0.05) confirmo que todas las
dosis aplicadas fueron vélidas para redu-
cir lacantidad de microconidias de FOD.

En los ensayos duales in vitro, cuando
se vario la concentracion de R. leguminosa-
rum frente al mismo nimero de microconi-
dias de FOD, se observo una reduccion
estadisticamente significativa en el nime-

120
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Grifica 2. Comparacian de la cantidad de microconidias FOD en los tratamientos 1,
2y3,
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Indice de enfermedad

Grifica 3. Desarrollo de la enfermedad en ensayo in vivo.

ro de microconidias hasta de un 90° % y
una disminucion del crecimiento radial de
micelio de FOD enun 71 %, respecto a
su blanco.

La cepa B de R. leguminosarum como
organismo biocontrolador mostrd una ac-
tividad antifingica comparable con la de
otros biocontroladores como en el caso de
algunos aislamientos de Rhizobium repor-
tados por Malajczuk y Pearce (13) los
cuales ocasionaron una lisis en las hifas de
Phythophthora cinnamoni superior al 80 %
comparado con su respectivo control.

Ensayo in vivo

La prueba de esterilidad dio resultados
negativos para la presencia de FOD en la
arena tratada y por lo tanto este ensayo in
vivo se inicio libre del patdgeno.

Bajo estas condiciones, la variedad
Raggio di sole, susceptible a 1a raza 2 de
FOD y altamente comercial, mostrd los
sintomas tipicos de marchitamiento vas-
cular causado por FOD. Al realizar un
corte transversal de tallo al final del expe-
rimento, se observd la presencia de un
halo marrén en los haces vasculares de la
planta enferma.

Los primeros sintomas aparecieron a
partir de la octava semana (56 dias) des-
pués de la inoculacion de FOD en los
tratamientos T1 y T2. Todos los trata-
mientos anteriormente mencionados
mantuvieron constantes sus indices de la
enfermedad durante las ultimas 3-4 sema-
nas de evaluacién como se observa en la
Grifica 3. Efectivamente hubo un control
biologico por parte de R . leguminosarum
reduciendo notablemente los sintomas de
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Grifica 4. Evaluacion de la enfermedad en el ensayo in vivo.

[a enfermedad causada por FOD. En T1
el indice de la enfermedad se dispard no-
tablemente (de 1 a2.6) a partir de la deci-
maprimera semana.

De acuerdo con la evaluacion final lle-
vada a cabo en la decimacuarta semana
(98 dias), el indice de la enfermedad se
redujo hasta un 92% (T2) con respecto a
T1. Los resultados del andlisis devarian-
zaen el diserio de bloques completos alea-
torizados indican que los fratamientos
(T1y T2)no se comportaron de la misma
manera con un nivel de significancia del
5%.

La presencia de R. leguminosarum
(T2) redujo el indice de 1a enfermedad y
se observd que hubo un retraso de 1 sema-
na en la manifestacion de los sintomas ca-
racteristicos, con respecto al tratamiento
1,
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La presencia de R . feguminosarion de
acuerdo con la Grifica 4, ocasiond una
reduccion en la incidencia de la enferme-
dad a menos del 20% y con una severidad
no mayer de 5% comparado con el trata-
miento T1.

De acuerdo con los resultados de los
ensayos in vitro (una reduccion de micro-
conidias hasta 90 % con 7 dias de incuba-
cidn) e in vivo (redujo la incidencia hasta
20 % con una severidad de 5% duranie 14
semanas), la cepa B del R . leguminosa-
rum fue un agente de control biologico
para FOD en forma similar al encontrado
en otros trabajos.

Finalmente, se concluye que la cepa B
del R . leguminosarum, ademas de ser un
organismo fijador de nitrégeno presentd
actividad biocontroladora contra FOD.
Este agente biocontrolador no es riesgoso
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al liberarlo en los suelos ya que dicha bac-
teria no presenta peligro sobre el clavel v
otras plantas, por el contrario, seria muy
benéfica liberarla en suelos pobres en ni-
trogeno.

En la busqueda de nuevas tecnologias
paraclagroy de acuerdo con la tendencia
mundial de fin del siglo XX, el R. legu-
minosarum cepa B constituye una opcién
mads como biocontrolador de FOD ¢l cual
ataca a uno de los cultivos comerciales de
importancia como el clavel. Ademis po-
dria ocasionar efectos colaterales benefi-
ciosos como la disminucién tanto en el
uso de fungicidas para el control del pato-
geno, como de costos en produccion y re-
duccion de la contaminacién del medio
ambiente particularmente en suelos y
aguas.
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