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I INTRODUCCION

En la dG1tima década la produccidon de flores para la expor-
tacion en Colombia ha tenido una actividad pfepondefante,
- no sdlo para el sector agropecuario sino para la economia

del pais.

tgiaéi'ﬁoho la produccidon de flores colombianas compite en
c%]idad con 1as flores holandesas y francesas, para que se
;éipprten}a;més de 30 paises diferentes, y para que hoy
Zégan el feréef.reng]ﬁn en eprrtéciohes agropecuarias no
tradicioﬁé]gs‘y el quinto en la generacidon de divisas den-
't¥§;de las éxportacioﬁes menores.

Réé{enfeménte.se han registéado numerosas enfermedades‘ y

'pTagas'én este tipo de explotacidn agropecuaria, afectan -

"~ do 1a‘rehfabi]idad. Una de las enfermedades mas importan -

‘tes desde el punto de vista econdmico en cultivos de rosa

'y crisantemo, es la agalla de corona, causada por la bac-

teria'Agrbbécterium tumefaciens, la cual ha sido descrita -

' j observada en todo el muﬁdo  desde el siglo pasadof

L}

La. enfermedad fué introducida al pais hace varios afios en
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material propagativo infectado de rosa y crisantemo.  En
1973, se registrd la agallazde corona eﬁ é]guanRCUItiQOS
de crisantemo para exportacféﬁ en el Depértéﬁento,dévAnb-
tioquia; en la Sabana de Bogotd durante e1.aﬁ6 de i97§‘se
presentaron grandes pérd%daé ecdnémicaS en cultivos de ro-

sa, apareciendo posteriormente 1a enfermedad en plantas de

_crisantemo. g

Benincdfe;'OVa11e y Arbeldez (17), en estudios realizados

sobre la patogenec1dad de Agrobacter1um tumefac1ens . en

a1gunas espec1es de p]antas de flores de exportac1on, en-
contraron que a1s1am1entos de 1a bacteria patogena prove -
_n1ente de aga]]as_de rosa, causaron agallas en plantas: de
Eosa;'élavé];:eStatiCé; tomate, remolacha y euéa]iptof

j sﬁhembéFgo“ehcdntfanbn'poﬁss aga]]és en plantas de crisan-
. tQmé,'iﬁdicéndo que 1b§ aiSTamiéntos tienen cierta espe -

'_cificidédf para ciertos hospedantes.

Lé'DiviSiﬁn de Sanidad Vegetal del I.C.A. del Aeropuerto
_E] Dorado, en 1980 empezo 'a retener y ordenar la destruc -
c1on de cargamentos de mater1a1 de propagac1on de “rosa
“afectados por Ta enfermedaq, para ev1tar 1a entrada ‘ al
pais de‘huéQaE bépéS patébenaq~AUe no se encuenﬁran en nues-

-
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tro medio y que podfian atacar un mayor nimero de especies
vvegeta1es. ‘Durante €1 primer semestre de 1982, se retuvieron
3 impoftacjones de plantas por un valor de 144.953 ddlares.
En el transcurso de los afios 1983, 1984 y 1985 no se re -
gistrﬁ;ninguna retencidn por parte del I.C.A., debido a que
no se7present§ron sintomas visibles de agallas; es por es-
. tq%qqg,sg requiere de un método rdpido y eficaz para de. =
términar»]a presencia de la bacteria patﬁgena en el mate -
'vria].yegetal.qge entra al pais. ‘

Con e]ftiéhpo se ha incrementado la enfermedad en cultivos
de floreé de exportacion, debido aAdiferentes factores:
insuficiencja.de las medidas sanitarias, modificacion ‘ de
ciertas_técnicas culturales, multiplicacion de vak{edades

‘_particu]arMentelsusceptib]es a la enfermedad e introduccion

de nuevas cepas patogénicas de la bacteria, todo esto uni-

do a_la ausencia de productos quimicos para controlar 1la.

‘enfermedad.

Desde hace a]guhos afios se ha demostrado la proteccidn de

plantas jovenes en varios paises con la cepa K-84 de

- Agrobacterium radiobacter ,var. radiobacter como antagonis-
ta de algunas cepas de A. radiobacter var. ‘tumefaciens.

-

e
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En varios trabajos se ha confirmado que la acci6bn de la
cepa antagonista se debia a 1a produccidn de una bacferio-

cina denominada. Agrocin y que podria ser utjlizada con

~éxito como un medio de Tucha bioldgica contra la éga]]a de

_corona. Miller y Miller (13) en 1974 obtuvieron'buénosre-.

_sultados en el control de la enfermedad mediante el trata-

miento del suelo con la cepa K—84; al igual que Kerr (10)

~en plantas 'y esquejes de crisantemo. Por~el contrario, en

Australia la presencia de una'cepa.resistente de ‘A. radio-

- bacter var. tumefaciens a la cepa K-84 no dibd resultados

positivos.

’

E1 objetivo de esta investigacién fue determinar el resul-

~tado del tratamiento de 1a cepa K-84 sobre razas de 1la

~var. la reagciﬁn,a dicho tratamiento en las variedades . de

. cepa patégena prevalentes en ]a\Sabdna de Bogota y obser -

k ‘crjsantemofCircus, Surf y Yellow Garland bajo cbndiciones'

- de invernadero, con el fin de precisar la eficacia del con-

trol bioldgico en nuestro medio.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADES

Smith y Towsend demostraron que los tumores vegetales
. conocidos como la agalla de corona, eran cuasados por una
battéria descrita inicialmente bajo 1a denominacidn Bac -

-terdium tumefaciens y que en la actualidad se T1ama ‘Agro-

-hacterium radiobacter var. 'tunefaciens. Dicha bacteria

 %pueﬂe vivir en condiciones ambientales diversas,'encon_ -

:tréﬁdose_disemihada por casi todos Tos suelos del mundo (7).

2.2 CLASIFICACION

" E1 género Agrobacterium incluye algunas bacterias que ha-
' bitan en el suelo y que se adaptan a la vida de la rizés -

 fera (11). -

Kégne; Kerr'y New, citados por Faivre.(7) consideran que el

. género Agrobacterium incluye solamente una especie, la

Aérobacterium radiobactéf, la cual se divide en tres  va-

s F d [
. riedades:

A
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a. -~ Agrobacterium radiobacter var. radiobacter -que
comprende las cepas no patogénicas, capaces de
inhibir in vitro cepas patogénicas e impedir

la formacidn de tumores en las plantas.

que comprende las cepas patogénicas; se dife -
rencia de la variedad radiobacter por tener en
su célula un gran plasmido y el plasmido Ti

(Inductor de Tumor).

comprende las cepﬁs'gapaces,de formar prolife-

racion excesiva de raices.

En 1as variedades mencionadas antepiofmente, Kerr y Pana -
gépﬁ]os,_gitados.pbr Agrios (1) establecieron 3 biotipos,
FQue,se,d{ferencian principalmente por sus caracteristicas
bioquimicaé; estos»bibtipos'é'éu vez-estéﬁ compuestos por
un,gran,nﬁmero de cepas hetefogéneas, pudiéndose distin -
guir entre si por sus caracteristicas morfoldgicas, sero-

'\fﬁgicés y bioquimicas. (7,17).



E1 patdgeno es' un bacilo de 1-3 por 0,4-0,8 micras y no po-
see capsula; la bacteria es movil y tiene de 1 a 4 fla -
gelos de implantacidon polar, parapolar y lateral que 1le
permite desplazarse facilmente en un medio 1Tﬁuidb.

Agrobacterium tumefaciens es un patégeno aerdbico cuya:

‘temperatura optima para su desarrollo es de 25 a 28 gra-
'~ dos centigrados (15).

Esta bacte}ia.en el medio de cu]fivo Extracto de leva -
-dura—Dextrosa-Cdrbonato de Calcio-(YDC), eXcreta‘ un
po]isdc&rido muy higroséépico, que rodea el cuerpo bac -
jterjano;y'éesempeﬁa una funcidn de proteccidn contra ‘1a
desecacién...En_agar nutriente la bacteria .desarrolla.una
colonia pequefia, blanéa, trasliicida, circular, lisa, bfi-
' lllante y eﬁtera;res Gram negativa. (2,9) |

'_“La-bactqriafpatﬁgena sin duda es una de las especies fi-
. tOpatBQenas.menos exigentes en requerimientos nutriciona-
les, debido.a que casi ninguna cepa tiene necesidades de

sub-sistencia eépecia]es,r]o que hace dificil su control.
2.4 - HOSPEDANTES = *  _

~La enfermedad conocida como "Agalla de la corona" es muy

i
oot
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comin afectando plantas lefiosas y herbdceas pertenecientes
a 160 especies de més de 60 familias, tanto en plantas sil-

vestres como cultivadas (1).

Un trabaJo rec1entemente rea]wzado por C]eene y De Ley c1-,
tados por Fa1vre (7) menciona 643 espec1es hospedantes per-
.tenec1entes a 93 familias botan1cas, algunas de estas es -
pecies han respond1do a 1nocu1ac1ones en e] Laborator1o for-
mando aga]]as, aunque nunca se hayan observado en condicio-
nes natura]es (1,7,17).

Aigunaé rogééeas como el ciruelo, el duraznero, ei tereio,
e] a]mendro, e] pero, e] manzano y el frambueso, son mas

Asens1b]es a 1a enfermedad (4)

En aTgonos éfbo]és madérébies tales como el cedro y el no-
ga] se ha observado gran suscept1b111dad a 1a aga]]a de la
corona. . En 1a Sabana de Bogota ex1ste la enfermedad en
euca]1pto y sauce, estas p1antas espec1a1mente sens1b1es de-
sempenan un pape1 1mportante como fuente de 1noculo para

-

-otras p]antas menos sens1b1es (15 18)

&

En Co]ombia,‘principa]menﬁe gn_e]jDepartamento de Antioquia

\.
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y en la Sabana de Bogotd se-ha observado problemas con
la enfermedad en cultivos de rosa .y de crisantemo pa-

ra exportacidn (5,14).

Se han ehcontrado cientos de razas del patdgeno con di-
' vefsos'grados de especificidad, en cuanto a hospedantes;
‘plantas de tomate y de estramonio son muy sensibles a 1la
“ mayoria de las cepas patdgenas, permitiendd SuU uso _como
- plantas indicadoras para probar la patogenecidad de 1la
bacteria (3,17).
Trabajos;dgsarro11ados con aislamientos de la bacteria
obténidoS'de tumores de crisantemo, demostraron que nin-
guno de dichos aislamientos infestafon 237 variedades ae
crisantemo inocu1ada$, 1o que indica la variabilidad - de

las razas de Agrobacterium tumefaciens (12). En otro ex-

t‘perimeﬁto-Mi11er (13), trabajé con aislamientos prove <
,nienfes aé’1a'co11ecciﬁn mundial de A. radiobacter var
itumefac1ens Yy con a1s]am1entos proven1entes de plantas
de cr1santemo, encontrando resu]tados d1ferentes, inocu-
: 1ac1ones con a1s]am1entos de ]a coleccion mundial presmv
_ taron mayor numero de p]antas 1nfectadas, m1entras que
'a1s1am1entos proven1entes de p]antas de cr1santemo oca -

's1onaron tumores de d1ametro pequeno a 10 1argo del ta -

—

e
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110 cuando fueron inoculadas en el cuello de la planta;
con esto se comprobd que algunos aislamientos de la bac-

teria pueden ser sistémicos en determinadas variedades

de crisantemo (13).

'Ova1]e;iBénjncore y Akbe]éez (17) encontraron que aisla-
- mientos de A. radiobacter var. tumefaciens provenientes
de plantas de rosa cu]tivada§ en la Sabané de Bogota,
ocasionaron porcentajes de in%ecciﬁn'variables de acuer-
dp.a1 hospedante inoculado;- sin embargq Tos aislamientos
pfdcedentes~de plantas de criééntemo, inoculados en 4 va
riedades de la misma especie, presentafon una alta infec-
cion, mientras que los aislamientos procedentes de rosa
nb infectaron ninguna planta de crisantemo,-10 que de
~muestra que. Tas cepas que afectan rosa.y al crisantemo

en el pafis parecen ser diferentes.

..2;5 MODOZDE ACCION DE LA BACTERIA EN LAAPLANTA

Tt
A.: rad10bacter var tumefac1ens parece ser incapaz de
ejercer: su acc1on_ patogen1ca a través de la pared de
la célula vegeta] y neces1ta de una her1da para que . las

bacter1as puedan penetrar en 1las p]antas e 1nduc1r a 1a

fonnacwn de tumores, 1as her1das pueden ser produc1das por

BIBLIOTECA AGROP;
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insectos, durante la siembra, la poda, 1avcosécha, las he-

ladas y la emergencia de nuevas raices (7).

E1 proceso de transformacidn tumoral comprende fundamen -

talmente tres etapas:

E1 -acondicionamiento necesario para que pueda
efectuarse la transformacion :tumoral, el cual
se inicia por una herida y termina con la ci-

catrizacidon de 1a misma. -

“La induccidon o transformacidn del tejido afec-

tado; este periodb~c0rrespoﬁde a la transfor-

‘macidn de la c&lula normal a célula tumorail.

La proliferacidn tumoral-corresponde a - la
. . 1l
‘multiplicacion de la cé&lula tumoral de una ma-
‘nera.indefinida- y mds o menos desordenada para

dar origen a un tumor.

: ,La agalla de corona es una erfermedad que rara vez ocas1o-

l

’na la’ muerte de la p]anta, pero puede ocas1onar enanismo

|

‘y'disminucién de crecimiento debido a su efecto en el sis-

-
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- tema radical; la presencia de agallas durante los prime-
ros periodos de crecimiento de las plantas puede ocasio-

nar su muerte.

"Una vez formado el tumor, se puede presentar lesiones se-

cundarias. ocasionadas por hongos o bacterias; dichas le -

siones pueden acelerar la destruccidon de las plantas (11).

2yl SINTOMATOLOGIA

A. radiobacter var. tumefaciens' puede ocasionar la forma-
cién de agallas en raices, coronas, tallos y hojas de

una amplia gama de plantas susceptibles (18).

: Los tumores pueden tener formas y tamaﬁos variados, pre-
' SEfténdose generalmente bajo ia forma de protuberancia
‘ m5§~o menos E]oba]es o0 redondeadas, de consistenéia va-
riab]e dependiendo del estado de desarrollo de 1a enfer-
 médad y-del tipOfde_planta. Iﬁicia]mente las agallas
‘sonvb1éndas, de color bfanbo y escasamente visibles; en
estado adulto se tornan duras y oscuras alacanzando gran

tamafno (14): La'supérficiE de 1a agalla pdede ser lisa,

-~ : ;
TR - o
)’ ‘
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aunque pueden ocurrir rupturas-durante 'su crecimiento.:

2ed SUPERVIVENCIA Y DISEMINACION DEL AGENTE

PATOGENO

E1 patdgeno puéde encontrarse presente en el.suelo o en
las raices de las malezas u otras plantas, o en resﬁMos
vegetales de un cultivo anterior (15). En suelos esté-

riles :puede vivir por 1o .menos 16 meses, mientras  que

“en suelos fértiles su supervivencia disminuye al aumen-
tar l1a competencia con-otros microorganismos. Se han ob-
servado apariciones explosivas de la enfermedad:en suelos

no ciultivados durante varios ‘afios (4).

;Una'de las principales formas de transmisidn de la bac-
teria es por medio del agua, mediante el uso de material

'propagafivo ﬁnfectado:y=por herramientas infestadas (7).

2.8 METODOS DE CONTROL -

Por carencia de un tratamiento verdaderamente eficaz pa-

»

ra Ta erradicacidn de-1d agalla de corona una vez ésta

.5e ﬁresenta en ]a-planta;'él”mejor control de‘*la enfer -

-

-BIBLIOTECA AGROPECUARIA

DE COLOMBIA



14

‘medad consiste en la aplicacion de medidas preventivas,
las cuales varian de acuerdo a la resistencia o suscep -

tibilidad del hospedante (7).

La utilizacion de maferia] de propagacidon sano constitu-
~ye la'medida preventiva mds importante para el control
- de la enfermedad; ademds se recomienda-reemplazar Tas
variedades que presentan cierfa susceptibilidad a a
enfermedad.ﬁor plantas de variedades resistentes o tole-
}antes (14). Los suelos o-sustratos eh~donde han creci-
do p]éntas'enfermas, debenvier tratados mediante el wuso
de . vapor o de fumigantes; de igual manera, se debé ha -
cer "tratamientos de herramientas.y bancos con germici-
d@s,'taleércomo formol o hipoclorito de sodio para la

- eliminacidn de la bacteria (7).

Debido a que 1la Eacteria'requiére de heridas en 1a plan-
jta'para Ta iniciaciﬁn del proceso tumoral, es necesario .
manejar el material vegetal con extremo cuidado y procﬁ—
rar no ocaSionmiheridas en las diferentes labores .de
cultivo (14). - -~

L}

La eliminacidén periddicarde las plantas con sintomas.den-

N
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tro de los cultivos es una medida.-de control aconsejable

para disminuir el indculo del patdgeno (14).

2.9 CONTROL BIOLOGICO

E]Hcontro]-bio169ico_parece muy promisorio como un medio
de 1ucha contra la agalla de corona; desde‘1972 muchos
pa1ses de] mundo han venido utilizando en forma comerc1a1

]a cepa K- 84 de Agrobacter1um rad1obacter var. rad1obac-

ter. En Co]omb1a se estan rea]1zando ensayos en diferen-

tes viveros de f]ores para comprobar su efectividad.

kerf (10)"a1§]5~ de unvsue1o austra]iano una cepa .de

Agrobacter1um radiobacter var. radicbacter capaz de inhi-
b1r 1n vitro el crec1m1ento de a]gunas cepas patégenasde

Agrobacter1um rad1obacter var. tumefaciens; el tratamien-

to prevent1vo con la cepa K 84 1mpidi6 también 1a'forma -

.q1on-de aga]]as_en p]antas Jovenes de durazno y tomate,

A part1r de este descubr1m1ento, 1a cepa K 84 de Agrobac-

terium rad1obacter var. rad1obacter se ha ut111zado am -

~p11amente para e] tratam1ento de p]antas, 1nc1uyendo al -

gunas espec1es de Prunus, Rubus, Malus, Vitis, Libocedrus,

oo |

%
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Chrysanthemun, Crategus, Carva, Rdsa,’PyFuég Humulus (8);

esta cepa antagonista se ha émpTeédo témbién'en'éT trata-

miento de mater1a1 de propagac1on como sem111as, estacas,

y ESQUEJES (7).

"Kerr y Htay citados por E11is et a1 (6), demostraron que

lla accion antagonista de la cepa K- 84 era deb1da a la

produccidn de una bacteriocina que actﬁa especialmente so-

bre las batterias de la misma especie o especies semejan-
tes; esta bacteriocina se ha 1lamado "Agrocin 84". Las

~cepas patdgenas presentan una pieza extracromosémica
‘circular denominada "pldsmido Ti" (inductor de tumores)
con 1a informacidon necesaria para desencadenar el proce-

so tdmo?a]; el efecto .de este plasmido puede sér blo

queado en alguna forma por el "Agroc1n 84" con sus co

rrespond1entes p1asm1dos, uno conJugat1vo que cod1f1ca

1a producc1on del "agrocin" y la resistencia a esta bac-

ter1oc1na (16,19).

En a]QunOS casos la cepa K-84 no ha sido efectiva en la

prevenc1on contra 1a aga]]a de corona porque, 0 1as ra -

‘zas patogenas son 1nsens1b|es al "Agroc1n" o producen un

“inhibidor contra 1a cepa K-84 (6)

—

o
:

g
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Para obtener un control eficiente con.la cepa K-84 . es-

necesario que la proporcidn entre la poblacidn de Agro -

bacterium radiobacter var. radiobacter y A. radiobacter

var. tumefaciens sea 1:1 o mayor; la aplicacidn de 1a ce-
pa antagonista se realiza por inmersidon del material ve-.
‘getativo en una suspensidn bacterial, la cual debe conte-

‘ner 108 - 109 c&lulas bacteriales por mililitro. (10).

Existen algunos factores que influyen en la interaccién
"fn situ" de patﬁgenos insensibles a 1a cepa K;84, inclu-
yendo 15 especie del hospedante ' tratado, el sitio ae
"siembra y‘ﬂé_microflora del suelo (8). Diversos medids
‘_dé‘CUTtivo tamﬁién pueden a]ferar las respuestas in vitro

de patdgenos al Agrocin producido por la cepa K184 (19).

Debido a que el control con Ta cepa K-84 es preventivo .y
no curativo, 'seria inefectivo utilizarla en infecciones
" latentes, ni en material en donde ya se ha desencadenado

pchEso tumoral (7).

Faivre - Amiot y colaboradores (8) demostraron en Francia
1a_eficaciavdel tratamiento® al remojar esquéjeé de cri--

santemo en‘la suspensiodn ‘bacterfial de Ta cepa K-84, justo

Es
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antes de la siembra en un sustrato contaminado con la ce-

pa patbgena.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 OBTENCION DE LA BACTERIA PATOGENA

La obtencidn de aislamientos de la bacteria patdgena se

redlizd a partir de agallas presentes en la corona y en.

las raices de 1las p]antasrde crisantemo de las varieda -
des Surf, Dixé, Yellow Garland y Circus procedentes de

“diferentes viveros de la Sabana de. Bogoti..
3.2 METODOS BACTERIOLOGICOS.

3.2.1. Aislamiento de la Bacteria
" Los ais]amiéﬁtos se hicieron a partir de tejidos de aga-
11as jovenes de un mgs'de crecimiento previamente desin-
:'fectédas con. hipoclorito de sodio al 2% y enjuagadas con

ﬁéua destilada estéril.
Se usaron 2 métodos para el aislamiento de la bacteria:

‘:é. Se tomaroh_fragmentqs del tumor de aproxima -

damente. 0.5 cm3 y se colocaron en un tubo de

)

——

A
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ensayo con agua desti]adavestérfl.dﬁrante 24
horas; posteriormente sé tomd una lupada de
Ta suspensién y se distribuyé en forma de es-
trias sobre la superficie de ]o§_medibs‘ de

cultivo.

b. F En un morterq ésteri]izado7se prepard un mé-
| cerado de ‘porciones de agallas con agua des-
tilada estéril, luego se‘fi]tr6 y la suspen-
sidn resultante se estrid sbbré']os hedibs

de cultivo.

. .Para los aislamientos se utilizaron los medios
. de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), -Agar Nu-
triente (AN) y Extracto de Levadura-Dextrosa-

. Carbonato de.calcio (YDC) con .pH7.

Las cajas de Petri se incubaron a una tempera-

tura de 29°C.

3:2.2. Caracterizacion e Identificacién de la Bacteria

3.2.2.1 Pruébas-de,Paterhicidad

-
LY

A"cadd uno de los cU]tivos"Bacténia1es obtenidos se Tes com-
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- prob6 la patogenicidad mediante inoculacidn de la suspen-

sion bacterial sobre rodajas de zanahoria (Daucus carota)

y de remolacha (Beta vulgaris)de 5 mm. de espesor, desinfec-

tadas con etanol al 80% e hipoclorito de sodio al 5%; las
rodajas se colocaron dentro de una caja de Petri estéril,
con papel - filtro estéril y se incubaron a 24°C durante

30 ‘dias.

Se utilizaron dos métodos de inoculacidn en los discos de
remolacha y zanahoria: e]-primero consistid en tomar una
lupada del cultivo pund creciendo en YDC y se exfendié so-
bre. la superficfe dei disco; posteriormente se agregaron
2 ml. de agﬁa destilada estéril en la base de la caja de
Petri con el fin de evitar la.deshidratacidon de los dis -
c¢os. E1 segundo método se hizo a partir de una lupada 4de
cu]tivb_pufo, Ta cual se diluyd en 2 ml. de agua desti]q—
aa‘estéri] én,pn tubo de ensayo y se extendid sobre el

disco.
De 1as-rodaja§ de zanahoria.y de remolacha que presenta -

ron agallas sobre la superficie, se rea¥$16 la bacteria

para pfoceder a su identificacidn y.Caractefi;acién.
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3.2.2.2. Clasificacion de la Bacteria

E1 género, 1a especie y el biotipo se determinaron median-
te observacfones macroscopicas y microscopicas'y la rea -
1izacion de pruebas fisioldgicas y bioquimicas, siguiendo
165 procedimientos establecidos en el Manual de Bergey 8a.
Edicidn (2) y la Guia de Laboratorio para identificacidn N

de bacterias fitopatdgenas de Schaad (15).

Para la idehtificacién de biotipos de ‘Agrobacterium radio-

bacter var. tumefaciens y la cepa K-84 se uti]izaroh' las
pruebas de diagndstico propuestas por Kerr vy Panagépﬁ'-

los (15).

$3.2.3 Obtencidn y Propagacidn de 1a Cepa K-84

7Laﬁcepa K-84,dé Agrobacterium radiobacter var. radiobac -

BIBLIOTECA AGROPECUARIA

ter fue enviada por el Dr. Lérry W. Moore de Oregon State
Uﬁiversity, Corvallis, Oregon, U.S.A. Como medios de cul-
.tivo para la replicacion de la bacteria se utilizaron

Paba-Dextrosa-Agar,.Caldo Nutritivb, Agar Nutritivo, Ex -
."t}éctd de Levadura-Dextrosa-Agar-Carbonato defCa]cio, D-1

Agaf} Papa-Dextrosa-Agar + 5% de carbonato de calcio. Pa- -

-

f: fa'  : P |
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ra cada uno de los medios se efectuaron tres repeticiones

en tdbos de ensayo y 3 repeticiones en cajas de Petri.
3.3 ENSAYOS EN INVERNADERO

Sgldesarrol]aron_dos ensayos para observar el comporta -
‘miento de la cepa K-84 sobre los aislamientos patogénicos

~provenientes de plantas de crisantemo enfermas.

Los ensayos se-desarrollaron en el Laboratorio y en los
"_invernaderos con cubierta plastica de 1a Facultad de Agro-
nomia, simulando las condiciones comerciales en las cua-

les se produce el crisantemo en Ta Sabana de Bogotai.

‘E1 primer ensayo se realizd en camas de enraizamiento uti-

llizando esquejes de crisantemo de variedades susceptibles

‘a la agalla de corona: Circus, Surf y Yellow Gar]and. En

é]!segundo ensayo se busco probar el control bioldgico de
Ta'cepa K-84 al ser aplicada eﬁ"diferentes estados de cre-
cimieﬁto de las plantas de.crisantemo bajo gondiciones de
invernadéfo; se utilizo como material vegeta1 esquejes eﬁ-

raizados de las variedades 'mencionadas anteriormente.
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Para los tratamientos en camas de enraizamiento se utili-
zaron materas de 14 éms, de-diametro con una altura de 11
cms. y 1 Kgr. de capacidad; el fondo de la matera se se -
']10 con discos de plast1co para evitar mezc]as entre las
cepas 1nocu1adas, como sustrato se utilizaron escorias co-
quizadas tratadas con vapor de agua a 82°C durante 30 mi-
_Vnutds. ‘Una vez sembrados los esquejes se colocaron den - i
tro de camaras hﬁmed§s cubiertas con plastico Techoso y
reQu]armeﬁté se prendia un vapdrizador para ayudar a man-
tener la humedadArelgtiva alta. Durante el periodo de en-
raizam{ento'de Tos esqueieé de crisantemo se 11evaroﬁ re-
| _g1stros d1ar1os de temperatura y humedad relativa med1an-

_ te e] uso de un h1drotermografo.

El Ségdndo”ensayo se realizd en materas de 1Kgr. de ca -
paéfdad;'cdmo sustrato sé‘utilfzﬁ suelo de textura franco -

‘,; 1iﬁosa, rico en materia orgéniﬁa y se mezcld coh_1,6 Kgr.

dg'roca dolomftica, 0.22 m?. de cascarilla de arroz y

1.0'Kgf..de superfoéfato por md de suelo.

Se preparo para el riego de Tos 2 ensayos una. solucidn nu-
tr1ente en agua destilada a 1a cua] se le agrego 8 gr. =

' de n1trato de amon1o, 1.0 gr. de nitrato de ca1c1o, 0,5 gr.

-

-
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de sulfato-de magnesio, y 0.1 cc. de dcido fosférico por

'1itro de agua.

Para las camas de enraizamiento se aplicd un riego cada
24 horas con la solucidn nutriente; en el segundo ensayo
se comenzd con 3 riegos diarios por matera y una vez esta-

“blecidas las plantas se hicieron 2 riegos por dia.
3.3.1 Métodos de Inoculacién
E1 indculo que se ut?]izﬁ,eh los dos experimentos se obtu-

vo de un cultivo bacterial de 3 dfas de crecimiento, del

cual se prgpararon'suspensiones~homogéneas de la bacteria

en caldo nutritivo (CN) hasta obtener concentraciones cer-

- canas a i.7fx,101Q células bacteriales por mililitro, Tas

cuales se determinaron por medio de densidades dpticas.

-

_3.3.1.1_ Ensayo en Camas de Enraizamiento

Para<simujarA]as;condiciones,de las ﬁamas de enra{zamien ~
to se utilizé una caja.de 3m x Im x 0.6m. .cubierta - con
‘ pﬁﬁstfco lechoso; se mantuvo una humedad re1§£iva pfomedio
' de 8b-85% Eﬁn Té Qtiiizaqjén deigasa himeda en el piso de

—

-
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la caja'y utilizando vaporizador 2 veces al dia. -

Se realizaron 7 tratamientos para observar la eficacia de-
la cepa K-84 sobre esqueje.s no enraizados de crisantemo.

Los tratamientos que se utilizaron para las cepas patdge -

nas A-1 y A-2 .fueron:

Tp ¢ Testigo. Sin inoculacidn.
Ty ¢ Aplicacidon de A. radiobacter var. tumefaciens -~ al
sustrato.
<
. O
Ty ‘Aplicacion simultdnea de A. radicbacter var. tu - §§
_ | | | 2
mefaciens al sustrato, y de la cepa K-84 a los es- EB &
' . pe o
. quejes sin enraizar. - - ) &
<5
< v
P | B = i
T3- % mign s i .. % N l.-g
R Inmersion de esquejes sin enraizar en una suspen - QO
-t
. » N < - - 3 o
~sidn de 1a cepa K-84 y 8 dias después de Ta siem - F
‘bra aplicacién de una suspensidon de la cepa patd -
gena.
* ¥ . . -, ’ ) Qo 3 i 3 C Xpes
Ty : ~Inmersidn de esquejes sin enraizar en una suspen -

sion de la cepa k<84 .y 15 dfas después de 1a siem-

)
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bra aplicacidn de una suspensidn bacterial de 1la

cepa patdgena.

Tg : Inmersidn de los esquejes sin enraizar en una sus-

bensién de la cepa K-84.

-Ts “:  Aplicacidon de A. radiobacter var. ‘tumefaciens al
sugtrafb, mds agua clorada 'a los esquejes sin en-
raizar. |

En los tratamientos Ti, Tos Tg de cada aislamiento patd-

Qeno, se ésﬁerjaron 10 m1. de suspensiodn bacterial sobre

_1é eScdf{a”CQqUizada estéril bara simular 1a presencia de
‘dicha bacteria bajo condiciones naturales de una cama de
'eﬁfdiiaMTénfblv‘En el tratamiento 6 se prepard agua clo-
~ rada mediante aplicacidn de Hipoc]orito de Sodio del 15%
haéta‘obténer'una congentraci6n~de 200 ppm de cloro en
édhde se sumérgiéron los esqyejes durante 30 segundos Yy
pdﬁteribrheﬂte'fueron sembra&oé; el riego para este tra-
tamiento se efectud con agua del grifo que contenia en -.
tre 5'a_7 ppm de cloro.

L

E1 testigo no recibid inoculacidoh de ninguna de las cepas

— '

-
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patdgenas ni de la cepa K-84.

En los tratamientos 3, 4 y 5 se aplicd la cepa K-84 a los
esquejes de crisantemo y se sembraron en las materas con
sustrato estéril; al cabo de 8 a 15 dias, segin el trata-
miénto, se ha]afon 155 p]antas hacia arriba tratando de
rompeé varias raices para causar heridas, y 24 horés des-
pués se hicieron las inoculaciones con 1a'tepa patdgena

por riego directo sobre el sustrato.

3.3,1.2 Ensayo en Materas

Bajo condiciones de invernadero los tratamientos en ma -
teras para las 2 cepas de A. radiobacter var. tumefaciens
fueron ijguales a los desarrollados en Tas camas de enrai-

zamiento..

Se utilizaron esquejes de crisantemo enraizados de las
variedades Circus, Surf,. Yellow Garland; el sustrato fue
suelo -organico mezclado con cascarilla de arroz.

Cada tratamiento correspondid a una matera‘ sembrada con

3 esquejes; se‘éfecfuaroh 3 repeticiones para todos Tos

C -
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tratamientos.

Los tratamientos desarrollados fueron:

Tg = Testigo. Sin inoculacion.

Ty Aplicacidn de A. radiobacter var. tumefaciens

al sustrato.

To Aplicacidon simultdnea de A. radiobacter var.
tumefaciens al sustrato y de la cepa K-84 a

" los esquejes enraizados.

13 2 Inmersidn de esquejes enraizados en una Ssus -
pensidon de 1a cepa K-84 y 8 dias después de
la siembra se aplico una suspensibn de la ce-

pa patdgena.

Tg : Inmersion de esquejes enraizados en una sus -
pensidén de la cepa K-84 y 15 dias despilies de
" la siembra se aplic6 una suspensifn de la ce-

pa patodgena. v
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Tg .« Inmersion de los esquejes enraizados en una

suspension de la cepa K-84.

Tg = Aplicacion de A. radiobacter var. tumefaciens

al sustrato mds agua clorada a los esquejes

enraizados .

La aparicién de dafio-en los esquéjes a las dos semanas de

iniciado el ensayo ocasionado’ por Rhizoctonial sp. y Botry-

tis cinerea; conddjoga la ab1i¢aci6n de una aspersion al
suelo &e Ridomil (Meta]axil.--Mancozeb) 0.16 gr.de produc-
to comercial/Lt + Benlate (Benomil) 0.39 gr. de producto
comercial/Lt. Se hicieron 3 aspersiones con Pirimor (Pi—
rimicarb) para é] control de afidos mbsérvados a partir

‘de la cuarta semana.

%En el ensayo:con‘los esquejes enraizados y sembrados en
ﬁateras'se desarrol1d inicialmente en el Laboratorio con
'ﬁné temperatura de 18-20 graaos'centigrados,y 50-70% de
H.R. 3 se utilizaron 1émparas f]uorgscentes para regular
el fotoperiodo de las p]éntas de brisantemo,,déjandgwduF
‘réntg‘ZG noéhes 1a 1uz continua. Azlos 54'aias de la siem-

——

:

H

bra el materia1.vegeta1 setras?adé a los invernaderos con
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cubjerta plastica, con una temperatura promedio de 18
grados centigrados y una humedad ré]ativa del 50%. En el
estado de desarrollo del botdn color de la planta (98 dfas
después de la siembra), por ctambio de pldstico de Tos in-
vernaderos que coincidid con una helada, se did6 por termi-
nado el ensayo debido a la quemazdon y posterior degenera-

“miento de las plantas.



4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 METODOS BACTERIOLOGICOS
- 4.1.1 Aislamiento de la Bacteria

Lé'maceraciﬁn de agallas, su postéfior filtrado y estria-
do en e}”medio de cultivo fue el método mis confiable pa-
‘ra 1bgrar”e].ai$1amiento de 1a bacteria. .DéspUés de con-
tinuas replicaciones en 1o§ diferentesﬁmedids utilizados,
se bbéervﬁ que el medio mds adecuado para la obtencidn de
cu]tivosﬁpﬁros'fue el YDC, pH7; 1las 661ohias desarrolla -
das en dicho medio sé'cafactefizaron por ser pequefias,,

blancas, circulares, enteras, lisas, brillantes, a]canz&;
' dose a brésentar colonias tipo estrella cuando crecia en
el medio de cultivo por més de 72 horas. _
:sg desarrollaron en promedip de 8 a 10 repéticiones pafa

obtener cultivo puro en YDC.

Aa1.2 Caracterizacisn e Identificacidn de la Bacteria

&

4.1.2.1  Pruebas de Patogenecidad.

|

f

" E1 mejor método para la inoqu]écién de las rodajas de za- -
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nahoria y de remo]a;ha fue'el de tomar una.1upada de cul-
tivo puro de 24 horas de crecimienfo en.YDC>y su estria-
do posterior con un aza sobre la superficie de la rodaja;
cuando sevéplité la mezcla del crecimiento 'bacteria]l.y

de agua destilada, se observd mucha contaminacidn.

'Sobfe las rodajas se presentaron djversos tﬁpos de creci-
»mientd bacterial; en ocasiones se-obervafoh pudriciones
causadas principalmente por psankmoniivprocédeﬁteﬁ de ais-
Tamientos de la variedad Dixé; de igual manera se observd
.én a]gbﬁos discos no indcu1ados,~racimos cristalinos di -
minutos que al ser vistos al estereoscopio presentaroh
la formacidn caracteristica de un crecimiento celular.(Fo-
tografia No. 1). Es de anotdf gue la zanahoria se ha uti-
lizado por varios investigadores para la reproduccién

in vitro de cultivo de tejidos por la toétipotencia de las

-— .

“ células To que indica que se debe diferenciar un.creci -
_hiehto asexu51 en ‘la rodaja.y un teratoma ocasionado pof

lé inoculacion de una bactefia-pat@gené; mientras que en
el primer caso cada divisidon celular es ordenada y.aseme—

7 ja ramilletes de diminutas protuberancias, la bacteria

~ Agrobacterium radiobacter yar. tumefaciens ‘causa en la su-

~ perficie de la rodaja formas tota]menfe desordenadas y de

-

-
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mayor tamafio que en el caso anterior. (Fotografia No.2).

A1 igual que en el trabajo de Ovalle, Benincore y Arbeldez (17),
se 1legd a establecer que la rodaja de remolacha presenta -
ba pequefios tumores brillantes, Tisos, rojizos, en la super-
ficie, alcanzando su mdximo crecimiento a los 30 dias de

inoculado (Fotografia No. 3).

Para obtener datos consistentes se hicieron 3 repeticiones
en cajas de Petri de cada uno de los aislamientos bacteria-
les obtenidos sobre las rodajas de zanahoria y de remola -

cha. ' .
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Crecimiento celular en rodajas de zanaho-

ria, el cual se origina a nivel de ‘los

vasoé:qgndUctdfes de la foﬁaja'a lTos 15

‘dias de cortada la zanahoria.
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FOTOGRAFIA No. 2 Crecimiento caracteristico de los tera-
| tomas formados por- 1a inoculacidn de

“aislamientos de A. radiobacter var. ‘tu-
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FOTOGRAFIA No. 3

Rodaja de remolacha inoculada con A.

radiobadacter var. tumefaciens; sobre 1la

" superficie de la rodaja se. presentan

pequeﬁﬁSAtumorék.liSos y de coloracion

rojiza, 24 dias de inoculacidn.

BIBLIOTECA AGROPECUARIA

; DE COLQaaaiaw
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FEI a1s]am1ento procedente de Ta variedad Circus presentd
un 84% de patogenec1dad en zanahor1a, m1entras que 1los
a1s]am1entos de las variedades Ye]]ow Gar]and y Surf al-
canzaron ébénas un 50%. Para la remo]acha7Tos‘resnﬁtédos
de patogenecidad fueron: Circus 50%, Yellow Gér]énd 20%

y Surf 33%. |

' A] 1nocu1ar rodaJas de zanahor1a y de remo]acha . con ']a'

cepa K-84 de’ Agrobacter1um rad1obacter var. rad1obacter

no se observaron los sintomas caracterlst1cos de la for-
macion -de tumores desarrollados por los aislamientos patd-

genos.

Este método de inoculacidn en rodajas de zanahoria y de re-
.molacha se constituye en un instrumento rdpido y eficiente
de diagndstico para determinar la patogenecidad de un ais-

“lamiento bacterial desconocido. .
4.1.2.2- Clasificacidn de la Bacteria

A cada uno de los aislamientos patdgenos se les denomind

~asf: A-1 Yellow Gariand, A-2 Circus, A-3 Surf.
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Los analisis realizados para establecer la identificacidn
de los cultivos obtenidos a partir de agallas y comparar-

los con la cepa K-84 no patdgena.se caracterizaron dentro

del género Agrobacterium (Tabla No. 1).

En las pruebas de diagndstico de biotipos se establecio
que la cepa K-84.y el aislamiento A-1 pertenecian al bio-

tipo 2, mientras que 1los aislamientos patdgenos A-2 y

A-3 fueron del bijotipo 1 (Tabla No. 2).



40

Tabla No. 1 Pruebas para la identificacion del gé-
nero Agrobacterium

Prueba ‘ AisTamientos
A-1 A-2 A-3 K-84

Crecimiento €n medios de cultivo
comunes (YDC, PDA, AN) - : o+ o+ =

Tincion de Gram - == =
Requerimientos de oxigeno A AEROBICOS

Pigmento amarillo no difusible
producido en YDC . S P

F]uorestencia én el-medio B de
‘King s - - - -

Crecimiento en D-l Agar + + o+ -

Produccidn de enzimas:

Catalasa ' o+ + 4
Oxidasa = ¥ + =
* ‘Ridr0lisis de gelatina S

Produccidon de-dcido a partir de:

Glucosa + o+ o+ o+
Sacarosa # + o+ -
Crecimiento 24-26°C + o+ o+ 3

A-1 corresponde al éislamiento obtenido de la variedad
Yellow Garland, A-2 de la variedad Circus y A-3 de la
variedad Surf. , -

|

BIBLIOTECA AGROPECUruw

DE COLOMBIA
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Tabla No. 2 Pruebas de Diagndstico de Biotipos para los
3 aislamientos de Agrobacterium

radiobacter var. tumefaciens® y para 1la

Cepa K-84.
Prueba : Ais]amieﬁtos
Biotipo 1 ~Biotipo 2
A-2 A-3 A-1  K-84
Produccién de 3-ketolactosa + o+ = -
To]eraﬁcia al Cloruro de sodio- 3% 3% 1% 1%
Crecimienfoja 35°C _ . + + = -
Leche tornasol © ALCALINA ACIDA
Reaccidn oxidasa + + - -
'Uti]izacién citrato - ;_ . b, 4
Produccion de dcido a
partir de Eritritol - = = + 4
" Patogenecidad
Agallas en discos de zanahoria + + + . -
" Agallas en discos de remolacha  +  + f + -
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La identificacidn del biotipo de cada aislamiento obte -
nido es importante para la posib]e'uti]izécién de l1a ce-
pa K-84, debido a que se ha encontrado un tontfo1 mas
~eficiente de 1a enfermedad ocasionada por aislamientos

" pertenecientes al biotipo 2 (16).
4.1.3 Reproduccidn de la Cepa'K-84

'E1 medio de cultivo donde crecieron bien 1as bacferias
no patdogenas fué el PDA mds 5% de CaC03;,1as colonias
bacteriales ‘af1as 48.horas'se'caracterizaron po} ser
blancas, qircu]ares, enteras, lisas y-abundantes sobre
- 1a superficie del medio.

En YDC el crecimiento bacterial fue muy pobre, mientras

que en D-1 Agar, CN, AN y PDA-fue nulo.-

4.2 ENSAYO -DE INVERNADERO

Los 2 aislamientos de A. radiobacter var. tumefaciens
~ inoculados en.plantas de Tas 3 variedades de crisan -
temo presentaron un alto porcentaje de infeccidn princi-

X

'ba1ménte en. las variedadgs:Ciréys.(GG%) y Yellow Garland

a0t



cura y. de cons1stenc1a dura, s1m11ar a 1as aga]]as en

_contradas en. p]antas de cr1santemo afectadas por la en
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(58%); la variedad Surf fue la menos afectada con un 27%

de infeccion.

La obserQacién y cuantificacién'de las aga]]a; se-efec-

tud a los 112 dias despues de la 1nocu1ac1on. 'Los tumo-
res encontrados se. desarro]1aron en la raiz. y en la co -
rona de las’ plantas'1nocu]adas, caracter1zandpse por pre
sentar agrupaciones 1rregu1arés deAfo;mas rédondeadas,

a]canzahdo didmetros no mayores ~de 15 m. m.; la superfi-

cie de las aga]]as fue rugosa, con co]orac1on pardo os

fermedad en cult1vos comerc1a1es de exportac1on (Foto

graf1a N°® 4)

En bancos de enraizamiento, se observaron a los 50 dias

-de iniciado el ensayo agallas redondas y rojizas en la

-corona ‘de 1as plantas inoculadas (Fotografia N° 5).

4.2.2 - ENSAYO EN BANCOS DE ENRAIZAMIENTO

En este ensayo se presentd una mayor incidencia de 'la
[} & )

‘ énfermedad,en Tas variedades Circﬁs‘y Yellow Garland; en
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Planta de crisanteho afectada por 'la

agalla de corona. La superficie de

Ta agalla es rugosa y de coloracién

.pardo oscura alcanzando didmetros de
h *: 5 . K .
.3 ctms. '
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Formacion inicial de agallas en la co-
rona de plantas de crisantemo al ser

inoculada con la bacteria pat6gena de

. . . _ '
‘A. radiobacter var. ‘tumefaciens a es-

quejes sin/enraizar en bancos de enrai-

- .zamiento; 50 dias de inoculacidn.

s
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Ja variedad Surf la infecciﬁn.fue baja (Tabla N° 3). Es-
te comportamiento 'Se debe a 16 procedencia de los ais -
lTamientos inocu1adbs; es decir, que el aislamiento A-1
procedente de 1a variedad Yellow Garland ocasiond un
mayor nﬁmero.de agallgs en;1a Qariedad Ye]]dw'GarTand,
‘mientras que el aislamiento procedente de la variedad
‘Circus lo hizo en p1anta§ de la variedad Circus. Tanto
el ais]amfento A-1 como el aislamiento A-2 causaron tu -

‘mores en la variedad Surf (Tabla N° 3).

La‘mayprfcantidad de agallas se observd en la corona de
1as p]gntas (67%), 1o cual permite establecer que la
berida>eﬁ 1a base de los esquejes sin enraizar fue el :
punto de éntrada de bacteria pat6gené (Tab1a‘N93,.Foto—

grafifas 6 y 7).

LR 4

1
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Tabla N°3. Resultados de control de la cepa K-84 sobre
' 2 aislamientos de Agrobacterium radiobacter
var., tumefaciens en 3 variedades de crisan-
temo. Ensayo en bancos de enraizamiento.
pi o
181 A1 (istipp2) - - A-2  (Biotipo 1)
Variedad| g » ‘ :
+ [ Plantas con] ¥ Agallas | Plantas con| # Agallas
= | agallas - Raiz | Corona agallas " | Raiz | Corona
T, o 0/9 | 0/9 0/9 - {0/9 | 0/9
T1 6/9 -4/9} 2/9 7/9 : 3/9 4/9
I 29 | 19|19 | 29 0/9 | 2/9
CIRCUS -T3 2/9 - 0/9 2/9 | 4/9 0/9 | 4/9
‘ - T4 bb VNN 1/9. 0/9 6/9 179 | 5/9
T5 ‘ 0/9 .| 0/9 0/9 “0/9 0/9 0/9
Te!  0/9 .| 0/9 | 0/9 0/9 0/9 0/9
1o 09 | 0/9 | o9 | 0/ 0/9 | 0/9
T1 - 4/9 . 2/9 2/9 3/9 2/9 1/9
. TZ, - 0/9 . 0/9 | 0/9 }/9 1/9 0/9
SURF T3 1/9 . 0/9 1/9 - 2/9 1/9 1/9
' T4 2/9 - 1/9 }-1/9 o 0/9 0/9 0/9°
Ts.‘ 0/9 1 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9
T6 0/9 0/9 0/9 1/9 0/9 1/9
T, 0/9 0/9 | 0/9 0/9 0/9 | o9
T1 8/9 0/9- | 8/9 4/9 2/9 2/9
‘ Té_ 0/9 . 0/9 0/9 - 0/9 - 10/9 0/9
T3 1/9 % 0/9. 1/9 '_1/9 - {0/9 1/9
‘T4 2/9 Q/9, 2/? - 3/9 "11/9 2/9
T5 0/9. . 0/9 0/? - 0/9 0/9 0/9
- Te _1/9' 4 148 04? o, w08 ..« 08 0/9
TOTAL  30/189  .10/189..20/189...34/189. ...11/189 23/189
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.Agalla en la.corona dée 2 ctms. de did-

métro en una planta de crisantemo de

~1a variedad Circus de 90 dias de ino-

culada con la cepa patbgena en bancos

- de enrdizamiento.-
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©~Agalla . de .3 ctms. de didmetro en la co-

rona de .una planta de crisantemo trata-

da con la cepa K-84 e inoculada 15 dias
"después con el aislamiento patdgeno de
~A..radiobacter var. tumefaciens; 110

- (" - | ¥ .t . o
dias-después de la inoculacion en ban -

""cos. de enraizamiento.
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Ap]icaCiones-preventivas del aislamiento K-84 en el mo-
mento de la siembra (Tratamiento Té), redujeron la in -
cidencia de 1a enfermedad en las variedades Circus y
“Surf; en la variedad Yellow Garland se observé un con -

‘tro] total de la enfermedad (Tabla N°-3).

‘La cepa K-84 de A. radiobacter var. radiobacter perdid
efectividad con el tiempo en el sustrato. . En Tos trata;
mientos T3 y T4 se observd una disminucién en el grado.
de control a medida que aumentd el tiempo entre la in -
hersién'de Tos esquejes en. la solucidn con.la cepa K-84
y lTa inoculacidn de la bacteria patdgena por ser fécil-
mente 1i¥iviada:por‘e1 agua de riego, contrario a 1&
éncbntraddfpbr Moore y Waren (16) en plantas de cri =
saﬁtemo, quienes sostienen que la bacteria ejerce con -
trol médianteAla“formacién de un halo protector alrede-
" dor de ‘Tos tejidos de 1a§'p]antas,Lreproduciéndose. y.

“manteniéndose constantemente.

Las plantas de los tratamientos testigo (TO) e inocula-
das con la cepa K-84 (Tratamiento_TS).ﬁo désarro]]aron 
.agallas en.ninguna de las variedades, y tampoco se ob -

, - s, o . -
‘servaron diferencias en su desarrollo con las plantas
: v
I
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infectadas (Tabla N°'3),__ :

E1 mejor tratamiento en bancos de enraizamiento para to-
das las var1edades se obtuvo mediante la- 1nmers1on .de los
esquejes en una so]uc1on que conten1a 200 ppm. de cloro
(Tratam1ento TG) (Tabja N°3). E1 riego se efectué duran-
te todo el ensayo con la solucién nutriente disuelta en
. agua‘éon‘ﬁ ppm. de cloro.
Mientras-qué 15 cepa K-84 actida con mayor ef1c1enc1a so-
bre el b1ot1po 2 que sobre el biotipo 1, el cToro ejer -
cid su acc1on preventiva 1ndepend1ente del biotipo de ]a
bacteria patogena

E1 aislamiento -A-1 pfocedente de lq variedad Yellow Gar-
~Tand ocasiond mayor infeccidn que el ais]amienio A-2
,'obtenidq-deu]a variedad €Circus. Ningunb presentd espe -

cificidad al hospedante -inoculado (Tabla N° 3).
4.2.3°  Ensayo en"Matekas

Al 1gua1 que en el ensayo de enra1zam1ento se observd un
ta]to grado de 1nfecc1on en 1as var1edades C1rcus y YéHow
~ Garland, -s1en_dovmenorj :en- Ta y_amedad Surf. (Tabla N°4); por

*
s
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Tabla N°4 Resultados del control de Ta cepa K-84 con S
o 2 ais]amientos de Agrobacterium radiobacter
var. tumefaciens en 3 variedades de crisan-
.- temo. Ensayo en materos
8 A-1 (Biotipo 2) A-2 (Biotipo 1) .
harfedaéj% Plg:tas # Agallas | P]ggza% # Agallas
é; aga]]gs Raiz | Corona | agallas | :Raiz Corona
ST | 0s9 0/9 | 0/9 0/9 0/9 |- 0/9
i 4/9 4/9 0/9 7/9 - 6/9 1/9
cIrcus |1 :
NTo | 2/9 2/9 0/9 5/9 . 5/9 0/9
T3 2/9 1/9 1/9 4/9 4/9 0/9
Tpp 09 -] 0/9 0/9 3/9 3/9 0/9
s | 0/9 | 0/9 _0/9 0/9 0/9 | 0/9 -
; T6" 0/9 0/9 "0/9 0/9 : 0/9 { 0/9
T0 - 0/9 0/9 0/9 0/9 - 0/9 0/9
Ti ‘3/9' 2/9 1/9 0/9 0/9. 0/9 '
; T. 0/9 1 0/9 0/9 2/9 | 2/9 0/9
SURF |2 | 1,0
‘ T3 -1/9 1/9 0/9 0/9 0/9 | 0/9
T4 1/9 1/9 | 0/9 0/9 0/9 0/9
T5 YQ/9 0/9 0/9 | 0/9 0/9 0/9
T6 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 . 0/9
T 0/9 0/9 0/ | 0/9 | 0/9 ~0/9
T1 6/9 . 6/9 0/9 3/9 3/9 0/9
1To 0/9 | 0/9 0/9 1/9 179 - 0/9
| T3 0/9 0/9 0/9 ! 1/9 0/9-1 .-1/9
T 1/9 1/9 0/9 249 2/9 - 0/9
g T | 0/9 0/9 0/9 0/9 | 09 0/9
Tg 1/9 1/9 0/9 0/9 . 0/9 0/9
TOTAL'  21/189° .19/189 2/189 ] 28/189. .26/189 . .2/189
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o tanto a nivel comercial, es necesario 1levar registros
al détéﬁtar problemas con la agalla-de la corona en ban-
cos de enraizémiento y en camas de produccion para efec-
tuar la ‘rotacidn en e]ipréximo éic]o con‘vafiedadeskegh-
tentes que toleren 1a_enfermedadvy‘dé e§ta forﬁa évitar
la siembra de Variedades susceptibles eh:sitioé.contami-
nados. |

Del niimero total'de'agéITas presentes en Tas p]antaﬁ, e1-
93% se Tocalizd en la raiz y g]IZ% en la cﬁrbna‘( Ta -
bla N° 4, Fotografias N?B,y.N59); este resﬁ]taQo confir-.
- ma que una';iémbré,ihadécuada con maltrato de raices
ocasiona heriaas- favo;ables para la penetracidn de 15
bacteria en Jbs tejidos de la planta, y la pbsteriorfor-

macion de tumores.

__A nivel comercial al.observar teratomas ge puede tener.,
.'yﬁ indicio dé Ta ubicacién del indculo del patodgeno; si
ilé Enfefmedad_se presenta en la corona, el intculo . pue-
de presentarse en bancos de enraizamiento, y si esta en‘
_ las raices se poﬁria localizar en las camas de produc o)

cion.
&
i

418 £ ol I 5 a
La accidon preventiva de la cepa K-84 se incrementd a

-



"~ FOTOGRAFIA No. 8 -

N,

"Agalla radical de 1.5 ctms. de didme-

tro en ‘una planta de crisantemo de la

. variedad Yellow Garland inoculada con

un aislamiento patdgeno de A. radio -

bacter var. tumefaciens en materas;
110 dfas de [inoculada.
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FOTOGRAFIA No. 9

[
las plantas.
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.. Agalla radical de 1 ctm. de didametro en

una planta de crisantemo; del 100% de

~agallas presentes en el ensayo en-mate-

ras el 93% se presentd en-la raiz de
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medidé.que la planta avanzd en edad. (Tratamientos Tz;'T3,
T4) contrario a 1o encontrado en bancos de enraizamien-
to. En este caso el sustrato cred condiciones favora -
bles a nivel de la rizésfera para el mantenimiento-y re-
producciéh de la bactéria antagonista con‘el ffn de com-
petir Cop los aislamientos patdgenos aplicados posterior-
mehte (Tabla N° 4).

iEn gen;ral la aplicacidon de cloro .a los esguejes enrai-
zados.(Tratamiento T6) fue el mejor tratamiento observa-
do, ya:que se redujo la enfermedad en un 95% en compara-
cion al festigotinocu1ado con la cepa patdgena (Trata -
miento Toj. Por 1o tanto cloro se constituye en un ele-
" mento importante para ser utilizado en la prevencidon de

._1§-a§a1]a de corona en los bancos de enrdizamiento y en
jas .camas de produccidn.

.51 aisTamien%o patdgeno A-1 procedente de la vafiedad Ye-
1low Garland fue el.mds agresivo y a su vez el mds con-
tré]adé por la cepa K-84 por pertenecer‘émbos al bioti -
po 2. |

..v- T . l - ! - N . . 2 ‘- -
E1 sitio donde se adquiere. la infeccidn determinard 1la

A

mn
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incidencia de la enfermedad en las plantas. Los resu]taQ
dos demostraron que la infeccidn en los bancos de enrai-
zamiento ocasiond un mayor numero de plantas enfermas
que cuando el indculo se hallaba presente en las camas

de produccidn (Tablas N° 3 y N° 4).
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5. . 'CONCLUSIONES -

'E1 método de inoqu1aci6n en rodajas de zanahoria y

de remolacha con un aislamiento patdgeno de'AgroBa -

" terium radiobacter var. tumefaciens-causante de tu-

mores, se constituye en un instrumento rdpido y efi-

cienfe'dé diagndostico para determinar la ﬁatogeneci-

~dad -de .un aislamiento bacterial desconocido.

Los aislamientos de A. radiobacter var. tumefaciens

perténecientes a los biotipos 1 y 2 presentaron un

‘alto porcentaje de infeccidon en las variedades Cir-

cus y Yellow Garland mientras que la variedad Surf

. fue la ménds'afectada por dichos aislamientos.

'E1 mayor nimero de agallas en los bancos de enrai -

‘zamiento se- presentd en la corona de las plantas

inoculadas, mientras que en el ensayo en materas

se observaron mds agallas en las raices de las plan-

L)
; : - = | .
E1 control de la enfermedad con la aplicacidn pre -

(il
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ventiva de la cepa K-84 en el ensayo en materas fue

'mads efectivo que la aplicacidon efectuada en bancos

de enraizamiento.

En los bancos de.enraizamiento la cepa K-84 perdid

efectividad a medida que transcurria el tiempo por

ser faciJmente lixiviada por el agua de riego.

La inmersién de los esquejes enraizados al momento

‘de la siembra en una suspensidn bacterial con la ce-

pa K-84 ocasiond el mejor control de las cepas pa--

" tdgenas y su accidn aumentd con el tiempo.

E1 sitio en dénde Tas plantas adquirieron la inféc-
cion dgtefminé la incidencia de 1la enférmedéd. Se

encontrd que la infeccidon en bancos de enraizamien-
to ocasiond un mayor nimero de plantas enfermas, en
comparaéién cuando el indculo se encontrd en é] sus-

trato de las materas.

E1 aisTamiento patdgeno proveniente de la variedad

‘Yellow Garland fue el aislamiento mas agresivo y-a

su'vez el mas afectadb por 1a'bepa K-84, por perte-

'

necer al biotipo 2.
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De los medios de cultivo utilizados para la multi -
plicacion de la cepa K-84, el PDA mds 5% de Carbo -
nato de Calcio fue el mejor para el crecimiento de

la bacteria.

La inmersidn de los esquejes en una solucién con

200 ppm. de cloro ‘antes de la siembra, el uso con -

tinuo y moderado de Cloro en el agué de riego, se

constituyd en el mejor tratamiento para prevenir la

agalla de la corona en el ensayo de bancos de enrai-

‘zamiento y en el ensayo en materas.

“la-dificultad en simular condiciones ambientales

favorables para el crecimiento de las plantas a ni-
vel de laboratorio , crea la necesidad de iniciar nue-

vas investigaciones que permitan la utilizacidon de

. verdaderos bancos de enraizamiento y camas de pro =

duccidn' con debidas normas profildcticas que eviten

la.diseminacidn del inGculo en un cultivo comercial.
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6. RESUMEN

A partir de plantas de crisantemo de las variedades Surf,
" Yellow Garland y Cichs afectadas por la agalla de corona

en la Sabana de Bogoté, se obtuvieron 3 aislamientos

bactéria]és de A. radﬁobacter var. tumefaciené,-]os cua -
.ies se caractérizaronAe identificaron med{ante observa -
‘ciones. macroséépicas y microscopicas y la rea]izacién de
pruebas fis%o]ﬁgicaé y-bioquimitas en el laboratorio; pa-
‘ra bfobar 1a;patogengcidad de djchos aislamientos se ino-
'cularbn éﬁfp]ant&s dé tomate, en discos de zanahoria y de

remolacha.

. Se realizaron 2 ensayos para determinar el efecto-de la

cepa K-84 de A. had{obacter var, radiobacter sobre la en-

férmedad_ocasfonada por 2 aislamientos patdgenos de A..
'tradiobacter var. tumefaciens en plantas de crisantemo de
1a§ variedades Circus,-Yellow Garland y Surf. E1 primer
ensayo‘se.desarﬁb]]é en bancos de -enraizamiento con es -
queje; sin enraizar .y eT segundo ensayo se hizo con esque-
Z‘jeé enraizados 'y colocados, en materas. |

|
|

i
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Los 3 aislamientos patodgenos presentaron un alto porcen-
taje de infeccion en las variedades Circus y Yellow
Garland, mientras que la variedad Surf fué€ la menos afec-

tada.

La cepa K-84 fué mds efectiva en el enséyo de materas que
en el ensayo en bancos de enraizamiento por la facil Tixi-
viacion de la bacteria con el agua de riego. Se encon -
tré un mejor control de la cepa K-84 para los aislamien-

tos patdgenos pertenecientes al biotipo 2.

La inmersién en presiembra de los esquejes en una solu -
cidn de cioro y el uso cdntinuo de este elemento en el
agua de riego fue el mejor tratamiento para el control .
de la agalla de corona en bancos de enraizamiento y en

~materas.
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ANEXDO

Composicidn de algunos medios de Cultivo

- Extracto de levadura-Dextrosa- Carbonato de Calcio (YDC)

Extracto de levadura 10 gr/1t
Dextrosa (Glucosa) - 20 gr/1t
CaCO3 20 gr/it
Agar 15 gr/it

-"Medio B de King

Pectona (Difco) 20 gr/1t
K2HP04. 3H20 2.5 gr/l1t
MZSO4 s h20 6 gi/]t

Agar - 15 gr/1t
Glicerol 15 m1/1t

- Papa- Dextrosa- Agar + Carbonato de Calcio (5%) PDA.

Papa 200 gr/1t
Agar 18 gr/l1t
Clucosa 15 gr/it
CaCo, 50 gr/1t
- D-1 Agar.
‘Mannitol 15 gr.
NaNo, 5 gr.
LiCl 6 gr.
Ca(NO,),. 4 Hy0 0.002 gr.
* K2 HPO4 2 gr.
Mg 504..7 H20 . 0.2 gr.
Azul de Bromotinol , 0.1 gr.
Agar ~ 15/gr.

l
|

[



	AGRADECIMIENTOS

	INDICE

	1 INTRODUCCION
	2. REVISION DE LITERATURA

	2.1 Generalidades

	2.2 Clasificación
	2.4 Hospedantes

	5. Modo de acción de la bacteria en la planta

	2.6 Sintomatología
	2.7 Supervivencia y diseminación del agente patógeno
	2.8 Metodos de control
	2.9 Control biológico	

	3. MATERIALES Y METODOS

	3.1 Obtención de la bacteria patógena
	3.2 Métodos bacteriológicos 
	3.3 Ensayos en invernadero

	4. RESULTADOS Y DISCUSION

	4.1 Métodos bacteriológicos
	4.2 Ensayo de invernadero


	5. CONCLUSIONES

	6. RESUMEN
	7. BIBLIOGRAFIA

	ANEXO




