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1 INTRODUCCION 

En la Gltima d~cada la produc~i6n de {lores para la expor-
. '.. 

taci6nen Colombia ha tenido una actividad preponderante, 

no s610 para el sector agropecuario sinop~ra la economia 

del pa i s • 

Es así como la producción de flores colombianas compite en 

cilida~ con las flores holandeias y francesas, para que se 

~ei~prten am§s de 30 países diferentes, y para que hoy 

~~an e~ tercerreng16n en exportaciones agrop~cuarias no 

tradi~ion~l~s y el quinto en la generación de divisas den-

1~ 0 de las exportaciones menores. 

Recientemente se ~an registrado numeros~s enfermedades y 
. . .. ' . ' . 

plagas en este tipo de explotaci6ri agropecuaria, afectan 

do la rentabilidad. Una de las enferme'dades, más impo~rta'n 

' tes desde ~l pu~to de vista e~on6mico en c~ltivos de rosa 

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

teria 'Agrobacterium tumefaciens, la cual ha sido descrHa, 

y observada :en todo el mundo desde el siglo pasado. 

~a , enfermedad fué i htroducida r país hace varios a~os en 
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material propagativo infectado de rosa y~risant~mo '. En 
, " 

1973, se registr6 la ag~lla de torona erialg~rios cultivos 

de crisantemo para exportaci6~ en el O'ep1frtamento de An -

ti'oquia; enl á Sabana de Bogotá dUrante el , año de 1979 se 

~~e~ent.fori grand~~ p€fd~das ecdn6micasen ' cultivos de ro­

i~, ' ~pareci~ndoposteriorme~tela enierm~dad en plantas de 

c·fi santemo. 

Benincore,Ovalle y Arbelaez (17), en estudios realizados 

sobre la patogeneCidad 'de :Agro'ba'c'teYfuni 'tüm'efa'ci"ens 

~lgunasespecies de pla'ntas de flores ' de exportaci6Íl~ 

en 

en-

éon'traron'que aislainTen'tos d'e la bacteria pat6gena prove-

. nienite de 'agallas de r 'osa~ causa'ron aga'l1as en plantas.' de 

rosa ','clav'e{,estatlce~ t 'omate, remolacha y eucalipto; ' 

siilemba'rgo ' ·enc'ontrar.bn pocas agallas en plantas de crisan­

te.mo,iñdtcando que '-o'sa;'slamientos tienen cierta es pe 
" . 

cificilad . p'ara ciertosh'ospedantes. 

La Oi~isi6n de San~aad Vegetal del I.C~A. del AerDpuerto 

El Dora'do,~n 1980 e~pez6~ 'réténer y or'denar la destruc-

dónde carga'mentos d~ mater:i~l de prop'agaci61'.l de -' rosa 

. afectados ' por laenf 'er~ed'af; paraévifú la entrada 'a 1 

P· aís ' de nue~'as ·cép··· ·· a~ pat.O'g' enas,' ' ~ÍJe no se encuentran en nues-

r 
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tro m~dioy que podrlan atacar un . mayor nGmero de especies 

vegetales. 'Durante ,el primer semestre de 1982, se retuv .ieron 

3 importaciones de plantas por un valor de 144.953 dólares. 

En el , transcurso de los afias 1983, 1984 Y 198~ no se re 

gistrÓ, ningunaretenC1ón po'r parte del LC.A., debido a que 

. no , ~epresert~ron slntomas visibles deag~llas; ~s por ~s­

to :,que , se requiere' de un método .rápido ye,ficaz para de. -

terminarla presencia de la bacteria patóg~na en el mate -

. rial vegetal que entra al pals. 

--

CO,n , el :tiempo se ha incrementado la enfermedad en cultivos 

de flores d e ex portac ión, d ebi d o a d ife ren tes factores ': 

insLificienc5a de las medidas sanitarias, modifi,cación de 

ciertas técnicas culturales, multiplitación de varieda~es 

particularmente susceptibles a la ellf"ermedad e introducción 
. ' . . -,: . !. . . 

de nuevas cepas p.atogénicasde la bacteria, todo esto uni-

do a la ausencia de ,productos qulmicos para controlar la . 

enfermedad. 

Desde hace algunos afios se ha demostrado la protección de 

pJantas jóvenes en varios palses con 'la cepa K-84 de 

Ágr obácte ri um . ra d i óbac te.r l V a.r. ' rad,ri aba (te re,OIllO antag on i s­

tade algunas cepas de A.radi"oba·c·ter var ." 'tu·mefa'de·ns . 
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En varios trabajos se ha confirmado que la acci6n de 1 a 

cepa antagonista se debfa a la producci6n de una bacterio~ 

cina denominada Agrocin J que podrfa ser utilizada con 

~xito como un medio de lucha biológica contra la agalla de 

corona. Mi 11 er y Mi 11 er (13) en' 1974 obtuvi eron buenos re-

. sultados en el control de la enfermedad mediante ~l trata­

miento del . suelo con la cepa K-84, al igual que Kerr (la) 

en plantasyesquej.es de crisantemo. Por- el contrario. en 

Australia la presencia de una cepa . resistente de 'A; :ra:dio­

bacter "v·ar. tumefaciensa. la cepa K-84 no' dió resultados 

positivos. 

El objetivo ;de esta investigación fue determinar el resul-

tado del ~atamiento de la cepa K-B( sobre razas d.e 1 a 

cepa p,atógena prevalentes e.n la, Sabana de Bogotá y obser -

. var; la reacción . a di~ho tr'atamiento en las variedades .de 

'cri santeino -:Ci rcus, Surfy Ve 11 ow Ga rl andbaj o condiciones 

de invernadero, con ·el fin de preci'sar la eficacia del con­

trol biológico en nuestro medi.o • 
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. 2. REVISION DE LITERATURA 

2.1 GENERALIDADES 

Smith y Towsend demostraron que los tumores vegetales 

toriocidos como la agalla de co~ona~ eran cuasados por una 

bacteria descrita inicialmente bajo la denominación 'Bac -

, terj um tumefaciens yque enla actualida'(¡ se llama 'Agro-

': hact er i um radi obacter v ar. ,' tUniefac'ie'ns. Di cha bac teria 

,~~~;pue\le vivir e,n condiciones ambientales diversas, ' encon_-
. ;. 

:tráridose diseminada por casi todos los suelos del mundo .(7). 

2.2 CLASIF'¡CACION 

El género Agrobacteiiumi~~luye a19una~ 5a~terias que ha-

bitan en el suelo y que se adaptan a la vida de la riz6s -

fer'a (.11). 

Keane~ Kerr y New, citados por Faivre,(7) consideran que el 
. '. . . 

género AgrobaCtér.i' üriJ inclúye solamente una espécie, lá 

'tiedades: 

la cual se divide en tres ' va-

I 
' ) 
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a. 

b. 

c. 

6 

Agrobaeterium radiobae~ervar: jadiobaeter "que 

comprende las cepas rio patogénicas, capaces de 

inhibir " in 'vitro cepas "patogénicas e impedir 

la formación de tumores en las pla'ntas. 

Agr'oba'c"tefiuni "ra"didb"a'éter var: "tUniéfac"; ens 

que comprende las ce~as patogéh~cas; se dife -

re n Ci a del a va r i e dad r a dio b a cte r por té n e r en 

su célula un gran plásmido y el plásmido Ti 

(Inductor de Tumor). 

, Agrobaéteriuni fa'dioba"éter varo "rh"izog"e"n"es: que 

comprende las ce~as capaces ~e formar proljfe­

ración excesiva de raíces. 

En las vari~dades mencionadas anteriormente, Kerr y Pan~ -

gópul os, cit.ad os por Agri os (1) establee i eron 3 bióti pos, 

'q ue s e d if e r en c i an p r i .nc i p a ] m e n te por sus ca r a c ter í s tic a s 
, - , ~ . '- . - . 

, ' 

bioquím'icas; éstos ,biotiposa SIl vez- est.án ~ompuestospor 

un , gran número de cepas heterogéneas, pudiéndose distin -

9 u :i r en t r e" s í por ,s u s e a r a e ter í s ti e a s m o r f o 1 ó 9 i e as, "s e r o -
, . ' 

, USgicas y bioquímicas, (7,17). 

1
, , 

" , 

. ... 
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El patógeno es : un bacilo de 1-3 por 0,4-0,8 micras y no po­

see c&psul~; la ~acteria es m6vil y tiene de 1 a 4 fla -

gelos de implantación polar, parapolar y lateral que le 

permit~ desplazarse f&cilmente en un mediolfquido. 

Agrobatterium tumefaciens ~s un patógeno aer6bico cuya 

.. temperatura 6ptim~ para su desarrollo es de 25a28 gra­

dos centfgrados (15). 

E~ta bacteria en el medi~ de cultivo Extracto de leva -

dura~Dextrosa-Carbonato d~ Calcio ' (YDC), excreta un 

polisacarido muy higros¿ópico, que rodea el cuerpo bac -

terj ano : y~esempeña una funci6n de protecci 6n contra 1 a 

desecaci6n. Enagar hutriente la bacteriadesarrolla.una 

colórHhi pequeña, blanca, traslútida,circular, lisa, bri-

. 11 ante y entera; es Gram negativa. (2,9) 

'La 'bacteria: pa'Higena sin duda es una de las especies fi­

: ~opatógen.as . menos exigentes en requer:imientos nutriciona­

les, debido a que . casi ninguna- cep-a tiene necesidades de 

. sub-sistencta ~s ·pec .iales, ~ lo que hace di fíci 1 ,su control. 

. ~ (".. . 

. :2.4 Hosp EDANTES 

-La enfermedad cohncida como 
./ 

"Ata 11 a d. 1 a coron a" .,muy 

) 
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coman afectando plantas le~osas y herb§ceas pertenecientes 

a 160 especies de m§s de 60 familias, tanto en plantas sil~ 

vestres como cultivadas (1). 

Un trabaj o rec; entemente rea 1 izado por el eene y De Ley ci­

tadospo~ Fai~~e (7) menciona 643 especies hospedantes per-

tenecientes a 93 familias bot-§nicas; algunas de estas es -
', ', 

pecies han respondido a inocu-laciones en el Laboratorio for­

. mando agallas" aunque nunca se hayan observado en condicio­

nes n a tu r a 1 e s (1,7,17). 

Algunas rosáceas como el ciruelo, el duraznero, el cerezo, 

el ~lmendro, el pero, el manzanD y el frambueso, son m§s 

. s~nsibles a la enfermedad (4) ·. 

Enalgun?s árboles mader.ables tales como el cedro y el no-
-

galse ha óbs~J'vadogran susceptibilidad a la agalla de la 

corona. En la .Sabana de Bogotá existe la enfermedad en 

euciliptoy sauce; estas plantas especialmente sensibles de-
" ,. 

sempe~an un papel importante como fúente de inóculopara 

. otras pl antas menos· sen s ib:les (15,18). 

En Colornbia,prillcipalrnente en 
, ~ . ..'. " : ;. 

e1 Dep.rtamento de Antloquj, 

1 



. ~ ... : ' " . 

y en la Sabana de 'Bogotá se "ha ' observado prob -lemás con 

la enfermedad en cultivos de rosa ;y de crisantemo pa­

ra exportaci6n (5,14); -, 

9 

Se han encontrado cientos de razas del pat6geno con di­

verscisgrados de especificidad, en ' cuanto a hospedantes ; 

: "plantas de tomate y de ' estramonio son muy sensibles a la 

mayoría de las cepas patógenas, permitiendo su uso , como 

pl~ntas indicadora~ para probar la patogenecidad de la 

b,a cte r i a . ( 3 ;17 ) . 

Trabajos desarrollados con aisl~mientos de la ba~teria 

obt~nidoS'de tumores , de crisantemo, demostraron que nin-

" 
gund dé dichos aislamientos infestaron 237 variedades de 

crisantemo lnoculadas,loque indica la variabilidad , de 

la~ razas d~ Ag~obatterium tumefaciens 012}.En otro ex-

perimento 'Miller (13), t~abajó con aislamientos prove 

.nientes de' la co1lecc;-ón mundial de ' A. radióbacter var 

" 

( -

-tumefaciens y con a i s lami en'tos , prove,n i entes de p1 antas 

decris ante'me" ~n con trand o res u1 tad osd iferentes;i nocu­

laciones con aislamientos ' de la colecci6n mundial preseh~ 

ta+~n~ayoi nGmero ~e plantas inf~ctadas, . mi~ntras que 

aislamientospr,ovenientes "de planta's de crisantemo oca -
. . , ," : ". ' .'" " ; r _ 

pequeno 
(, 

a 10 largo del ta 'sionaron tumor~s de diámetro 

./ ". 

-,' ), 
¡' , 
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110 cuando fueron inoculadas en el cuello 'de la planta; 

con esto se comprob6que. algunos ais1amient6~ de la bac­

teria pueden ser sistémicos en determinadas variedades 

de crisantemo (13). 

Ovi11e~ Bénincore y Arbe1§ez (17) encontraron que aisla­

mientos de,A. radiobaCter var .. tumefaciens provenientes 
-

de plantas 'de ros acu lti v'adas en la Sabana de Bogotá, 

Ocasionaron porcentajes de infecci6n variables de acuer-

d~ . a1 hospedante .inocu1ado;. s'in embarg~ los aislamientos 

procedentes de plantas decrisantemo,inoculados .en 4 Va 

riedades de la misma especie~ presentaron una al~a infec­

ci6n~ mientras que los aislamientos proced~ntes d~ rosa 

no infectaron ninguna planta de crisantemo,·lo que de 

muestra que. las cepas que afectan rosa ~ y al crisantemo 

en el pais parecen ser diferentes. 

~.5 MODO' DE ACCIOND[ ,LA BACTERIA EN LA PLANTA 
. I 

A. radi~bacter var tumefac~en~ péréce ser inc~paz de 

ejercer su acciÓn patogénica 'a través dela pared de 

la , célulá vegetal y necesita de una herida para que , las 

~'act~rias'puedan pen'etrar _en las plantas e ' inducir a la 

:nJ1aCi5n de. tumores; 1 as .heri d a/ p u e den ser produci das por 

J 
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insectos, durante la siembra, la poda, la cosecha, las he­

ladas y la emergencia de huevas ~aices (7). 

El proceso de transformaci6n tumoral comprende fundamen -

talmerite tres etapas: 

a. El ' acondicibnamiehto necesario para qu~ pueda 

efectuarse la transformaci6n ~umoral, el cual 

se inicia por una herida y termina con la ci­

catrizaci6n de la misma. 

b. ' : La inducci6n o transformaci6n de.l tejido afec-

c . . 

, ' 

tado; este periodo ,corresponde a la t~ansf~r-

mación de la célula normal a célula tumora~. 

La, prol; feraci 6n ' tumoral , corresponde a ~ l'a 
I 

'multiplicación de la célula tumoral de una ma-

ri~ra.iridefinida y mis o meno~ desordenada para 

dar origen a un tumor . 

. L,a agalláde corona es una enfermedad que rar.·a vez ocasib-
. ' l 

na la ' muertede ia ¡danta,'" pero pueae ocasionar enanismo 

y disminución de crecimiento de/bido a su efecto en el sis-

(" 

). 



~ -' . 

, ' 
, " 

" ' . ' 

12 

tema radical; la presencia de agallas durante los prime­

ros periodos de creGimiento de las plantas ' puede ' ocasio­

nar su muerte. 

Una vez formado el tumot, se puede presentar lesinnesse­

cundari~s , ocasionadai por hongo~ o' bacterias; dichas le -

siones pueden acelerar la de~tructi6nde l~s plantas (11). 
" . 

2.6 SI NTOMATOLOG lA 

A. radi bbacter var. ' tuniefa'ci'ens ' puede ocasionar 1 a forma-

ción de agallas en raices, coronas, tallos y ' hojas de 

u~a a~plia gama de plantas susceptibles (18). 

Los tumores pueden tener fbrma~ y tamanos Variados, pre­

se!!~tándose g,eneraTmente , baJo la forma de protuberancia 

mas ,o meno,s 'globales o r:édondeadas, de consistencia va­

,tiable dependiendo del estado de desarrollo de ia enfer­

~edad y del tipo de planta. Inicialmente las agallas 

so'nbl :andas, dé color bl'an:co y escasamente v;~iblés; en 

'estad Dad u ltose 't 'or n an duras y oscuras a 1 a ca nzand o ' g'r a n 

tamano (14),; Lasup'érficie de 'la agalla puéde ser lisa, 
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aunque pu ed enocu rri rru ptu ras" d ur an te 'su crecimiento. ' 

2.7' SUPERVIVENCIA Y DISEMINACION DEL AGENTE 

PATOGENO 

, " 1 

Elpatógeilo 'puede encontrarse presente en el suelo oen 

las raíces de las malezas u otras ' plantas, 'o en residuos 

vegetalesdeun cultivo ' anterior (15). En ' suelos esté-

ril es ~plledevi v i r por lo menos 16 meses,mi entras ' que 

ensu:eJos 'fértiles su supervivencia disminuye al aumen­

tar la competenci a con . otros mi croorganismos. Se han ob­

serv ¡id,oap a'r i c i onesex p los i v as de ,1 aen fe rm ed,ad " en suelos 
.~ . 

no cu:ltivadosdurante var.ios :años (4). · 

' Unade las' principales 'formas de transmisión de la bac­

te ri a e s por m e dio del 'a 9 u a, m e d ia nt e el us o d e m a ter i a.l 

propagativo ~nfettado ; y : porherramientas infestadas (7). 

2.8 METODOS DE CONTROL 

. . '. , 

p'or carencia de un tratamiento verdade.ramente eficaz ,pa­

, ra la erradicati6n de ' la ' a'galla de' corona úna vez ésta 

se presenta en la planta;' elme'jor 

( 
co~trol de : la enfer 
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medadconsi.ste en la aplicación de . medidas preventivas, 

1 as cua 1 es 'varían de acuerdo a 1 a resi stenci a o suscep -

tibilidad del hospedante (7). 

la utilización de material de propagación sano constitu-

, ye la medida preventiva más importante para el éoiltrol 

de 1 a enfermedad ; además se recomienda~ reempl azar 1 as 

variedades que presentan cierta suscep-tibilidad a la 

enfermedad epor plantas de variedad~s resistentes o tole­

rantes (14). ' los suelos o sustratos en donde han creci­

do plantas 'enfermas, deben s'er tratados mediailt-eel uso 

de . vapo~ 6 de fumigantes; de igual manera, se debe ha -

ter tritamientos de herramientas . y bancos con ger~i¿i~ 

das .':tales como formol o.h i pocl orito de sod iopara Ja 

eliminación de ]a bacteria· (7) . 

. 
Debido a ' qu~ la bacteria requiere de heridas en 'la 'plan-

. ta 'para la initiación de) proceso tumoral, es necesario , 

m~néj~r el material vegetal con extremo cuidado y procu-

rar no ocas ,ionar ~ 'heridas en las diferentes 1 abores ,dé 

,tu lti v 0(14 )', ' 

~a eliminación periódica "de 1a( plantas con s'ntomas . den-

" ,.!. 
, . (1 
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trode los cu1tivós es una medida ·de control acons~jable 

para disminuir el in6culo del'pat6geno (14). 

2 .• 9 CONTROL BIOLOGICO 

El cont~ol ,bio16gico .parece müy promisorio como un medio 

de lucha contra la agalla de corona; desde 1972 muchos 

paTses de) mundo han venido utili~andó en forma comercial 

la cepa K-84 de Agro'bacter"ium radio'bac'ter varo 'radiobac-

te~. En Colombia se est&n realizando ensayos en difere~­

tes viv~ros dé flores para comprobar su efectividad. 

de un suelo australiano una cepa : de 

Agrobacterium radiobacter varo radi6biicter capaz de inhi­

bir in vitroel crecimiento de algunas cepas pat6genas de 

A~robacterium radiobact~r var.tumefiiti·ens;el tratami~n: 

topreventiyo con la cepa K-84 i~pidi6 ta~bi~n la forma -

. d6nde agallas en plantas j6venes de durazno y tomate, 

Ap~rtir de éste descubrimiento, la cepa K-84 de Agrobac­

teri~m radidbacter v~r. radióbacter se ha utilizado -~ am -

.pliamentepara el tratami'entode p)antas', lncluyendo al 

gunas especies de Prunus, R"("S. Ma Tus, Vi Us, Li bocedrus, 

\ 

e ) 

l' 



, . 

16 

Chrysanthemun, Crategus, ·.Carva, R<fsa, ' PYru~ ', Humulus (8); 
, . 

esta cepa antagonista se ha empleado también 'en el trata-

miento de material de propagaci6n como ' s~millas, estacas 

y esquejes (7). 

Kerr y Htay c 'itados por Ellis' 'et 'li (6), dell}ostraron que 

la acci6n antagonista de la cepa K-84 era debida a la 

- producci6n de una bact~riocina que actQa especialmente so-

6re las ba~terias de la misma especie o ~~pe~ies sé~ejan­

tes; ~sta bacteriocina se ha llamado IAgrocin84". ' Las 

cepas pat6genas presentan una pieza ~~tracromos6mica 

circular denominada "plásmido Ti ll (inductor de tumore~) 

con la info~mati6n neces~f~apara dese~ca~~~ar elp~b¿~-

so tumoral; el efecto ,de este plásmido p~edes~r blo 

queado en algun'a forma por el "Agrocin 84" con sus co 

rresp-ondientes ~plásmidos, uno éonjugativo q'ue codifica 

, la pr·oducci6n del Ilagrocin" y la resistencia a esta bac­

, teriocina {16,19). 

En algunos casos la cepa K-84 no ha sido efectiva en la 

prevenci6n contra la agalla de cororia porque~ o las ra ' -
, . ' \ . 

'zas pat6genas soninse'nsibles al-lIA"grocin" b producen un 
i 

. inhi'bidor contra .la .cepa K-84 (6). 

( 

') 
;1 , 
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Para obtener .u n control ef i c i ente c.on · 1 acepaK-84· es "" 

necesario que la proporción entre la población de Agro -

b~tt~~ium'"~adiobacter varo radiobactery ~. radiobacter 
. ". 

varo tumefatiens sea 1:1 o mayor; la aplicación de la ce-

pa antagonista se realiza por inmersión del matefial ve­

'getativo en· una suspensión bacterial, la cual debe conte­

ner 108 - 109 c~~ulas bacteriale~ por ~ililitro. (10). 

txisten algunos factores que in~luyen en la interacción 

" "in situ" de pat~gencs insensibles a la cepa K-84, inclu­

yendo la especie del hospedanté tratado, el sitio de 

' siembra y Já microflora del suelo (8). Diversos medios 

detultivo tambi~n pueden altepar las respuestas in vitro 

de patógenos al Agrocin producido por la cepa K~84 (19). 

Debido a que el contrtil con la cepa K-84 es preventivo .y 

' no~urativo, ~effa inefectivo utilizarla en infecciones 

latentes, ni en material en donde ya ~e ha desencadenado 

proceso tumoral (7). 

Faivre - Amiot y colaboradores (8) demostraron en Fráncia 

la eficaciaclel tratamierito~ al remoj¡ir esquéjes' de cri-

sahtemb en 1 asus pen.si ón 

-­
.,..r" 

de la cepa K-84, justo 
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antes de la siembra en un sustrato contaminado con la ce-

pa pat6gena. 

i 
( 

! 
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3. MATERI AtES Y METODOS 

. 3.1 OBTENCION DE LA BACTERIA PATOGENA 

Laobtenci6n de ~isla~iento~ de la bacteria pat6gena se 

re~liz6 a partir de agallas ~resentes en la corona yen . 

las rafees de las plantas_de crisantemo de las varieda -

des Surf, Dixe, Yellow Garland y Circus procedentei de 

. diferentes vi~eros de la Sab~na de . Bogot&~ 

3.2 METODOS BACTERI OLOG leOS , 

3-. 2 • 1. A i s 1 a m i e ¡, t o del a B a e ter i a 

Los aislamie~to~ s~ hicieron a partir de ~ejidos de aga-

llas j6venes de un m~s de crecimiento previamente desi~-
, ' . 

fectadas con· hipocloritode sodio al 2% y enjuagadas con 

~gua destilada est~ril. 

Se, usaron 2 métodos para e,l a.islamiento de la bacteria: 

" -
. a .• Se tomaron fragmentos del tumor'de aproxima -

d .menÚ:. 0.5 cm" y sr colocaron' en un tubo de 

i 
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ensayo con agua destilada est~~il durante 24 

horas; posteriormente se tomó una lupada de 

la suspensión y se distribuyó en forma de es-

trías sobre la superficie de los .medios de 

cultivo. 

En un mortero esterilizado se preparó un ma-

cerado de )orciones de agallas ~on agua des­

tilada esfiril, luego se filtr6 y la susp~n-

si6n resultante se, estrió sobre los medios 

de cultivó. 

,Para los aislamientos se utnizaron los medios 

de cultivo Papa-Dextrosa-Agar . (PDA)i -Agar Nu­

triente CAN) y Extr:actode Levadura-Dextrosa­

, Carbonato de , calcio (YDe) conpH7-. 

Las cajas dePetri se incubaron a una tempera-

tura de 29"C. 

Caract~rizacian e Identificaci6nde la Bacteria 

Pruebas de _Patoge-nicidad 

, 
Ac~daun~ de l~~ tultivos ~a~telial's obtenidos s e 1 es com-

) 
" " , 
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probó lapatogenicidad mediante inoculación de la suspen­

sión bacterial sobre rodajas de zanah~ria {Daucus carot~) 

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

tadas con etanol al BOJ e hipoclorito de sodio ' al 5%~ l~s 

rodajas se colocaron dentro de una caja de Petri estéril, 

con papel . filtro estéril y se inc~baron a 24°C durante 

30 días. 

Se utilizaron dos métodos de inoculación en los disco~ de 

remolacha y zanahoria: ' el primero consistió en tomar ulia 

lupada -del . cultivo pur.o creciendo en VDCy se extendió so­

bre l. sup~rficie del disco; posterio~mente se agregaron 

2ml. ' de agua destilada estéril en la base de la caja de 

Pe tri con e 1 fin d e e v it a r 1 a . d es h i d r a t a ció n del os d i s -

~os~ El segurido método se hizo a partir de una lupada de 

cultiv'o puro, la cual se diluyó en 2 m:l. de . agua destila­

~a estéril én,un tubo de .ensayo y se extendió sobre el 

disco. 

De las Todajas de zanahoria.y de r~molacha que presenta -

ronaga:llassobre la superfic.ie, se reafsló la bacteria 

p.ara p'roceder a su idenU·ficación y.caracterización. 

- . ,'. 
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3.2.2.Z. Clasificaci6n de la Batteria 

El g€hero; la especie y el biotipo se determinaron median-

te observacione~ macroscópicas y microsc6picas 'y la rea -

lizaci6n de pruebas fisiológicas y bioqufmicas, siguiendo 

los procedimientos establecidos ' enel Manual de Bergey 8a. 

Edici6n {2} y la Gu'a de Laboratorio ~ara identificaci~n 

de bacteri as fi topatógenasde Schaad (15'). , 

Para la identificación de biotipos de" Ag"r"db"a'c'ter'i"uni radio-
-bacter ~ar. tumef~ti'~ns y la cepaK~84 ,se utilizaron las 

pruebas de diagnóstico propuestas por Kerr y Panagópu ' -

los (15). , 

, 3.2.3 Obtención y Propagación de la Cepa ,K-84 

Lacepa K-84.de ,Agrobacterium radiobader varo radiobac -

ter fue enviad,a por el Dr. Larry W. Moore de Oregon State 
-, - ', 

University, Corval.1is, Oregon, 'U.S.A. Como medios de cul­

.tivopara la re~icación 4e la bacteria se utilizaron 

Papa-Dextrosa-Agar ," "Caldo Nutritivo, Agar Nutritivo" , ~.x 

tracto' de levadura-Dextrosa,-Agar:-Carbonato de Calcio, 0-1 

Adai~ Papa~Oext~osa-Agar t ~% d carbonato de calcio. Pa-

i 
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ra cada · uno de los medi,os se efectu.aron tres repeticiones 

en . tubos de ensayo y 3 repeticiones ,encajas ,de PetrL 

3.3 ENSAYOS ,EN INVERNADERO 

Se '. desarroll aron dos ensayos para observar el comporta 

miento de ,la cepa K':"S4 sobre los ,aislamientos patogénicos 

provenientes de plantas de ' crisantemo enfermas. ' 

,Los ensayos se · desarrollaron en el Laboratorio y en los 

, invernaderos con cubierta plástica de la Facultad de Agro­

nomia, si~rulando las, condiciones comerciales en las cua.­

les se ~ produce ,el crisantemo en la Sabana dé Bogotá. 

El primer ,ensayo se realjzó en camas de enraizamiento uti-

lizando esquejes de ,crisantemo de variedades susceptibl~s 

a la agalla d:e corona: Circus, Surf y Yellow Garland. En 

el segundo en~ayo se buscó probar el control biológico de 
, , 

léf' cepa ~.-S4al ser aplicada en diferentes estados decre­

c'imiento de las plantas de ,crisantemo bajo condiciones de 

invernadero; se uti.lizó como material vegetalesquej,es en­

raizagos ,de las variedades 'mencionadas antertormente. 

( 
, 
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Para 10~ tratamientos en camas de enraizamiento seutili-

zaronmateras de 14 cms. de , di~metro con una altura de 11 

cms. ~ 1 Kgr. de capacidad; el fondo de la matera se se -

' llÓcon discos: de plástico para evitar mezc'las entre ' las 

~epas inoculadas; como sustrato se utilizaron escoriai co­

quiza'das frátadas 'con vapor de agua a82°C durante 30 mi­

nutos. Una ~ez sembrados los esquejes se cOlocarón den -

tro de cámaras hamed~s cubiertas con plástico lechoso y 

re~ularment~ se prendia un vaporizador para ayudar a man-

tener la humedad relativa alta~ Durante el periodo de en­

~aizamierito ~e los esquejes de crisant~mose llevaron re-
¡ , 

gistros dlarios de temperatura :i humedad relativa median-

t~ el uso a~u~ hidroter~6graf~. ' 

Els;e'gundo ensayo se 're'al i'zó en' materas de lKgr. de ca -

pacidad; 'como sustr~to se utiliz.Q suélo dé textura franco ' 

:"limosa, rico en materia orgáni ,ca y se mezcló con 1,6 Kgr. 

de roca dolomfti 'ca, 0.22 m3• ele cas~af'illa de arroz y 

1.0 Kgr .. de superfosfato por m3' dé suelo. 

Se ,preparó para el ' riego dé los 2 ensayos una. soluciónnu­

triente en aguadestn:¡Ma alá cual' ,sir le agregó 0,3 gr. 

dinitr.to de c.lcio, (J,5 gr. 

" 

de nitrato de ,amonio, 1.0' gr. 

," 
,/ 

, " .' ). 
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de sulfato·de magnesio, y 0.1 cc. de ácido ' fosfórico por 

litro de agua. 

Para lascamas'de enr~izamiento se aplicó un iiego'cada 

24 horas con. la solución nutrient~; . en el segundo ensayo 

~e comenzó con 3 riegos diarios por matera y una vez esta-

blecidas las plantas se hicieron 2 riegos pot dfa. 

3.3.1 Métodos de Inoculación 

-
El inóéulo qu.e se utilizó en los dos experimentos se obtu-

vo de un cultivo b~cterial dé 3 dfas de crecimiehto, del 

ctial se pr~pa~aron suspensiones .homog~neas de la bacteria 

en caldo nutritivo (CN.) hasta obtener concentraciones cer­

canas '~ 1.7.x)010 células bacterialespor mililitro, las 

cuales se deter~inaron por medio de densidades ópticas. 

3.3.1.1 Ensayo en Camas de Enraizamiento 

Para simular las ' condicion~s de las camas de enraizamien -

to sé utilizó una caja de 3m x 1m x 0.6m . . cubierta con 

'. p)&sti'colechoso; se' mantuvo una humedad relativa promedio 

de 80-85% con la util i zac.i ón hameda ~n ~1 piso de 

- .. ,. " 
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la caja y utilizando' vaporizador 2yeces al día. 

Se realizaron 7 tratamientos para observar la eficacia de ' 

:la cepa K-84 s'obre esquejes no enr,a,izados de crisañtemo~ 

LbS tratamieritos que se utilizaron para las cepas patóge -

nas A-l Y A-2 ,fueron: 

,ToTestigo. Sin inoculaéión. 

TI Aplicación de A. radiobac'ter varo 'tumefaciens ' al 

12 ' . ' 

, : . 

sustrato. . ... 

:Aplicac,ión simultánea de A~' 'ra'diobac'ter var.: tu -

mefaciens al sustrato, y de la cepa K-84 a los es-

quejes sin énraizar. 

' Inmef~ión , d~ esquéjes sin ehraizar en una suspen -

sión de ' la cepa K-84 y 8 días después 'de la siem 

bra áplitatión de una suspensi6n de la tepa paió -

9 en a. 

t 

T4 Inm~r~i6n de esquejes sin enraizar en una suspen -

'.- . 

.. ' 

dias después de la siem-
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bra ~p'icaci~~~e ' una suspe~si6n ~acterial de la 

cepa patógena. 

T5 'Inmefsión de los esquejes sin enraizar en una sus­

'pens"i ón de 1 a cepa K-84. 

Apli¿at~ón de A. radiobactervar: ' t~m~f~tiens al 

su~Strat'o, mas agua clorada ' a. los esquéjes sÚi 'en-

raizar. 

En los tratamientos' TI' T2 , T6 de cada aislamiento pató­

geno, se ¡s~erjaron 10 ml. de suspensión bacterial sobre 

la esco'ri:a coq'u'izada .estéril para simular la pr~sencia de 

die ha bacteria bajo' condi ci ones natural es de una cama de 

enraizaml~htb". ;'En el tratamiento 6 se preparó agua c10'­

rada mediante aplicación de Hipoclorito de Sodio del 15%, 

. h~s~a obt~net ~ha concentración de 200 pp~ de clo~o en 

donde se sumergieron los esquejes durante 30 segundos y 

posteri or~en'tefueronsembrados; el riego para esle tra­

tamiento se efectu'ó c'on agua del grifo que contenía en -

tre .5B 7 ppmde clorri. 

inocUlaci1hde hln9un. de lascep.s 

') 
t' 
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~at6genas ni de la cepa K-84. 

En los tratamientos 3, 4 Y 5 se aplic6 la cepa K-84 a los 

esquejes de crisantemo y se seinbraron en las materas con 

sustrato est~riJ; al cabo de 8 a 15 dfas, segan el trata­

miento, se halaron las .plantas hacia arriba tratando de 

romper varias rafces para causar heridas, y 24 horas des­

pués se hicieron las ino.cu·laciones con la cepa patógena 

por riego directo sobre el sustrato. 

Ens'ayo en Materas 

Bajo condiciones de invernadero 'los tratamientos ~n ma -

teras para las 2 cepas de A. radiobacter varo tumefaciens 

fueron iguales a los desarrollados en las camas de enr~-

zami ento •. 

'Se utilizaron esquejes de crisantemo enraizados de las 

variedades Circüs,Surf"YellowGarland; el s~stratofue 

suelo 'órgánicomezclado co.n cascarilla de arroz. 

Cada tratamientocor.~espon,dió a unamatera '" sembrada con 
. ,. ¡ 

3 esquejes~ seefectuaroh 3 r7t ic iones para todos los 

-.-" 
, 

" . . . ' 
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tratamientos. 

Los tratamientos desarrollados fueron: 

T 1 

Testigo. Sin inoculación. 

Aplicación de A. radiobacter varo tumefaciens 

al sustrato. 

Aplicación simult&ne~ de A. radiobactervar. 

tumefaciens al sustrato y d~ la cepa K-84 a 

- los esquej es enra izados. 

Inmersión de esquejes enraizados en una sus -

pensión de la cepa K-84 y 8 d-fas despu~s de 
-

la si~mbra se aplicó una suspensi6n de la ce-

pa: patógena. 

Inmersión de esqüejes enraizados en una sus -

pensi6n de la cepa K-84 y 15 dfas despQes de 

la siembra se aplicó una suspensión de la ce­

pa patógena. 

: 

I 
! 
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Inmersi6n de los e~queje~ enratzado~ en una 

suspensi6n de la cepa K-84. 

30 

A~licaci6n de A. radiobacter var.t~m~f~ti~ns 

a l' s u s t r a t o' m á s a g u a c 1 o r a d a a los es q u e j e s 
, enraizados 

La aparici6n de dañ'o- en los esquéjes a' las dos semanas de 

iniciado el ensayo ocas ,ionado ' por Rhi'zoctonial sp. y Botry­

tis cinerea, condujo' a la apllcaci6n de un'a aspersi6n al 

suelo d,e Ridomil (Metalaxil -'Mancozeb) 0.16 gr.de produc­

to comerciil/Lt + Benlate (Benomil) 0.39 gr. de producto 

comercial/Lt. Se hicieton 3 aspersiones con Pirimor (Pi-

rimJcarb) para el control de affdos observados a partir 

de la cuarta sem~na. 

"En él ensayo ·~on los esquejes enraitados y sembrados en 

ni a t er a s s e d es a rro 11 6 i n i e i a 1 m e n t e e n e 1 La b o rato ri o e o n 

' una temperatura d'e .18-20 grados " centígrados y 50-70% de 

H.R. ; ' se utiliz~ron lámpa~as fluorescentes para regular 

el fotoperiodo de ,las plantas de crisantemo~ , ~~jandº du­

rante26 noches la lúz contínua. A' ,los 5.4 'd;:asde la siem-

,bra el material vegetal a loS invernaderos con 

) 
;' 
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cubierta plástica, con una temperatura promedio de 18 

grados centígrados y una humedad relativa del 50%. En el 

estado de desarrollo del botón color de la planta (98 días 

después de la siembra), por cambio de plástico de los in-

vernaderos que coincidió con una helada, se dió por termi-

nado el ensayo debido a la quemazón y posterior degenera-

miento de las plantas. 

) 

/ 

. . 
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4. RESULTADOS Y DISCUS10N 

4~1 METODOS BACTERIOLOGICOS 

4.1.1 Aislamiento de la Bacteria 

La maceración de agallas, su poste~ior f .iltradoy estria­

do ~n el me~io de cultivo fue el m~todQ m5s confia~lepa­

ra lograr el . ai~lamientode la bacteria.Déspu~s de Con­

ti n u a s re p li c a c ion e s en los d i fe r e n te s m e di o s u t iliz á d o s , 

s~ ~bservó q~e el medio m~sadecuado para la ~btención d~ 

cul~ivospLros fue el YDC, pH7; las ¿cilonias desarroll~ -

dase~ dicho medi'o seca~acte~izaron por ser pequefias, ¡ 

blancas, circulares, enteras, lisas, brillantes, alcanzm­

dosea ~resentar col¿nias tipo estrella cuando crécia en 

el medio de cultivo por m'~s de 72 horas • 

. S~desarr~llaron en promedio de 8 alO repeticiones para 
.. 

obtener culiivo puro en YDC. 

4.1.2 Caracteritación e Ident~fi¿ación de la B~cteria 

El m'ejor método para 

Pruebas de Patogenecidad. 

1. inOCU1'Ción de las rodajas de za- . 

4H.2.l 

-----_ _ .-.. , 1 .ir '--r~ ... _" 
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nahoria y de remolacha fue el de tomar una lupada decu1-

tivo pVro de 24 horas de crecimie~to enYDC y su estria­

do posterior con un aza sobre la superficie de la rodaja; 

cuando se aplic6 la mezcla del creci~iento ' bacterial , y 

de agua destilada, se observ6 mucha contaminaci6n. 

Sobre las rodajas se presentaron djversos t~pos de creci­

miento bacterial; en ocasiones se -obervaron pudriciones 

causadas principalmente por Pseuaomónas procedentes de ais-

1ainientos de la v'ariedad Dixe; de .'igua1 man'era se observó 

e~ a1g~nos ~isco~ no inoculados, racimos crjit~linos Bi -
, ' 

minutos que al ser vistos al estereoscopio presentaron 

la formación caracterfstica de un crecimie~to celular.(Fo­

tograffa No. 1). Esde anotar que la zanahoria seha uti­

lizado por 'varios investigadores para la reproducción 

in vitro de cultivo de tejido,s por la tótipotencia de las 

" células lo q,u-e indica que se debe diferenciar un cre~i 

~tento asexual en 1a rodaja ,y un ter~toma ocasionado por 

la inotülaci6ri de una bacteria-pat6gena; mientras que e~ 

, el primer caso cada divisi .ón celular es ordenada y aseme­

ja ramilletes de diminutas protuberancias, la bacteria 

,Agrobacterium rádiobacter yar._tumefaciens ,'causa en .la su-

perfiéie de la 'rodaja formas torlmente desordenadas j de 

'-

) 
¡: 
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mayor tamaño que en el caso anterior. (Fotografía No.2). 

Al igual que en el trabajo de Ovalle, Benincore y Arbeláez (17), 

se llegó a establecer que la rodaja de remolacha presenta -

ba pequeños tumores bri 1 1 antes, 1 i sos, roj i zos, en la super­

ficie, alcanzando su miximo crecimi~nto a los 30 días de 

inoculado (Fotografía No. 3). 

Para obtener datos consistentes se hicieron 3 repeticiones 

en cajas de Petri de cada uno de los ai~lamientos bacteria­

les obtenidos sobre las rodajas de zanahoria y de remola -

chao 

) 

I 
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FOTOGRAFIA No. 1 : Ctecimi~nto celular en rodajas de zanaho­

ria, ' el cual se origina a nivel de los 
. .. ; . ' . ,' , 

vasos·conductores d'e la r'odaja 'a los 15 - " . -" ,, ' 

, 1; , 

días d~ ~ ortr la zanahoria. 
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CrecillJiento c'aracterístico de los ter a-

tOfl1asformados por' la inoculación de 

a i slaml en tos ' de A: 'ra diobac ter var' ~- 'tu-
- . ~ 

mefaciens, ~2 ' dfa~de ' ino2ulatión, 

I 
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f . • 

Rodaja de remolacha inoculada cQn A. 

r a d ; o b a c ter v ar. tu m e f a c i e n s; s o b r e 1 a 

superficie de la rodaja s~presentan 

pequ~ño~s .tumór·es.lisos y de colora~ión 

rojiza, · 24 ras de inoculación. 

e ) 

. . .. . , ' , i' 
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El aislamiento procedente de la variedad Circus presentó 

un 84% ~e patogenecid~d en zanahcirii, mientras que los 
. , 

aislamientos d~ las variedades Yel10w Gar1and y Surf al-

canzaron apenas un 50%. Para la remolacha10sresu.ltados 

de patogenecidad fueron: Circus 50%, Ye110w Garland 20% 

y Surf 33%. 

' . -

Al inocular rodajas de zanahoria y de remol .~cha con la 

cepa K-84 d~~ Agrobacferium :iadiobacter viro radiobacter 

no se observaron los sfntomas caracter'sticos de la fpr'-

¡¡¡ación -de tumor'es desarrollados por los aislamientos pat6-

genos. 

Este , m~todo de inocu1ati6n en ~odajas de zanahoria y de re~ 

,mo1écha se constituye en un instrumento r§pido y eficiente 

de diagnóstico para determinar 1~ patogenecidad de un ais-
-

',lamientó bacterial desconocido. 

4.1.2.2 ' Clasificación de ~ la Bacteria 

A cada uno de los aislamientos pa~ógenos s~ les denominó ' 

. así: A-l Vello\\' Gariand" A-2 Circus, A-3 Surf. , 

. : . 

I 

( 
. ) 
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Los análisis realizados para establecer la identificación 

de los cultivos obtenidos a partir de agallas y comparar­

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

del género Agrobacterium (Tabla No. 1). 

En las pruebas de diagnóstico de biotipos se estableció 

que la cepa K-84 -y el ais1am~ento A-1 pertenecfan al bio-
-

tipo 2, mientras que los aislamientos patógenos A-2y 

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

i 

I 
! 
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Tabla No • 1 Pruebas para la id~ntifita~i6n del gA­
nero Agrobacter'ium 

Prueba Aislamientos 
A-l A-2 A-3 K-84 

Crecimiento e'n med i os de cultivo 
comunes (Y Oc', POA, AN) + + + -
Tinci6n de Gram 

Requerimientos de -oxígeno AEROBICOS 

Pigmento amari 11 o no difusible 
producido en YDC 

Fluorescencia én el medi o B de 

' Ki ng 

Crecimiento en D-l Agar + + ' + 

Prbducci6n de enzimas: 
Catalasa + + + + 
Oxid¡lsa + + 

'HiHrólisls de ge]átina + 
. 

Producción de ·ácido a partir de: 
Glucosa· + + + + 
Sacarosa + + + 

Crecimiento 24-26°C + + + + 

A-l .corresponde al aislamiento obteni do de la variedid ­
Yellow 'Garland, A-2dt! la variedad Ci.rcus y A-3 de la 

variedad. Surf. 

I 
) 
" 
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Tabla No. 2 

Prueba 

Pruebas de Diagnóstico de Biotipos para los 

3 aislamientos de Agrobáttetium 

radiobacter varo tumefaciens· y para la 

Cepa K-84. 

Aislamientos 

41 

'Bidtipo 1 " Biotipo 2 

A-2 A-3 A-1 K-84 

Producción de 3 ' ketolactosa + + 

Tolerancia al Cloruro de sodio 3% 3% 1% 1% 

Crecimiento' a 35°C + + 

Leche tornasol ALCALI NA ACIDA 

Reacción oxidasa + + 

Utilización citrato + + 

Producción de ácido a 

partir de Eritr ito 1 + + 

Patogenecidad 

Agallas en discos de zanahoria + + + , 

Agallas en discos de remolacha + + + 

I 

-' ( 
I 
/ 
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Laidentificaci6n delbiotipo de cada aisl~miento obte -

nido es importante para la posible ~tilizaei6nde la ce-

pa K-84,debido a que se ha ~ncontrado un control mAs 

eficiented~la enfermedad ocasionada por . aisl~mientos 

pertenec i erites al biot i po 2 :( 16) • 

4.1.3 Reproducci6n de la Cepa K-a4 

El medio de cultivo donde crecieron bien las bacterias 

no pat6genas fué el PDA mAs 5% de CaC03; ,las colonias 

b"acter-";ales a :las48. horas se caracterizaron por ser 

blancas, circ'ulares, enteras, ,lisas y abundantes sobre 

la ~uperfitie del medio. 

En YDC el crecimiento bacteiial fue muy p~bre, mientr~s 

~ue eQD~l Agar, CN" AN y PDA' fue nulo.' 

- , 

,4i2 ENSAYO ·DI INVERNADERO 

Los 2 aislamientos de 'A. radiobacter varo tumefaciens 

inoculados en,pléintas de' las 3 variedades de crisan -

temo pres'entaron un álto porcentaje de infe.c·d6n prfñéi-

palmente en , las .var.iedades ' Circ!, ,(66%) Y YellowGarland 

-'.-..... ~. 

) 
" 
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(58%);Ja variedad Surf fue la menos ifectada con un 27% 

de infecc'ión. 

, 

La ob~ervación y cuantificaci6n de las agallasseefec-

tuó ' a los 112 dias despu~s dé la inoculación. ' Los tumo­

res encontrados se desarrollaron en fa raíz) en la co -

rona de las plantas , in6culad~S, car~cterizándo~e por ~re 

sentar agrupaciones irregu1 ares. de forma's <redondeadas, 

~lcaniando di~metros , no maYbres ' de15 m.~~~ la superfi-
. - ," 

cle de las . agálla~ftie rti 'gosa, . concoioracfón pardo os 

cura y -.decoflsistencia d~ra~similar ,'a las agallas en 

coritradasen plantas de 'crisantemo afectadas ' por 1 a en -

.. ',':, fermedad en cultivos comerciales deexportac,ión (Foto -

" 

grafí a N~ 4) .. ' 

En bancdsde enraizamiento, se observaron a los 50 días 

de iniciado el eñsayo agallas redondas y rojizas en la· 

c~r6na ' de lai plantas inoculadas (Fotografía N° 5). 

4.2.2 ENSAYO EN BANcOS DE ENRAIZANHNTO ' 

E-nesteensayo ' se presentó una mayor incidenciade ·Té. 

enf~rmedad , en las variedades 'frcus'y Yellow' Garland; en 
I 

" . ; , 

. . , . 
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Planta de crisantemo afeCtada por ' la 

aga1.la de corona. Lasuperficie de 

l·a agalla es ~ugosa y de coloraci6n 

, pardo os~ura alcanza~do ·di§metros de 
~ 

., 3 c tms\. 
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Formación inicial de agallas en la co­

rona de plantas de crisantemo al ser 

inoculada con la bacteria patógena de 
, ' " 

,:~~~"¡obacter -Var. 'tunie"'fa'c'fens a es-

qu~j¡s .in /enraizar 

za~iento; ro d'as de 

); 
;1 

én bancos de enrai-

i n o c u 1 á c té n . 
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la variedad Surf la infección fue baja' (Tabla N° 3). :Es­

te comporta~iento se debe a 1~ p~oce~ehcia de los ais -

1amientos inocu1ado~~ es decir, que el ai~lamiento A-l 

procedehte de la variedad Ye110w Gar1and ocasionó , un 

mayor namero de agallas en la variedad Ye110wGar1and, 

,mientras qué' e1 aislamiento procedente ,de la variedad 

Circus 10 ,hizo en plantas de la variedad Cifcus. Tanto 

el aislamiento A-l como el ais1amientoA-2 causaron tu -

mores en1a vartedad Surf (Tabla N° 3). 

Lamay~r cantidad de agallas se observ6 en la cor~na de 

las plantas (67%), 10 cual permite establecer que la 

~eridii en la base de los esquejes sin enraizar fue el . 
- punto deentra:da de bacteria patógena , (Tabla N°3,Foto-

graffas6 y 7). ,' 
, I 

' } . 

.-
," 
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Tab1~ N°3. Resultados de control de la cepa K-84 sobre 

2 aislamientos de Agrobacterium radiobatter 

varo tumefaciens en 3 variedades de crisan­

temo. Ensayo en bancbs de enraizámiento . 

,f:) 
t: 
QJ A ... 1 (BiÓtipo 2) ' A-2 ' (Biotipo 1) , Variedad 
.,.. 

" 

E 
1tI ' Plantas con # Agallas Plantas con 1t ,Agallas ~ 
RS 
s- agallas ' Raíz Corona agallas ' , , Raíz 'Córona 1-

-
TO 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 , 0/9 

Ti 6/9 4/9 2/9 7/9 3/~ 4/9 
T ' :2/9 1/9 '1/9 2/9 0/9 2/9 2 .. 

CIRCUS T3 2/9 ' 0/9 2/9 4/9 , 0/9 4/9 
- T4 '1/9 1/9 ' 0/9 6/9 1/9 5/9 

T' 
5 0/9 0/9 0/9 ' 0/9 0/9 0/9 

" Y ' 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 ,6 
, " 

' T' O 0/9 , 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 

TI 4/9 2/9 2/9 3/9 2/9 1/9 

T2 0/9 0/9 0/9 1/9 1/9 0/9 
SURF T3 1/9 0/9 1/9 2/9 1/9 1/9 

' T - 2/9 ' 1/9 1/9 0/9 0/9 0/9' -4 
T
5
, 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 

T6 0/9 0/9 0/9 1/9 0/9 1/9 
~ --, 

TO 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 
TI 8/9 0/9 , 8/9 4/9 2/9 2/9 
T' 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 I 0/9 2 

, T3 1/9 0/9 1/9 1/9 0/9 I - ij9 
t 

T4 2/9 0/9 , 2/9 -3/9 1/9 I 2/9 
, 

T5 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9 

., T6 
1/9 ' 1/9 Oj¡~ , ,0/9 " , 0/9 0/9 . ' ¡: 

. ,10/189 , ' I , ,11/189 23/189 TOTAL ' 30/189 20/1'89 " ,34/189 , 
, ' ,- ' 1 

/ 
" 

I 
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FOTOGRAFIANo. 6 . Agalla en la . coroña de 2 ctms. de diá-

-­
./ 

~etro ~n una planta de crisantemo de 
la v~~iedad Circus de 90 dfas de ino~ 

, c u lada co n1 a c é p'a p ató g 'en a en bancos 
de enrti~amiento.-
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; .'Agalla ·ge .3 ctms. de diámetro en la co-

r.ona de "una planta de crisantemo trata­

d~ c6nlatépa K-84 e inoculada 15 d¡~s 

·" de 'spués éon el'aHlamiento patógenó- de 

~~ c radi~bactetvlr. tu~efaciens¡ 110 

~dí"a "s ' d"espués ¡de la inoculación en han -

cos . de enraizamiento. 
. ( 

) 
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A~lica¿ion~~preventi~as del aislamiento K-84 en el mo­

mento de la siembra (Tratamiento T2), redujeron la in -

cidéncia d~ laénfermedad en las variedadesCircus y 

' Surf; en la variedad Yellow Garlarid se observó un con -

' trol , total dela enfermedad' (Tabla N° ' 3). 

:La cepa K-84 de A. radiobact~r var ~ rédiobacter perdió 

efectividad con el tiempo en el sustrato. , En los trata~ 

mientos T3 y t 4 se observó una disminución en el grado 

de ' control a medida que aumentó el tiempo entre la in -

mersión ,de lo~ esquejes en , la solución con la cepa K-84 

y lainocu"laciónde la bacteria patógena por ser fácil-

mente' lixiviada :porel agua de riego, contrario a lo 

~ncontradripor Moore y Waren (16) en plantas de cri ~ 

santemo, qu'ie'nes ' sost i enen que la bacteri a ej erce con 

trol mediante la ' formación de un halo protector alrede-

dor de ' los tejid'osde las- plantas, =reproduciéndose y. 

manténiénddse constantemente. 

Las plantas de ,l'o"stta-tamientos testigo (T O) e inocula­

das ~onla tepi K-84 (Tratamiento T5) , no d~sarrollaron , 

.agallas en', n ;:ngUrla de las variedades, :y tampoco se ob -
, 

servarondifer,enc i as ,énsu 'desarro'116 con las plantas 

r ' 
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infectadas (Tabla N° 3} • .. 
. ;' , 

El mejor tratamiento en bancb~ dé enraizamiento para to­

das las 'variedades se 'obtuvo mediante la :inmersión·.de los 

esquejes 'en una solución que contenía 200 ppm; de. cloro 

(Trataniient6 T6) (Tabla N°3)~ El ri~go se efectuó duran~ 

té todo el ' ensay6 co~ la solución nutriente disuelta en 

agua con 6 ppm. de cloro. 

Mientras ' qu~la cépa ~-84 actGa con mayor eficiencia so­

bre el_bioti.po 2 que sobre el biotipo 1, el cloro ejer­

ció su acción preventiva independiente del biotipo de la 

bacteria patóg~na. 

. El aislamiento -A-l procedente de la vari:edad Yellow Gar­

land Dcasion& mayor infectión que el aislaniiento A-2 

obteni~o de la variedad ~ircus ~ ~inguno presentó espe -

cifi·cidad al hospedante -inoculado (Tabla N°3). 
-. ' .: " 

4~2.3 " Ensayo er .. tlateras 

~l 19ualqu~ en ei en,sayode enraizamiento se observó -un 

: alto 'g'rádo de '. infecciónen~ . las var{edades Circus y Yellow 
" • - " 1- . 

' Gar:land,s i endomenor· enl a, por 

« 
C2 « 
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u < lu 
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TO 
TI 

CIRCUS , T2, 

T3 
T ' 
4 

T~ 
T6 

TO 
T' 
1 

Ti 
SURF T3 

T4 
- " 

T5 
T6 

: '. " 

" 
TO 

- TI 
T 2 

" T
3
' 

IT " 
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Resu1tad~s del control de la cepa K-84 con 

2 ais1amientos ' de Agi~bacte~~um radinbacter 

varo tumefaciens en 3 variedades ~e crisan-

, temo. Ensayo , en mate,ros 

A-l (Biotipo 2) A-2 (Biotipo 1) " 

Plantas # Agallas Plantas 
con 

agallas Raíz 

0/9 0/9 

4/9 4/9 
2/9 2/9 

2/9 1/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

019 0/9 

. 0,/9 0/9 

3/9 ' 2/9 
0/9 0/9 

,i/9 1/9 

1/9 1/9 

0/9 0/9 

9/9 0/9 
" 

0/9 0/9 

6/9 6/9 
; 

0/9 " 0/9 

0/9 ' 0/9 

1/9 ~ 
0/9 0/9 

_1/9_ 1/9 
, " 

21/189 ' .19/189 

I 
I 

I 

con 
Corona agallas 

0/9 0/9 

0/9 7/9 

0/9 5/9 

1/9 4/9 

0/9 3/9 

0/9 I 0/9 
" 0/9 I 0/9 

0/9 0/9 

1/9 0/9 

0/9 I 2/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 3/9 

0/9 1/9 

0/9 1/9 
0/9 ' 2/9 

0/9 0/9 
l 

0/9 ' 0/9 
.' 

2/189 1 28/189 , 

" "l 
., 

,i 

# Agallas 

:Raíz Corona 

0/9 0/9 

6/9 1/9 

5/9 0/9 

4/9 0/9 

3/9 0/9 

0/9 0/9 

I 
" 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

2/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

0/9 0/9 

3/9 0/9 

1/9 0/9 

, 0/9 ' 1/9 

2/9 0/9 
._ ' -

0/9, 0/9 

0/9 I 0/9 

,26/189 ; ,2/189 

I 

-



53 

lo tanto a nivel comercial, es neeesari'o llevar registros 

al d~tectar problemas con la agalla - de la corona en ban-

cos de enraizamiento y en camas de prod~cci6n para efec­

tuar la -rotaci6n en ' el pr6ximo ciclo con variedades r.esis-

tentes qu~ tol ,eren la enfefmed~d y d~est~forma evitar 

la siembra de variedades susceptibles en sitios contami-

n ad os. 

Del número total de agallas presentes en las plantas, el 

93% se localii6en la rai~ ~ el 7% en lacbrona t T~ 

bla N° 3, Fotci.grafías N°8 ,Y,:N°9);este resultado confir­

ma que una siembra , i~adecu~da ~on maltrato de rafees 

oeaslona heridas ' favorables para lapenetr'aci6n de la 
, ' 

bacteria en los tejidos de la planta, y la posterior for-

maci6n de tumores. 

A nivel, comercial al , obseTvar terat.omas se puede tener. 
" , 

un indiciode ' la ubicaci6n del in6culo del pat6geno; si 

:la enfermedad se presenta en la corona, el in6eulo , pue­

deptesentarse en bancos de enraizamiento, y si ~st§ en 

lasraices se pOdria localizar en las camas de produe 

ci6n. , 

La acei 6n preventiva de fa K-84 se inerement6 a 



FOTOGRAFIANo. 8 

. ' , ' ' -

Agalla radical de 1.5 ctms. de diáme­
tro en :una ' planta de crisantemo de la 

v~~i~dad ' Y~llo~ G~rland inoculada con 

'Un ais\amiento ' patógeno de ~"ra~i.Q. -
bactér 'var. ;tume"fac i ens 

. . llOdfasde t"0CUlada:-

") 
/1-

en materas; 
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Agalla radical de 1 ctm. de diámetro en . 

una pla~tade crisantemo; del 100% de 

agallas presentes en el ensayo en " mat~-

r a s el 93% s epre s e ¡, t 6 en " ' " a raí t de 
• Jas plantas. " 
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medida , que la planta avanzó en edad '. (Tratamientos T2" T3, 

T4)contrari o a lo encontrado . en bancos de enrai zami en­

too En este caso e'l sustrato creó condiC'ionesf-avora 

bles a n'ive1 de la rizósfera para el mantenim·iento· y re­

producción de l~bacteria anta~onista con el fin ~e com­

petir ion los ai~lamientos pat6genos aplicados posterior-

mente (Tabla N° 4). 

En general la aplicación de cloro oa l .os esquejes enrai­

~ados(Tratamie~to TE) fue el mejor tratamiento observa­

do,ya .que se redujo la enferm'edad en un 95% en compara­

ci6n al iesti~o inoculado con la cepa pat6gena (Trata 

miento TO)' Por lo tanto cloro se tonstituye en un ele­

mento importante para ser utilizado en la prevención ' de 

la agalla de corona en los bancos de enraizamiento y ,en 

ias ocama~ de ~rtiducción. 

El aislamiento pat6geno A-l procede~ts de la variedad y~­

°llowGarland fue el.más agresivo ya su vez el más con­

troládo por la cepa X-84 por pertenecer ambos al bioti -

po2. 

, 
~l sitio donde se adquier~ la inf~~cióri deierminará la 
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incidencia de la enfermedad en las plantas; Los resulta­

dos demostraron que la infecci6n en los bancos de enrai­

zamiento ocasion6 un mayor número de plantas enfermas 

que cuando el in6culo se hallaba presente en las camas 

de producci6n (Tablas N° 3 Y N° 4). 

( 
) 
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5 • . : CONCLUSIONES 

l. El méiodo d~ irio~ulaci6n en ' rodajas de z~nahoria y 

de ': remol acha con Una i 51 ami ento patógeno de ' Agrobac­

terium ' ~~dibbactet ~.r. tumefaciensc~usante de tu-

rilares, se consti tuye en un instrumento rápido y efi-

ci ente de diagnóstico ' para determinar la patogeneci-

dad ,de ,ti n aislamienf o bacterial ,desconocido. 

2. Los alslamiéntosde A. radiobacter varo 'tumefaciens 

perteneci~ntes a los biotipos l , y 2 presentaron un 

alto porcentaj'"edeinfecciórlen las variedades Cir' ~ 

cU5Y Ye,llow Garland 'mientras que la variedad Surf 

fue la meriri~ afect~da pOr dichos aislamientos. 

3. El mayor númerO . de agal las enl os bancos de enrai -

zamiento se , preséntó e.n la corona de las plantas 

i nocu 1 adas , ,mi ,entras que en e 1 ensayo ' en materas 

se bbserváróñ más 'agallas ' en ias raíces ' de las p-lal)-
. ,: 

I 

4. (1 control 'dec la ' enfei-rriedat. con la aplicación pre 

, ) 
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v~nt~va de la cepa K-84 en el ensayo en materas fue 

m á s ·e fe c t i vo q u el a ap n ca ci ó n efectuada en bancos 

de enraizamiento. 

5. En los bancos de- enraizamiento la cepa K-84 perdió 

-efectividad a medi~a que transcurrfa el tiempo por 

ser fácilmente lixiviada por el agua de riego. 

~. La inmersi6n de los esquejes enraizadds al momento 

-de la siembra en una suspensión bacterial con la ce­

pa K~8~ ocasionó el mejor control de las cepas pa~-

tógenas y su acción aumentó ~on el tiempo. 

, 7. El sitio en donde las plantas -adquirieron la infec.­

ci6n determin6 la incidencia de la enfermedad. S~ 

encontr6 .quela infecci6n en bancos de enraizamien-

to ocasi onóu,n mayor número .de plantas enfermas, en 

co~para~i6n cuando el in6culo se ~ncontró en ~l su~ 

trato de la~ materas. 

8. El aislamiento patógeho proveniente de la yariedad 

Yellow Garland fue el aislamiento más agresivo y' a 

~u 'vez el más afectadb por la ' cepa K-84~ por parte-

necer al biótlpo 2. 

--
~, ' 
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9. ~e los mediós de cultivo utilizados para la multi -

~licación de la cepa K-84, el PDA m§s 5% de Carbo -

nato' de Calcio fue el mejor para el crecimiento de 

la ,bacteria. 

10. La inmersión de los esquejes en una solución con 

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

t in u o y m o d e r a d o d e C 1 o r o e n e 1 a 9 u a d e r i e 9 o , s e 

constituyó en el mejor tratamiento para prevenir la 

agalla de la corona én ,el ensayo , de bancos de enrai-

'zamiento y en el ensayo e~ materas. 

11. ' La ' dificultad en simular condiciones ambientales 

favorables para el crecimiento de las plantas a ri~-

vel de laboratorio, crea la necesidad de iniciar nue­

vas investi~aciones que permitan la utilización de 

verdaderos ~a~cos de enrai~amiento y camas de pro ~ 

duccion' con debidas normas profilácticas que eviten 

ladiseminaci6n del inóculo en un cultivo com~rcial. 

. .' 
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6. RESUMEN 

A partir de plantas de crisantemo de las variedades Surf, 

Yellow Garland y Circús afe¿tadas por la agalla de corona 

en la Sabana de Bogot~, se Dbtuvieron 3 aislamientos 

bacteriales de ~.tadiDbacter varo tumefaciens, los cua -

les seca~acterizaron ~ identificaron mediante observa 

"ciones macroscópica~ y microscópicas y la realización de 

pruebas fisiD]ógicas y bioquimi2as en el laboratorio; pa­

ra~tobar li patogenecidad de dichos aislamientos se ino­

,cularonen :plantas de tomate, en discos de zanahoria y de 

remolacha. 

Se realizáron 2 ensayos para determinar el efecto · de la 

cepa K--84 de ~. r,adiobacter varo radiobacter sobre la en­

fermedadocasibnada por 2 aislamientos patógenos de ~. 

, " 

,radiobacter varo tumefaciens en plantas de cfisantemo de 

las variedade~ Circu~~ " Yellow Garlarid ySurf. El primer 

ensay6 se ~esar~0116 en bancos de ,enraizamiehto con es­

quejes sin enraizar .y el segundo ensayase hizo con esque­

ies enraizados y cQlocado~ en materas. 

i 
'1 
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Los 3 aislamientos pat6genos presentaron un alto porcen­

taje de infecci6n en las variedades Circus y Yellow 

Garland, mientras que la variedad Surf fué la menos afec­

tada. 

La cepa K-84 fu€ mas efectiw en el ensayo ~e materas que 

en el ensayo en bancos de enraizamiento por la fácil lixi­

vlaci6n de la bacteria con el agua de riego. Se encon -

tr6 un mejor control de la cepa K-84 para los aislamien­

tos pat6genos pertenecientes al biotipo 2. 

La inmersión en presiembra de los esquejes en una solu -

ción de cloro y el uso continuo 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. 

I 
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ANEX:O 

Composición de algunos medios de Cultivo 

Extracto de levadura-Dextrosa- Carbonato de Calcio (YDC) 
Extracto de levadura 10 gr /lt 

Dextrosa (Glucosa) 20 gr/lt 

CaC03 20 9 r/l t 
Ag ar 15 grJ1 t 

- "Medio B de King 

Pectona (Difco) 20 gr/lt 

K2HP0 4• 3 H20 2.5 gr/lt 

M2S04 • 7 H O 6 gr/lt 2 .-
Agar " 15 gr/lt 

Glicerol 15 mlJ1t 

- Papa- Dextrosa- Agar + Carbonato de Calcio (5 %) POA. 
Papa 
Agar 
Clucosa 
CaC0

3 

0-1 Agar 
" ~ranni tol 
NaN0 3 
L i Cl 

Ca(N0 3)2' 4 H20 

K2 HP0 4 
Mg S04 .7 H20 
Az u 1 d e B r om o t i n 01 

Agar 

200 gr/lt 
18 gr/lt 
15 gr/lt 

50 gr/lt 

15 gr. 
5 gr. 
6 gr. 

0.002 gr. 
2 gr. 

0.2 gr. 
0.1 gr. 

15/ gr. 
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