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CONTROL BIOLOGICO DEL MARCHITAMIENTO VASCULAR DEL CLAVEL
MINIATURA OCASIONADO POR Fusarium oxysporum f. sp. dianthi CON AISLA-
MIENTOS NO PATOGENOS DE Fusarium oxysporum

JUAN CARLOS RODRIGUEZ', PEDRO RODRIGUEZ' Y GERMAN ARBELAEZ?

RESUMEN

Tres aislamientos no patogénicos de
Fusarium oxysporum se evaluaron en su
antagonismo a Fusarium oxysporumf. sp.
dianthi en dos variedades de clavel minia-
tura, bajo condiciones de invernadero. Los
tres aislamientos antagonistas ocasiona-
ron diferentes niveles de control de la en-
fermedad, pero todos presentaron alguna
patogenicidad en las dos variedades de
clavel inoculadas. La aplicacion al suelo
del aislamiento C14 de F. oxysporum un
mes antes de la siembra y a los esquejes
inmediatamente antes de la siembra , fue-
ron los tratamientos mas efectivos, princi-
palmente en las dosis mas altas, seguidos
del aislamiento C5.

BIOLOGICALCONTROL OF VASCULAR
WILT OF MINIATURE CARNATION
CAUSED BY Fusarium oxysporumf.sp.
dianthi WITH NON-PATHOGENIC
ISOLATES OF Fusarium oxysporum

Palabras Claves: Furarium oxysporumf.y
sp. dianthi Dianthus caryophyllus, Fusarium
OXysporum no patdgenicos

ABSTRACT

Three non-pathogenicisolates of Fusarium
oxysporum were evaluated for their
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antagonism to Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi in two varieties of miniature
carnation, under greenhouse conditions.
Different levels of disease control with the
three antagonistic isolates were observed,
but all of these isolates caused some
pathogenicity in both carnation varieties.
The application of isolate C14 to the soil
and to the cuttings were the more effective
treatments, especially at higher dosis,
foliowed by the isolate C5.

INTRODUCCION

Una de las estrategias para el control del
marchitamiento vascular ocasionado por
el hongo Fusarium oxysporumen diversos
hospedantes es el uso de algunos méto-
dos biolbgicos, tales como la aplicacion de
diversos hongos, bacterias y actinomicetos.

Para dicho control, se han utilizado diver-
sas especies de hongos de tos géneros
Fusarium (Garibaldi et al, 1986; Leman-
ceau y Alabouvette, 1991), Trichoderma
(Dennis y Webster, 1971; Locke et al,
1982)y Gliocladium (EbbenyBudge, 1983),

‘algunas bacterias como Pseudomonas

putida{ScheryBaker, 1982), Pseudomonas
aeruginosa (Restrepo y Slotkus, 1985),
Serratia liquefasciens (Sneh et al, 1985) y
Serratia marcescens (Zabaleta y Rojas,
1989) y diversas especies de actinomicetos
del género Streptomyces (Garibaldi y
Gullino, 1987; Lahdempera, 1987).

También algunos investigadores han en-
contrado niveles aceptables de control de
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algunas formas especiales de Fusarium
oxysporum, con aislamientos no
patogénicos de F. oxysporum, tales como
F. oxysporumf. sp. apii(Schneider, 1984),
F. oxysporum f. sp. melonis (Alabouvette,
1986), F. oxysporum f. sp. cucumerinum
(Paulitz et al, 1987; Park et al, 1988) y F.
oxysporum f. sp. fragariae (Tezuka y
Makino, 1991).

La aplicacién al suelo o a los esquejes de
diversos aislamientos no patégenos de F.
oxysporum ha dado buenos niveles de
control del marchitamiento vascular del
clavel ocasionado por Fusarium oxys-
porum {. sp. dianthi en Holanda (Rattink,
1987, 1991), Italia (Garibaldi et al, 1986)y
Francia (Tramier et al, 1988).

Diversas evidencias indican que el efecto
de los aislamientos no patégenos de F.
oxysporumen el control de las enfermeda-
des ocasionadas por aislamientos
patogénicos de la misma especie, se debe
al fendmeno de resistencia inducida o pro-
teccion cruzada, mediante el cual las plan-
tas hospedantes producen diversas
fitoalexinas y otras sustancias que detie-
nen el avance del patégeno y el desarrollo
de la enfermedad (Niemann y Baayen,
1988; Niemann, 1990).

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto
de tres aislamientos no patdgenos de E.
oxysporumen el controlde F. oxysporumf.
sp. dianthi en dos variedades de clavel
miniatura con distintos niveles de resisten-
cia.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el Laboratorio de
Microbiologia y en los invernaderos de la
Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional de Colombia en Santafé de Bogo-
ta, D.C., durante el segundo semestre de
1991.
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La variedad resistente “Bagatel” y la varie-

dad susceptible “Tony” fueron las dos va-
riedades de clavel miniatura utilizadas en
el experimento.

Como aislamientos no patdgenos de
Fusarium oxysporum se utilizaron el aisla-
miento 618 suministrado por el profesor
Henk Rattink de la Estacién Experimental
de Floricultura de Aalsmeer, Holanda y los
aislamientos C5y C14 obtenidos del profe-
sor Ralph Baker de la Universidad Estatal
de Colorado, Fort Collins, Estados Unidos.
El aislamiento 18 de la Raza 2 de F.
oxysporum f. sp. dianthi se utilizé en la
investigacion; este aislamiento se caracte-
1iz0 por su alta agresividad en el trabajo
realizado por Arbelaez y Calderén (1991).

Para la inoculacion al suelo, los aislamien-
tos patégenos y no patégenos se propaga-
ron en granos enteros de avena, previa-
mente embebidos en agua destilada du-
rante 24 horas, dentro de erlenmeyersde 2
litros a la mitad de su capacidad y esterili-
zados a 121°C por 2 horas, durante dos
dias consecutivos; lainoculaciénal sustrato
se hizo contres trozos de micelio delhongo
en PDA vy los recipientes se colocaron en
una incubadora a 24°C durante 30 dias,
agitandolos en forma diaria paralograr una
colonizacion homogénea del sustrato;
posteriormente, los granos colonizados se
secaron a la temperatura del laboratorio
durante 5 dias y se molieron en una
licuadora.

Para la inoculacidon a los esquejes, los
hongos se propagaron en el medio de
cultivo liquido Papa-dextrosa en erlen-
meyersde 2litros, llenados a la mitad de su
capacidad y se esterilizaron a 121°C por
una hora; luego, se inocutaron con dos
fragmentos de micelio y se colocaron bajo
agitacién circular constante a 150 rpm du-
rante 7 dias a 24°C, con 12 horas de luz
fluorescente y 12 horas de oscuridad.



Para evaluar la eficiencia de los 3 aisla-
mientos no patégenos en el control de la
enfermedad, se establecio unexperimento
con 2 variedades de clavel miniatura, 3
formas de aplicacion y 4 dosis de los aisla-
mientos patégenos y no patdgenos.

El disefio experimental empleado fue el de
Parcelas Subdivididas, en donde las par-
celas principales fueron las variedades de
clavelminiatura, las subparcelas fueronlas
formas de aplicacién y dentro de ellas se
establecid un factorial 4 x 4, en donde se
combinaron 4 dosis de los aislamientos no
patdgenos y 4 dosis del patégeno.

La unidad experimental consistié en una
planta de clavel miniatura sembrada en
una bolsa de polietileno negrode 1.5 Kgde
capacidad, la cual se llend con suelo de
textura franco limosa, pH 6.5, pasterizado
con vapor a 82°C durante una hora.

Las plantas se colocaron en un banco
elevado de concreto, dentro de uninverna-
dero metalico con cubierta de polietileno,
similar a los usados comercialmente en la
produccion comercial de clavel; se utilizo
un sistemade riego automatico con goteros
individuales para cada planta.

En el ensayo se utilizaron 3 repeticiones,
para un totalde 864 plantas. Lafertilizacién,
elriegoylas labores culturales dadas a las
plantas fueron similares alasrealizadasen
fos cultivos comerciales de clavel.

La enfermedad se evalué en forma sema-
nal durante 13 semanas, con una escala,
endonde 0O fueronplantas sanas, 1 plantas
con sintomas en el tercio inferior de la
planta, 2 plantas con sintomas en el se-
gundo tercio, 3 plantas con sintomas en el
tercio superior de la planta y 4 plantas
muertas.

Elpatdgenoy los aislamientos nopatégenos
del hongo se aplicaron de 3 formas:

1. Forma de aplicacidn “a”: el aislamiento
no patégeno se aplicé al suelo un mes
antes de la siembra y el patégeno se
aplicé al suelo inmediatamente antes de
la siembra.

2. Forma de aplicacion “b”: el aislamiento
no patégeno se aplico al suelo un mes
antes de la siembra y el patdgeno se
aplicé al esqueje inmediatamente antes
de la siembra.

3. Forma de aplicacién “c”: el aislamiento
no patégeno se aplico al esqueje en el
momento de la siembra y el patégeno
se aplicé al suelo inmediatamente antes
de la siembra.

Enlos tratamientos “a”y “b”, los aislamien-
tos no patégenos se aplicaron al suelo
tratado con vapor un mes antes de la
siembra, se incorporaron de manera ho-
mogénea y se cubrieron con un plastico,
para lograr una buena colonizacién.

Enlos tratamientos al suelo del patégenoy
delosaislamientos no patégenos, elindculo
de los hongos se incorporé de manera
uniforme al suelo, mezclandolo
homogeneamente y se usaron 4 niveles:
0.0,0.1,0.5y 2.5 % por peso.

La inoculacién del patégeno y de los aisla-
mientos no patdgenos a los esquejes se
hizo porinmersién de las raices durante 30
segundosy, a continuacién, se sembraron.
Debido a las diferentes concentraciones
de esporas obtenidas, el patdgeno se ino-
culé con una suspension de esporas en 4
niveles: 0, 44.000, 220.000 y 1.100.000
esporas por mililitro; los aislamientos no
patégenos se aplicaron en concentracio-
nesde 0, 7.600, 38.000y 190.000 esporas
por mililitro.

Ademas, se establecié un pequefio ensayo
complementario, mediante la aplicacion al
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suelo de los 3 aislamientos no patdgenosy
del patégeno en forma simultanea en el
momento de la siembra.

RESULTADOS

En los experimentos realizados, se logré
algun nivel de control de la enfermedad
ocasionada por Fusarium oxysporumf.sp.
dianthi en plantas de clavel miniatura, con
la aplicacién de tres aislamientos no
patdgenos de Fusarium oxysporum. Sin
embargo, la efectividad del control depen-
di6 de la variedad, del aislamiento, de la
forma de aplicacién y de las dosis utiliza-
das.

Efecto de las variedades en el desarro-
llo de la enfermedad

La enfermedad se desarrollé de una mane-
ra diferente en las dos variedades utiliza-
das, siendo mayor en la variedad sus-
ceptible "Tony" y menor en la variedad
resistente “Bagatel” (Figura 1). Las diferen-
ciasenelindice de la enfermedadentrelas
dos variedades de clavel fueron altamente
significativas estadisticamente.

Efecto de los aislamientos no patégenos
de Fusarium oxysporum.

Las aplicaciones al suelo y a los esquejes
de dos de los tres aislamientos no
patogenos de Fusarium oxysporum oca-
sionaron un control significativo de la en-
fermedad.

El aislamiento C14 fué el aislamiento mds
eficiente en el control de la enfermedad,
seguido del aislamiento C5 que fué un
poco menos efectivo; el aislamiento 618,
aunque fue el de menor eficiencia, tam-
bién, ocasioné algun nivel de control (Figu-
ra 2).

Con el aislamiento C14, los sintomas de la
enfermedad se presentaron en el tercio
inferior de las plantas en la variedad resis-

22

tente “Bagatel” y en el tercio medio de las
plantas en la variedad susceptible “Tony”.

Elaislamiento C5 fue un poco menos efec-
tivo que el aislamiento C14 y los sintomas
de laenfermedad selocalizaroneneltercio
inferior de las plantas en la variedad
“Bagatel” y en el tercio superior de las
plantas en la variedad “Tony”.

Elaislamiento 618 fue el que ejercié menor
control de la enfermedad y los sintomas se
presentaron en el tercio medio de las plan-
tas en la variedad Bagatel y en el tercio
superior en la variedad “Tony”.

Efecto de las formas de aplicacion de
los organismos.

Las formas de aplicacién de los aislamien-
tos no patdgenos de Fusarium oxysporum
mas efectivas para el controi de la enfer-
medad fueron los tratamientos “a” y “c”, en
donde los aislamientos se aplicaron al sue-
lo un mes antes de la siembra y a los
esquejes antes de la siembra; sin embar-
go, entre los dos tratamientos se observa-
ron pocas diferencias entre si, pero, si
grandes diferencias con el tratamiento “b”,
en donde el aislamiento no patégeno se
aplicé al suelo y el patégeno se aplico al
esqueje antes de la siembra (Figura 3).

En el ensayo complementario, en donde
patégenos y no patégenos interactuaron
en forma simultanea, los resultados fueron
muy similares ala aplicacién de los antago-
nistas antes de la siembra.

Efecto de la interaccion de los dosis de
los aislamientos patégenos y no
patégenos.

Los tratamientos al suelo y a los esquejes
de los tres aistamientos no patégenos de
Fusarium oxysporum y que no se inocu-
laron con el patogeno (AP, AP, AP)
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Figura 1. indice de la enfermedad ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en las dos variedades de
clavel miniatura, 13 semanas después de la siembra
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Figura 2. Efecto de los tres aislamientos no patégenos de Fusarium oxysporum en el control
de Fusariumoxysporum f. sp. dianthi en clavel miniatura, 13 semanas después de la siembra
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Figura 3. Efecto de las formas de aplicacion de los aislamientos no patégenos de F. oxysporum en el control
de F. oxysporum . sp. dianthi en clavet miniatura, 13 semanas después de la siembra. Promedios
con la misma letra no son significativamente diferentes (P=0.05) para la Prueba de Comparacion
Muitiple de Tukey. ’
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Figura 4. Indice de la enfermedad ocasionada por las dosis mas aitas de1os aislamientos no patogénicos de
F. oxysporum (A3) y sin aplicacion del patégeno (P0), en las dos variedades de clavel miniatura, 13
semanas después de la siembra.
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ocasionaron algunos sintomas del
marchitamiento vascular en las dos varie-
dades inoculadas, es decir, que los tres
aislamientos no patégenos extranjeros fue-
ron patogénicos bajo las condiciones en
que se realizé el experimento (Figura 4).

El aistamiento C14, aunque fué ligeramen-
te patogénico y con un indice de enferme-
dad bastante bajo, fue el aislamiento anta-
gonista que ocasioné el mejor control de la
enfermedad (Figura 5).

El aislamiento C5 fué un poco mas
patogénico que el aislamiento C14 y fue el
segundo en efectividad en el control de la
enfermedad.

El aislamiento 618, procedente de Holan-
da, fué el de mayor patogenicidad de los
tres antagonistas ensayados, pero su po-
der patogénico fue bastante menor que el
aislamiento 18 de Fusarium oxysporum f.
sp.dianthi.; ademas este aislamiento fue el
de menor efectividad en el control de la
enfermedad (Figura 6).

Enlainteraccion de las diferentes dosis del
aislamiento 618 con las dosis del patdgeno,
se observd que a mayor dosis de ambos
organismos se obtuvo un mayor nivel de
enfermedad. Los indices mas altos de la
enfermedad se observaron con el aisla-
miento 618 en dosis altas de ambos orga-
nismos, como con el tratamiento AP, (Fi-
gura?).

Elmejor control de la enfermedad se obtu-
vo en fos tratamientos en donde las dosis
de los aislamientos no patdgenos fueron
superiores a las dosis del patégeno, por
ejemplo en los tratamientos AP, AP, y
AP, (Figuras 5,6y 7).

DISCUSION

El uso de aislamientos no patégenos de
Fusarium oxysporumofrece una gran posi-

bilidad de control del marchitamiento
vasculardelclavelocasionado por Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi.

Los aislamientos C5, C14 y 618 de Fusa-
rium oxysporum, determinados como no
patogénicos en diversos ensayos en Esta-
dos Unidos (Baker, 1991) y en Holanda
(Rattink, 1987, 1991), presentaron alguna
patogenicidad en las variedades de clavel
miniatura utilizadas, aspecto no esperado
en la investigacion y no registrado en la
literatura para estos aislamientos. Estos
resultados fueron similares alos obtenidos
por Rojas y Sanchez (1992) con los mis-
mos aislamientos en variedades de clavel
estandar. Sinembargo, Cook yBaker(1983)
consideran que aislamientos no patogéni-
cos pueden serlo en otros ecosistemas.

El aislamiento C14 sobresalié entre los
aislamientos no patégenos en el control de
la enfermedad, seguido por el aislamiento
C5; ademas el aislamiento C14 fue el de
menor patogenicidad, lo cual parece con-
firmar que el mecanismo de accién de este
aislamiento es por resistencia inducida,
como lo consideran Cook y Baker (1983),
Paulitz et al (1987) y Rattink (1991). Ade-
mas estos resultados coinciden con las
apreciaciones de Baker (1991), quien con-
sidera que el aislamiento C14 es mejor que
otros aislamientos no patégenos del hon-
go, debido a que coloniza la rizésfera de la
ptanta en forma tan eficiente como lo hace
el patdgeno, aspecto que no ocurre con el
aislamiento C5.

La inoculacidn al suelo de los aislamientos
no patogénicos un mes antesde la siembra
eneltratamiento“a”, paralograrunabuena
colonizacidn, no dio los resultados de con-
trol esperados vy, con este método de apli-
cacién apenas se logré un efecto ligera-
mente superior a cuando dichos organis-
mos se aplicaron alosesquejes antes de la
siembra en el tratamiento “c”. Aparente-
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Figura5. Efecto de la interaccion de diferentes dosis de! aislamiento C14 de F. oxysporumy del aislamiento
de F. oxysporum f. sp. dianthi en las dos variedades de clavel miniatura, 13 semanas después de
la siembra. Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P=0.05) para la
Prueba de Comparacion Multiple de Tukey.
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Figura 6.Efecto de algunas combinaciones de aislamientos no patogenos de F. oxysporumy def aislamiento
patogeno de F. oxysporum f. sp. dianthi en clavel miniatura, 13 semanas despues de la siembra.
Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P=0.05) para la Prueba de
Comparacién Multiple de Tukey.
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Figura 7.Efecto de la interaccién de diferentes dosis del aislamiento 618 de F. oxysporum y del aislamiento de
F. oxysporum {. sp. dianthi en las dos variedades de clavel miniatura, 13 semanas después de la
siembra. Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (P=0.05) para la Prueba

de Comparacién Multiple de Tukey.

mente la aplicacion de dichos organismos
al esqueje da una proteccion a las puntas
delasraices yalas pequeias heridas, que
son los sitios de entrada del patégeno a la
planta.

l.a aplicacion de una suspension de espo-
ras de los organismos no patégenos o de
baja patogenicidad alos esquejes antesde
la siembra, es un método facil, practico y
que requiere menor cantidad de indculo
que si se aplica la suelo; por lo tanto, es el
método de aplicacion que debe explorarse
en futuras investigaciones. Ademas seria
conveniente ensayar la aplicacién de di-
chos organismos a los bancos de enraiza-
miento, pues se podrian sembrar esquejes
protegidos contra Fusariumoxysporumf.sp.
dianthi que, eventualmente, éstos podrian
encontrar en el suelo. '

La ineficiencia observada en el control de
laenfermedad con elmétodo de aplicacién
“b”, en donde el patégeno se aplicé a los
esquejes y el aislamiento no patégeno se
inoculé al suelo, refuerza la importancia de
sembrar esquejes absolutamente sanos,
pues cuando el patégeno vascular esta
dentrodel esqueje, la eficiencia de la resis-
tencia inducida es menor, debido a que ya
se estd produciendo la colonizacidn
sistémica en la planta.

La aplicacién del aistamiento 618 y del
patégeno, principalmente en dosis altas,
mostré una accién patogénica aparen-
temente aditiva y a su vez de menor control
de la enfermedad; estos resultados difie-
ren de lo observado por Rattink (1987,
1991} e indican que dicho aislamiento no
es adecuado para el control de la enferme-
dad bajo las condiciones ambientales y de
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suelo de la Sabana de Bogota.

Una de las razones para la menor efectivi-
dad de algunas dosis de los aislamientos
no patégenos fué el hecho de haber usado
enlainoculacion alos esquejes cantidades
menores en casi 6 veces con relacion al
patdégeno, debido a que no se lograron
concentraciones de indculo similares a las
obtenidas con el patdgeno en el medio
liquido utilizado. Para mejorar la produc-
cién de esporas de los aislamientos antago-
nistas se requiere realizar estudios fisiold-
gicos que lleven a incrementar su produc-
cion.

La patogenicidad de los tres aislamientos
no patégenos encontrada bajo las condi-
ciones experimentales coincide con los
resultados de las pruebas de compatibili-
dad vegetativa y de electroforesis, pues
dichos aistamientos no patégenos fueron
compatibles vegetativamente y presenta-
ron patrones electroforéticos similares ala
mayoria de los aislamientos colombianos
de la Raza 2 de Fusarium oxysporumf.sp.
dianthi (Garcés de Granada et al, 1991;
Sinisterra et al, 1992).

El uso de los aislamientos no patogénicos
de Fusarium oxysporumo de aislamientos
de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi de
muy baja patogenicidad se vislumbra como
un método bioldgico de gran potencial de
controlbajo las condiciones colombianasy
debe evaluarse en cultivoscomerciales, en
contraste con el uso de otros agentes bio-
légicos como Trichoderma spp., Pseu-
domonas putida y Serratia liquefaciens ,
cuyos resultados de control de la enferme-
dad han sido inefectivos bajo condiciones
de invernaderos comerciales de clavel en
la Sabana de Bogota (Arbeldez, 1989).
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