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1. RESUMEN

A partir de plantas de crisantemo de las variedades Surf, Yellow Garland y Circus afectadas por
la agalla de corona en la Sabana de Bogot4, se obtuvieron 3 aislamientos bacteriales de A.
radiobacter var. tumefaciens Smith & Townsend, los cuales se caracterizaron e identificaron
mediante observaciones macroscépicas y microscépicas y la realizacién de pruebas
fisiolégicas y bioquimicas en el laboratorio; para probar la patogenecidad de dichos
aislamientos se inocularon en plantas de tomate, en discos de zanahoria y de remolacha.

Se realizaron 2 ensayos para determinar el efecto de la cepa K-84 de A. radiobacter var.
radlobacter sobre la enfermedad ocasionada por 2 aislamientos patégenos de A. radiobacter
var. tumefaciens en plantas de crisantemo o de las variedades Circus, Yellow Garland y Surf. El
primer ensayo se desarrollo en bancos de enraizamiento con esquejes sin enraizar y el segundo
ensayo se hizo con esquejes enraizados y colocados en materas.

Los 3 aislamientos patégenos presentaron un alto porcentaje de infeccion en las variedades
Circus y Yellow Garland, mientras que la variedad Surf fue la menos afectada.

La cepa K-84 fue mas efectiva en el ensayo de materas que en el ensayo en bancos de
enraizamiento por la facil lixiviacién de la bacteria con el agua de riego. Se encontré un mejor
control de la cepa K-84 para los aislamientos patégenos pertenecientes al biotipo 2.

La inmersién en presiembra de los esquejes en una solucién de cloro y el uso continuo de
este elemento en el agua de riego fueron el mejor tratamiento para el control de la agalla de
corona en bancos de enraizamiento y en materas.

2. INTRODUCCION

En la altima década la produccién de flores para la exportacién en Colombia ha tenido una
actividad preponderante, no sé6lo para el sector agropecuario sino para la economia del pais.
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Recientemente se han registrado numerosas enfermedades y plagas en este tipo de
exportacién agropecuaria, afectando sensiblemente. la rentabilidad. Una de las enfermedades
mas importantes desde el punto de vista econdmico en cultivos de rosa y de crisantemo es la
agalla de corona, causada por la bacteria Agrobacterlum radiobacter var. tumetaciens, la cual
ha sido descrita y observada en todo el mundo desde el siglo pasado.

Laenfermedad fue introducida al pais hace varios afios en material propagativo infectado de
rosa y de crisantemo. En 1973 se registré la agalla de corona en algunos cultivos de
crisantemo para exportacién en el Departamento de Antioquia; en la Sabana de Bogota durante
el afio de 1979 se presentaron grandes pérdidas econémicas en cultivos de rosa, apareciendo
posteriormente la enfermedad en plantas de crisantemo (2,6). Con el tiempo la enfermedad en
cultivos de flores de exportacién se ha incrementado, debido a diferentes factores, tales como
la insuficiencia de las medidas sanitarias utilizadas, la modificacién de ciertas técnicas de
cultivo, la multiplicacién de variedades particularmente susceptibles a la enfermedad y la
introduccidn de nuevas cepas patogénicas de la bacteria, todo ésto unido a la ausencia de
productos quimicos para controlar la enfermedad.

Desde hace algunos afios se ha demostrado la proteccién de plantas jovenes con la cepa
K-84 de Agrobacterium radlobacter var. radiobacter como antagonista de algunas cepas de A.
radiobacter var. tumefaclens. En varios trabajos se ha confirmado que la accién de la cepa
antagonista se debe a la produccién de una bacteriocina denominada Agrocin. Miller y Miller
(5) obtuvieron buenos resultados en el control de la enfermedad mediante el tratamiento del
suelo con la cepa K-84, al igual que Kerr (4) en plantas y esquejes de crisantemo.

El objetivo de este trabajo fue determinar el resultado del tratamiento de la cepa K-84 sobre
razas de la cepa patégena prevalentes en la Sabana de Bogota y observar la reaccién a dicho
tratamiento en las variedades de crisantemo Circus, Surf y Yellow Garland bajo condiciones
de invernadero, con el fin de precisar la eficacia del control biolégico en nuestro medio.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Obtencién de la Bacteria Patégena

La obtencién de aislamientos de la bacteria patégena se realizé a partir de agallas jévenes de
un mes de crecimiento presentes en la corona y en las ralces de las plantas de crisantemo de
las variedades Surf, Dixe, Yellow Garland y Circus procedentes de diferentes viveros de fa
Sabana de Bogota.

Para los aislamientos se utilizaron los medios de cuitivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), Agar
Nutriente (AN) y Extracto de Levadura-Dextrosa-Carbonato de calcio (YODC) con pH7. Las cajas
de Petri se incubaron a una temperatura de 29°C.

3.2. Caracterizacion e Identificacion de la Bacteria.
3.2.1 Pruebas de Patogenecidad

A cada uno de los cultivos bacteriales obtenidos se les comprobd la patogenecidad mediante
inoculacién de la suspensién bacterial sobre rodajas de zanahoria (Daucus carota L.) y de
remolacha (Beta vulgarls L.) de 5 mm. de espesor. De las rodajas de zanahoria y ae remolacha
que presentaron agallas sobre la superficie, se realslo la bacteria para proceder a su
identificacién y caracterizacién.



3.2.2 Clasificacion de la Bacteria.

El género, la especie y el biotipo se determinaron mediante observaciones macroscépicas y
microscépicas y la realizacién de pruebas fisiolégicas y bioquimicas, siguiendo los
procedimlientos establecidos en el Manual de Bergey 8a. Edicién (1) y la Gula de Laboratorio
para identificacion de bacterias fitopatégenas de Schaad (7).

Para la identificacién de biotipos de Agrobacterium radlobacter var. tumefaciens y la cepa
K-84 se utilizaron las pruebas de diagnéstico propuestas por Kerr y Panagopulos, citados por
Faivre-Amiot (3).

3.2.3 Obtencidn y Propagacion de la Cepa K-84

La cepa K-84 de Agrobacterium radiobacter var. radlobacter fue enviada por el Dr. Larry W.
Moore de Oregon State University, Corvallis, Oregon, U.S.A. Como medios de cultivo para la
replicacion de la bacteria se utilizaron Papa-Dextrosa-Agar, Caldo Nutritivo, Agar Nutritivo,
Extracto de Levadura-Dextrosa-Agar-Carbonato de Calcio, D-1 Agar, Papa-Dextrosa-Agar 5%
de carbonato de calcio. Para cada uno de los medios se efectuaron tres repeticiones en tubos
de ensayo y tres repeticiones en cajas de Petri.

3.3. Ensayos en Invernaderos

Los ensayos se desarrollaron en el laboratorio y en los invernaderos con cubierta plastica de
la Facultad de Agronomia, simulando las condiciones comerciales en {as cuales se produce el
crisantemo en la Sabana de Bogota.

Se desarrollaron dos ensayos para observar el comportamiento de !a cepa K-84 sobre los
aislamientos patogénicos provenientes de plantas de crisantemo enfermas.

El inéculo que se utilizé en los dos experimentos se obtuvo de un cultivo bacterial de 3 dlas
de crecimiento del cual se prepararon suspensiones homogéneas de la bacteria en caldo
nutritivo (CN) hasta obtener concentraciones cercanas a 1.7 X 10'0 célutas bacteriales por
mililitro, las cuales se determinaron por medio de densidades épticas.

El primer ensayo se realiz6 en camas de enraizamiento utilizando esquejes sin enraizar de
crisantemo de variedades susceptibles a la agatla de corona: Circus, Surf y Yellow Garland. En
el segundo ensayo se buscé probar el control biolégico de la cepa K-84 al ser aplicada en
diferentes estados de crecimiento de las plantas de crisantemo bajo condiciones de
invernadero. El material vegetal se sembrd en materas de 1kgr. de capacidad; como sustrato en
camas de enraizamiento se utiliz6 escoria coquizada, mientras que en el segundo ensayo las
materas se llenaron con suelo rico en materia organica en mezcla con roca dolomitica y con
cascarilla de arroz.

Bajo condiciones de invernadero los tratamiento en materas para las 2 cepas de A.
radiobacter var.tumefaciens fueron iguales a los desarroilados en las camas de enraizamiento.

Los tratamientos desarrollados fueron:

Ty @ Testigo. Sin inoculacién.

T, : Aplicacién de A. radiobacter var. tumefaclens al sustrato.

T, : Aplicacién simultanea de A. radiobacter var. tumefaciens al sustrato y de la cepa K-84 a
esquejes sin enraizar.



T3 : Inmersién de esquejes sin enraizar en una suspensién de la cepa K-84 y 8 dias después
de la siembra aplicacién de una suspensién de la cepa patégena.

T, : Inmersidn de esquejes sin enraizar en una suspensién de la cepa K-84 y 15 dias después
de la siembra aplicacién de una suspensién bacterial de la cepa patégena.

Tg : Inmersi6n de los esquejes sin enraizar en una suspension de la cepa K-84.

Tg : Aplicacién de A. radiobacter var. tumefaclens al sustrato, mas agua clorada a los
esquejes sin enraizar.

Cada tratamlento correspondié a una matera sembrada con 3 esquejes; se efectuaron 3
repeticiones para todos los tratamientos.

En los tratamientos T, T, y Tg de cada aislamiento patégeno, se asperjaron 10ml. de
suspension bacterial sobre la escoria estéril para simular la presencia de dicha bacteria bajo
condiciones naturales de una cama de enraizamiento. En el tratamiento 6 se preparé agua
clorada mediante la aplicacién de hipoclorito de sodio del 15% hasta obtener una
concentracién de 200 ppm de cloro en donde se sumergieron los esquejes durante 30 segundos
y posteriormente fueron sembrados.

El testigo no recibié inoculacién de ninguna de las cepas patégenas ni de la cepa K-84.

En los tratamientos 3, 4 y 5 se aplicéd 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, segun el tratamiento, se
halaron las plantas hacla arriba tratando de romper varias ralces para causar heridas y 24 horas
después se hicieron las inoculaciones con la cepa patégena por riego directo sobre el sustrato.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Alslamiento de la Bacterla

La maceracién de agallas, su posterior filtrado y estriado en el medio de cultivo fue el
método més confiable para lograr el aislamiento de la bacteria. Después de continuas
replicaciones en los diferentes medios utilizados, se obssrvé que el medio mas adecuado para
la obtencién de cultivos puros fue el YDC, pH7.

4.2 Caracterlzacion e Identiflcacion de la Bacterla
4.2.1 Pruebas de Patogenecidad.

E! mejor método para la inoculacién de las rodajas de zanahoria y de remolacha fue el de
tomar una lupada de cultivo puro de 24 horas de crecimiento en YDC y su estriado posterior con
una aza sobre la superficie de la rodaja.

Sobre las rodajas de zanahoria se presentaron diversos tipos de crecimiento bacterial; en
ocasiones se observaron pudriciones causadas principalmente por Pseudomonas procedentes
de aislamientos de la variedad Dixe; de igual manera se observé en algunos discos no
inoculados, racimos cristalinos diminutos que al ser vistos al estereoscéplo presentaban la-
formacién caracter(stica de un crecimiento celular.

Al igual que en el trabajo de Ovalle, Benincore y Arbeldez (9), se lleg6 a establecer que la
rodaja de remolacha presentaba pequefios tumores brillantes, lisos, rojizos en la superficie,
alcanzando su méaximo crecimlento a los 30 dias de inoculado.



El aislamiento procedente de la variedad Circus presenté un 84% de patogenecidad en
zanahoria, mientras que los aislamientos de las variedades Yellow Garland y Surf alcanzaron
apenas un 50%. Para la remolacha los resultados de patogenecidad fueron Circus 50%, Yellow
Garland 20% y Surf 33%. ’

Al inocular rodajas de zanahoria y de remolacha con la cepa K-84 de Agrobacterium
radiobacter var. radiobacter no se observaron los sintomas caracteristicos de la formacién de
tumores desarrollados por los aislamlentos patégenos.

4.2.2 Clasificacion de la Bacteria

A cada uno de los aislamientos patégenos se les denominé asl: A-1 Yellow Garland, A-2
Circus, A-3 Surf.

Los analisis realizados para establecer la identificacion de los cultivos obtenidos a partir de
agallas y compararlos con la cepa K-84 no patdégena se caracterizaron dentro del género
Agrobacterium.

En las pruebas de diagnéstico de biotipos se establecié que la cepa K-84 y el aislamiento A-1
perteneclan al biotipo 2, mientras que los aislamientos patégenos A-2 y A-3 fueron del biotipo
1. !

La identificacién de! blotipo de cada alslamiento obtenido es importante para la posible
utilizacién de la cepa K-84, debido a que se ha encontrado un control més eficiente de la
enfermedad ocasionada por aislamientos pertenecientes al biotipo 2 (8).

4.3 Reproduccién de la Cepa K-84

El medio de cultivo donde crecieron bien las bacterias no patégenas fue el PDA més 5% de
CaCOg3; las colonias bacteriales a las 48 horas se caracterizaron por ser blancas, circulares,
enteras, lisas y abundantes sobre la superficie del medio.

4.4 Ensayo en Invernadero

Los 2 aislamientos de A. radiobacter var. tumefaclens inoculados en plantas de las 3
variedades de crisantemo presentaron un alto porcentaje de infeccién principaimente en las
variedades Circus (66%)y Yellow Garland (58%); la variedad Surf fue la menos afectada con un
27% de infeccion.

La observacién y cuantificacion de las agallas se efectué a los 112 dlas después de la
inoculacién. Los tumores encontrados se desarrollaron en la raiz y en la corona de las plantas
inoculadas.

4.4.1 Ensayo en Bancos de Enraizamiento

En este ensayo se presenté una mayor incidencla de la enfermedad en las variedades Circus
y Yellow Garland; en la varledad Surf la Infecclén fue baja (Tabia 1). Este comportamiento se
debe a la procedencia de los aislamlentos Inoculados, es decir, que el alslamiento A-1
procedente de la variedad Yellow Garland ocaslon6 un mayor namero de agallas en la variedad
Yellow Garland, mientras que el aislamiento procedente de la variedad Circus lo hizo en plantas
de la variedad Circus. Tanto el aislamiento A-1 como el aislamiento A-2 causaron tumores en la
variedad Surf (Tabla 1). -



681/€2 681/1L1 681/¥E 681/02 681/01 681/0€ WLOL
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/1 °L
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 gt
6/2 6/1 6/ 6/2 6/0 6/2 vl ANV1HVYD
6/l 6/0 6/1 6/1 6/0 6/} it MOTI3A
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 ey
6/2 6/2 6/ 6/8 6/0 6/8 ‘1
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 0
6/L 6/0 6/1 6/0 6/0 6/0 o1
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 S1
6/0 6/0 6/0 6/1 6/1 6/2 ')
6/1 6/1 6/2 6/1 6/0 6/t €1 44Ns
6/0 6/1 6/1 6/0 6/0 6/0 el
6/1 6/2 6/ 6/2 6/2 6/t gt
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 o
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 °1
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 Sl
6/S 6/1 6/9 6/0 6/1 6/1 vy
6/ 6/0 6/v 6/2 6/0 6/2 €1 SNoHID
6/2 6/0 6/2 6/1 6/1 6/2 gl
6/v 6/€ 6/ 6/ 6/v 6/9 1
6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 o1
BU0ION ziey sejebe | euoso)D ziey sejebe | oo
uoo uoo : avda3igdvAa
se|jeby ‘ON sejue|d se|jeby ‘oN sejue|d -Ejel )

(1 odnoig) g-v

(godnoig) 1-v

OLNIINVZIVHNIT 3d SOONVE N3 OAVSNI OW3LNVSIHO

30 S3AVAIIHVA € N3 Sualdejown) HyA Jaloeqipes wnuaeqolby 3g
SOLNIINYISIV 2 IHFOS ¥8-3 Vd3O ¥ 3a TOHLNOD 130 SOav.LINSIY

L viavl

10



La mayor cantidad de agallas se observé en la corona de las plantas (67%), lo cual permite
establecer que la herida en la base de los esquejes sin enralzar fue el punto de entrada de la
bacteria patégena (Tabla 1).

Aplicaciones preventivas del aislamiento K-84 en el momento de la slembra (Tratamiento T,),
redujeron la incldencia de la enfermedad en las variedades Circus y Surf; en la variedad Yellow
Garland se observé un control total de la enfermedad (Tabla 1).

La cepa K-84 de A. radlobacter var. radlobacter perdié efectlvidad con el tiempo en el
sustrato. En los tratamlentos T;y T4 se observé una disminucion en el grado de control, a
medida que aumento el tiempo entre la inmersién de los esquejes en la solucién con la cepa
K-84 y la inoculacién de la bacteria patégena por ser facilmente lixiviada por el agua de riego.

Las plantas de los tratamientos testigo (Ty) e inoculadas con la cepa K-84 (Tratamiento Tg)
no desarrollaron agallas en ninguna de las variedades, y tampoco se observaron diferencias en
su desarrolio con las plantas infectadas (Tabla 1).

. El mejor tratamiento en bancos de enraizamiento para todas las variedades se obtuvo
mediante la inmersiéon de los esquejes en una soluclédn que contenia 200 ppm. de cloro
(Tratémiento Tg) (Tabla 1). El riego se efectu6 durante todo el ensayo con la solucién nutriente
disuelta en agua con 6 ppm. de cloro.

Mientras que la cepa K-84 act(a con mayor eficiencia sobre el blotipo 2 que sobre el biotipo
1, el cloro ejercié su accién preventiva independiente del biotipo de la bacteria patégena.

El alslamiento A-1 procedente de la variedad Yellow Garland ocasioné mayor infeccién que el
alslamiento A-2 obtenido de la variedad Circus. Ninguno presenté especlficidad al hospedante
Inoculado (Tabla 1).

- 4.4.2 Ensayo en Materas

Al lgual que en el ensayo de enralzamiento se observé un alto grado de Infeccién en las
variedades Clrcus y Yellow Garland, slendo menor en la varledad Surf (Tabla 2).

Del numero total de agallas presentes en las plantas, el 93% se localizé en la raiz y el 7% en
la corona (Tabla 2); este resultado confirma que una siembra Inadecuada con maltrato de raices
ocaslona heridas favorables para la penetracidn de la bacteria en los tejidos de la planta, y la
posterior formacién de tumores.

La accién preventiva de la cepa K-84 se incrementé a medida que la planta avanzé en edad
(Tratamlentos T, ,T5,T,) contrario a lo encontrado en bancos de enraizamlento. En este caso el
sustrato cre6 condiciones favorables a nivel de la rizésfera para el mantenimiento y
reproduccion de la bacterla antagonista con el fin de competir con los aislamientos patégenos
aplicados posteriormente (Tabla 2).

En general, |a aplicacldn de cloro a los esquejes enraizados (Tratamlento Tg) fue el mejor
tratamiento observado, ya que se redujo la enfermedad en un 95% en comparacién al testigo
inoculado con la cepa patégena (Tratamiento Tg).

El aislamiento patdgeno A-1 procedente de la varledad Yellow Garland fue el mas agresivo y
a su vez el mas controlado por la cepa K-84 por pertenecer ambos al biotipo 2.
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Ef sitio donde se adquiera la infeccién determinara la incidencia de la enfermedad en las
plantas. Los resuitados demostraron que la infeccién en los bancos de enraizamiento ocasioné
un mayor niamero de plantas enfermas que cuando el inéculo se hallaba presente en las camas
de produccion.

5. CONCLUSIONES

1. Los aislamientos de A.radiobacter var. tumefaciens pertenecientes a los biotipos 1y 2
presentaron un alto porcentaje de infeccion en las variedades Circus y Yellow Garland mientras
que la variedad Surf fue la menos afectada por dichos aislamientos.

2. El mayor numero de agallas en los bancos de enraizamiento se presenté en la corona de las
plantas inoculadas, mientras que en el-ensayo en materas se observaron mas agallas en las
raices de las plantas.

3. El control de la enfermedad con la aplicacién preventiva de la cepa K-84 en el ensayo en
materas fue mas efectiva que la aplicacidn efectuada en bancos de enraizamiento.

4. En los bancos de enraizamiento la cepa K-84 perdié efectividad a medida que transcurria el
tiempo por ser facilmente lixiviada por el agua de riego.

5. La inmersién de los esquejes enraizados al momento de la siembra en una suspensién
bacterial con la cepa K-84 ocasioné el mejor control de las cepas patégenas y su accién
aumento con el tiempo. -

6. El sitio en donde las plantas adquirieron la infeccién determiné la incidencia de la
enfermedad. Se encontré que la infeccién en bancos de enraizamiento ocasioné un mayor
numero de plantas enfermas, en comparacién cuando el inéculo se encontré en el sustrato de
las materas. R

7. El aislamiento patégeno proveniente de ia variedad Yellow Garland fue el aistamiento mas
agresivo y a su vez el mas afectado por la cepa K-84, por pertenecer al biotipo 2.

8. De los medios de cultivo utilizados para la multiplicacién de la cepa K-84, el PDA mas 5%
de Carbonato de Calcio fue el mejor para el crecimiento de la bacteria.

9. Lainmersién de los esquejes en una solucién con 200 ppm. de cloro antes de la siembra y el
uso continuo y moderado de Cloro en el agua de riego, se constituyeron en el mejor
tratamiento para prevenir la agalla de la corona en el ensayo de bancos de enraizamiento y en el
ensayo en materas.

6. BIBLIOGRAFIA

1. ALLEN, O.N.and J.J. HOLDING. 1974. Agrobacterium p. 264-267. In R.E. Buchannan and
N.E. Gibbons (eds). Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 8th edition. The
Williams and Wilkins, Baltimore.

2. FAIVRE: AMIOT, A. 1979. Conferencia sobre los tumores de Agrobacterium y el problema
de la agalla de corona. Mimeografiado Asocolflores. Bogota.

3. FAIVRE: AMIOT, A. J. ROUX et M. L. FAIVRE. 1982. Lutte biologique contre
Agrobacterium tumefacliens (Schmit et Towsend) Conn agent de la galle du collet du

13



14

chrysantheme a I'side de la souche K-84 D’Agrobacterium radiobacter (Beijerinck et Van
Delden( Conn. Acta Horticulturae 125: 233-237.

Kerr, A. 1980. Biological control of crown gall through production of Agrocin 84. Plant
Disease 64: 25-30.

MILLER, H.H., J.W. MILLER and G.L. CRANE. 1975. Relative susceptibility of chrysan-
themun cultivars to Agrobacterium tumefaclens. Plant Disease Reporter 59: 576-581.

MOORE, L.W. 1979. La agalla de corona y su relacién con la produccién de rosas en
Colombia. Mimeografiado Asocolflores. Bogota.

MOORE, L.W., A. ANDERSON and C. KADO. 1980. Agrobacterium p. 17-25. In N.W.
Schaad. Laboratory guide for identification of plant pathogenic bacterla. American
Phytopathological Society. St. Paul. Minnesota. ’

MOORE, L.W., and G. WAREN. 1979. Agrobacterium radlobacter strain 84 and biological
control of crown gall. Phytopatology 17: 163-179.

OVALLE, G., G. BENINCORE and G. ARBELAEZ. 1984. Patogenecidad de Agrobacterlum
tumefaciens en algunas especies de plantas de flores de exportacién. Agronomlia
Colombiana 2: 89-95.



