CAPITULO Vill

CONTROL BIOLOGICO DEL MARCHITAMIENTO VASCULAR DEL CLAVEL
OCASIONADO POR Fusarium oxysporum f.sp. dianthi CON AISLAMIENTOS
NO PATOGENICOS DE Fusarium oxysporum

Juan Carlos Rodriguez', Pedro Rodriguez Lobo!, Jaime Rojas', José Luis Sanchez' y Germdn Arbeldez?

INTRODUCCION

Una de las estrategias para el control del
marchitamiento vascular del clavel, ocasionado por
Fusanum oxysporum f.sp. dianthi, es mediante el
uso de algunos métodos biolégicos. Para dicho
control, se han utilizado diversos organismos como
Pseudomonas putida (Scher y Baker, 1982),
Serratia liquefasciens (Sneh et al, 1985), Bacillus
subtilis (Filippi et al, 1987), Streptomyces
griseoviridis (Lahdempera, 1987) y algunas espe-
cies de Trichoderma (Ellas et al, 1989).

Igualmente, diversos investigadores han encontra-
do resultados satisfactorios de control de algunas
formas especiales de Fusarium oxysporum, con
aislamientos nopatégenos de Fusariumoxysporum,
Fusarium solani y Fusarium spp., tales como F.
oxysporumf.sp. gladioli(Magie, 1980}, F. oxysporum
f.sp. melonis (Alabouvette, 1986; Liy Zhang, 1980),
F. oxysporum f.sp. cucumerinum (Paulitz et al,
1987), F. oxysporum f.sp. batatas (Ogawa y
Komada, 1988)y Fusarium oxysporum{.sp. radicis-
lycopersici {Louter y Edginton, 1990). ‘

En Francia e Italia, algunos suelos supresivos a
algunas formas especiales de F. oxysporumtienen
poblaciones aitas de formas sapréfitas de Fusarium
oxysporumy Fusarnumspp., iascuales sonrespon-
sables, en gran parte, de esa supresividad
(Alabouvette ef al, 1979; Garibaldi et al/, 1980;
Tramier et al, 1983).

También, se ha observado algin grado de control
entre formas patogénicas de Fusarium oxysporum
y formas especiales o razas patogénicas en otra
especie de pianta o variedad (Davis, 1966, Cook y
Baker, 1983). Wymore y Baker (1982) encontraron
proteccién de Fusariumoxysporumf.sp. lycopersici
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en tomate con F. oxysporumf.sp. dianthiy Gessler
y Kuc (1980) observaron muy buen nivel de control
de F. oxysporum f.sp. cucumerinum en pepino
cohombro con aislamientos patogénicos de F.
oxysporum f.sp. melonis y F. oxysporum f.sp.
conglutinans.

Varios investigadores, como Rattink (1987, 1991)
en Holanda, Tramier et a/ (1988) en Francia y
Garibaldi et al (1988) en Italia, han logrado un buen
nivel de control de F. oxysporum f.sp. dianthi en
distintas variedades de clavel con aplicaciones al
sueloy a los esquejes de diversos aislamientos no
patogénicos de Fusarium oxysporum.

Diversas evidencias sefialan que el mecanismo de
accién de los aislamientos no patégenos de F.
oxysporum se debe al fenémeno de resistencia
inducida o proteccién cruzada, proceso mediante el
cual la planta es protegida de la infeccién por el
estimulo a las defensas de la planta, mediante la
produccién de fitoalexinas y otras substancias que
detienen o retardan el desarrolio de la enfermedad.

Los objetivos del trabajo fueron evaluar la eficiencia
detres aislamientos ho patégenos de F. oxysporum
en el control de F. oxysporum f. sp. dianthi en
variedades resistentes y susceptibles de clavel
esténdar y ciavel miniatura.

MATERIALES Y METODOS

Eltrabajo 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 Bogoté D.C., durante el segundo semestre de!
afio 1991.

Las variedades de clavel estdndar utilizadas en el
trabajo fueron “U. Conn.” (susceptible alaraza 2)y
“Happy Candy" (resistente a la raza 2) y las varieda-
des de clavel miniatura fueron "Tony” (susceptible
ala raza 2) y “Bagatel” (resistente a la raza 2).

Como patbgeno, se utilizé el aislamiento 18 de la
Raza 2 de Fusariumoxysporumf.sp. dianthi, carac-



terizado como uno de los aislamientos de mayor
agresividad en ef trabajo de Arbelédez y Calderén
(1991). Como antagonistas, se utilizaron los aisla-
mientos C5 CSU y C14 CSU suministrados por el
profesor Ralph Baker de la Universidad Estatal de
Colorado, Fort Collins, Estados Unidos y el aisla-
miento 618-9 enviado por el doctor Henk Rattink de
la Estacién Experimental de Floricultura de Aals-
meer, Holanda.

Los aislamientos patégenos y no patégenos, parala
inoculacién al suelo, se propagaron en granos ente-
ros de avena; los granos se embebieron en agua
destilada durante 24 horas, se colocaron en
erlenmeyers de dos litros ala mitad de su capacidad
y se esterilizaron a 121°C durante 2 dias consecu-
tivos, luego, se inocularon con tres trozos de micelio
del hongo en PDAy se incubaron a 24°C durante 30
dfasy, para lograr una colonizacién homogénea del
sustrato se agitaron diariamente; posteriormente,
los granos colonizados se secaron a latemperatura
ambiente por S dias y se molieron en una licuadora.

Para la inoculacién a los esquejes, los hongos se
propagaron en el medio de cultivo liquido Papa-
dextrosa en erlenmeyers de 500 mi, llenados a la
mitad de su capacidady seesterilizarona 121°C por
una hora; luego, se inocularon con un fragmento de
micelio y se colocaron bajo agitacién constante a
150 rpm durante siete dfas a 24°C.

Para evaluar la eficiencia de los tres aislamientos no
patégenos en el control de la enfermedad, se esta-
blecié un experimento contres formas diferentes de
aplicacién, cuatro variedades de clavel y cuatro
dosis de los aislamientos patégenos y no patégenos.

Un diserio experimental de parcelas sub-subdividi-
das se utilizé, en donde las parcelas principales
fueron las variedades de clavel, las subparcelas
fueron las formas de aplicacién y dentro de ellas se
establecié un factorial 4x4, en donde se combinaron
cuatro dosis de los aislamientos no patégenos y
cuatro dosis del patégeno.

La enfermedad se evalué semanalmente con la
escala descrita en el Cuadro 8.1 y se hizo durante
14 semanas. .
L.a unidad experimental consistié en una planta de
clavel sembrada en una boisa de polietilenc negra
de 1,5 Kg de capacidad, la cual se llené con suelo
de textura franco-limosa, tratado, previamente, con
vapor a 82°C durante una hora.

Las plantas se colocaron en un banco de concreto
elevado, bajo un invernadero metélico con cubier-
ta de polietileno, similar a los usados en la produc-
cién comercial de clavel y se adopté un sistema de

riego automético con goteros individuales para cada
planta.

El ensayo se replicé tres veces, para un total de 864
plantas. Ademds, se realizaron fertilizaciones, rie-
gos y demds labores culturales efectuadas en los
cultivos comerciales de clavel.

Cuadro 8.1. Escala de evaluacion de la enfermedad.

VALOR SINTOMATOLOGIA OBSERVADA

Planta sin sintomas

Planta con sintomas en el primer tercio
Planta con sintomas en el segundo tercio
Planta con sintomas en el tercio superior
Planta muerta
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El patégeno y los aislamientos no patégenos del
hongo se aplicaron de tres formas:

1. Forma de aplicacién “a”. El aislamiento no
patégeno se aplicd al suelo pasterizado un mes
antes de la siembra y el patégeno se aplicé al
suelo inmediatamente antes de la siembra.

2. Forma de aplicacién “b". El aistamiento no
patégeno se aplic6 al suelo un mes antes de [a
siembra y el patégeno se aplicé al esqueje antes
de la siembra.

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

En los tratamientos “a” y “b", los aislamientos no
patégenos se aplicaron al suelo pasterizado un mes
antes de la siembra, se incorporaron de manera
homogénea y para lograr una buena colonizacién,
se cubrieron con un pléstico.

Enlos tratamientos del patégeno y de los aislamien-
tos no patégenos al suelo, el inéculo de los hongos
se incorporé de manera uniforme al suelo, mezcién-
dolo homogeneamente. Se usaron cuatro niveles:
0,0;0,1;0,5y 2,5 % por peso.

Lainoculacién del patégenoy de los aislamientos no
patégenos a los esquejes se hizo por inmersién de
las raices durante 30 segundos, los cuales se
sembraron en seguida. El patégeno se inoculé con
una suspension de esporas en cuatro niveles: 0;
44.000; 220.000y 1.100.000 esporas por mililitro.
Los aislamientos no patégenos se aplicaron a los
esquejes a una concentracion de 0; 7.600; 38.000
y 190.000 esporas por mililitro.
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RESULTADOS

Con la aplicacion de los aislamientos no patégenos
de Fusanum oxysporum, en el trabajo, se logré
algun nivel de control de la enfermedad ocasionada
por Fusarium oxysporum {.sp. dianthi en clavel, lo
cual dependié de las variedades ensayadas, de los
aislamientos utilizados, de las formas de aplicacién
y de las dosis empleadas.

Efecto de las Variedades en el Desarrollo
de la Enfermedad

La enfermedad se desarrolié de una manera dife-
rente en las cuatro variedades de clavel utilizadas,
siendo mayor en las variedades susceptibles U.
Conn.y Tony y, menorenlas variedades resistentes
Happy Candy y Bagatel (Figura 8.1).

.La variedad menos afectada fué la de clavel minia-
tura Bagatel,con unindice deenfermedadde1,6, 14
semanas después de la siembra, seguida de la
variedad de clavel estdndar Happy Candy, con un
indice de 1,7, luego, la variedad Tony con un indice
de 2,2y, por Gltimo, la variedad de clavel estandar U.
Conn, con un indice de 2,5 (Figura 8.1).

En los dos tipos de clavel estandar y miniatura, las
diferencias del indice de enfermedad fueron alta-
mente significativas entre las variedades resisten-
tes y susceptibles.

Efecto de fos aislamientos no Patégenos de
Fusarium oxysporum

Elusode dos de los tres aislamientos no patégenos
de Fusarium oxysporum, aplicados al suelo o a los
esquejes, ocasiond un control significativo de la
enfermedad.

Elaislamiento C 14 fué el mas eficiente en el control
de la enfermedad, seguido del aislamiento C 5 que
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Figura 8.1. Indice de la enfermedad causada por
Fusarium oxysporum {.sp. dianthi en las cuatro varieda-
des de clavel, 14 semanas después de 1a siembra
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fué un poco menos efectivoy el aistamientos 618-9
fué el menos eficiente, pero, también ocasiond
algun nivel de control (Figura 8.2).

Con elaislamiento C 14, los sintomas dela enferme-
dad se presentaron en el tercio inferior de las
plantas en las dos variedades resistentes Bagatel y
Happy Candy y, en el tercio medio, en las dos
variedades susceptibles Tony y U. Conn. Con el
aislamiento 618-9, los sintomas del enfermedad se
presentaron en el tercio medio en las variedades
resistentes y, en eltercio superior en las variedades
susceptibles.

Efecto de las Formas de Aplicacion
de los Organismos.

Las formas de aplicacién de los aislamientos no
patégenos de Fusarium oxysporum més efectivas
para el control de la enfermedad fueron los trata-
mientos “a"y “c", en donde dichos aislamientos se
aplicaron al suelo una mes antes de la siembray, a
los esquejes antes de la siembra; sin embargo,
entre los dos tratamientos se observaron pocas
diferencias entre si, pero sigrandes diferencias con
el tratamiento “b", en donde el aislamiento no
patégeno se aplicd al suelo y el hongo patégeno se
aplicé al esqueje antes de la siembra.

Efecto de la Interaccion de los Dosis de los
Aislamientos Patégenos y no Patégenos.

Los tratamientos al sueloy alos esquejes defos tres
aislamientos nopatégenos de Fusarium oxysporum
y que no se inocularon con el patégeno (AP, AP,
A,P,) ocasionaron algunos sintomas del marchi-
tamiento vascular en las cuatro variedades inocula-
das, es decir, fueron patogénicos bajo las condicio-
nes en que se realizé el experimento (Figura 8.3).

Etaislamiento C 14 fué ligeramente patogénico, con
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Figura 8.2. Efecto de los tres aislamientos no patégenos
de Fusanum oxysporum en el control de Fusarium
oxysporum {.sp. dianthi en clavel, 14 semanas después
de la siembra
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Figura 8.3. Indice de la enfermedad ocasionada por las
dosis mas altas de los aislamientos no patégenos (A) y
sin aplicacién del patégeno (P ) para las cuatro varieda-
des de clavel, 14 semanas después de la siembra.

un fndice de enfermedad bastante bajo y el aisla-
miento C 5 fué un poco mds patogénico que aquél.
Elaislamiento 618-9, procedente de Holanda, fuéel
de mayor capacidad de inducir la enfermedad, pero
su patogenicidad fué mucho menor que la del
aislamiento patogénico 18 de Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi (Figuras 8.2y 8.3).

En la interaccién de las diferentes dosis de los
aislamientos nopatégenos conlas dosis del patégeno,
se observé, en general, que a mayor dosis de ambos
organismos, se logré una mayor enfermedad, princi-
paimente con el aislamiento 618-9.

El mejor control de la enfermedad se obtuvo en los
tratamientos en donde las dosis de los aislamientos
no patégenos fueron superiores a las dosis del
patégeno, por ejemplo en los tratamientos A,P,,
A,P,y AP, (Figura 8.4).

Los indices mas altos de la enfermedad se obser-
varon con el aislamiento 618-9 en dosis altas de
ambos organismos, como con el tratamiento A,P,.

DISCUSION

El uso de aislamientos no patégenos de Fusarium
oxysporum ofrece una gran posibilidad de control
del marchitamiento vascular del clavel ocasionado
por Fusanum oxysporum f.sp. dianthi.

Los aislamientos C 5, C 14y 618-9 de Fusarium
oxysporum, determinados como no patogénicos en
diversos ensayos en Estados Unidos (Baker, 1991)
y en Holanda (Rattink, 1991), presentaron alguna
patogenicidad en las variedades de clavel utiliza-
das, aspecto no esperado en la investigacién. Sin
embargo, Cook y Baker (1983) consideran que
aislamientos no patogénicos pueden serlo en otros
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Figura 8.4. Indice de la enfermedad ocasionada por la
dosis alta de los aislamientos no patégenos (A) y la
dosis baja del patégeno (P,), 14 semanas después de la
siembra

ecosistemas.

En el control de la enfermedad, el aislamiento C 14
sobresalié entre los aislamientos no patégenos,
seguido por el aislamiento C 5; ademds, el aisla-
miento C 14 fue el de menor patogenicidad, lo cual
parece confirmar que el mecanismo de accién de
ese aislamiento es por resistencia inducida, como lo
consideran Cooky Baker (1983), Paulitz et a/(1987)
y Rattink (1991). Ademds, estos resuitados coinci-
den con las apreciaciones de Baker (1991), quien
considera que el aislamiento C 14 es mejor que
otros aislamientos no patégenos del hongo, debido
a que coloniza las rafces de la planta de forma tan
eficiente como lo hace el patégeno, aspecto que no
ocuire con el aislamiento C 5.

La inoculacién al suelo de los aislamientos no
patogénicos un mes antes de la siembra en el
tratamiento “a”, paralograr unabuena colonizacién,
no dio los resultados de control esperados y, con
este método de aplicacién, apenas, se logré un
efecto ligeramente superior a cuando dichos orga-
nismos se aplicaron a los esquejes antes de la
siembra en el tratamiento “c”. Aparentemente, la
aplicacién de dichos organismos al esqueje da
proteccién a las puntas de las raices y a las peque-
fias heridas, que son los sitios de entrada del
patégeno a la planta.

La aplicacién de una suspension de esporas de los
organismos no patégenos a los esquejes antes de
la siembra es un método facil, practico y que requie-
re menor cantidad de indculo que si se aplica al
suelo; por lo tanto, es el método de aplicacién que
debe explorarse en futuras investigaciones. Ade-
mas, serfa conveniente ensayar la aplicacién de
dichos organismos a los bancos de enraizamiento,
pues se podria llevar a la produccién de esquejes
protegidos contra Fusarium oxysporumf.sp. dianthi,
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que eventualmente podrfan encontrar en el suelo.

La ineficiencia observada en el control de la enfer-
medad con el método de aplicacién “b", en donde el
patégeno se aplicé a los esquejes y el no patégeno
se inoculé al suelo, refuerza la importancia de
sembrar esquejes sanos, pues, cuandoel patégeno
vascular esta dentro del esqueje, Ia eficiencia de la
resistencia inducida es mucho menor, debidoa que

ya se esta produciendo la colonizacién sistémicaen

la planta.

La aplicacion del aislamiento 618-9y del patégeno,
principaimente en dosis altas, mostraron una ac-
cién patogénica aparentemente aditiva y, a su vez,
de menor control de la enfermedad; estos resulta-
dos difieren de lo observado por Rattink (1987,
1991) eindican que dicho aislamiento noes adecua-
do para el control de 1a enfermedad bajo las condi-
ciones ambientales y de suelo de la Sabana de
Bogota.

_Una de las razones para la menor efectividad de
‘algunas dosis de los aisfamientos no patégenos fué
el hecho de haber usado, en la inoculacién a los
esquejes, cantidades menores en casi seis veces
con relacién al patégeno, debido a que, en el medio
liquido, no se lograron concentraciones de inéculo
similares a las obtenidas con el patégeno.

La patogenicidad- de los tres aislamientos no
patégenos encontrada bajo las condiciones experi-
mentales coincide con los resultados delas pruebas
de compatibilidad vegetativa, pues dichos aisla-
mientos no patégenos fueron compatibles vegetati-
vamente con la mayoria de los aislamientos colom-
bianos de la Raza 2 de Fusanum oxysporumf.sp.
dianthi, como se mencioné en el Capitulo iV.

El uso de los aislamientos no patogénicos de
Fusarium oxysporumyde aislamientosde Fusanum
oxysporum{.sp. dianthi de muy baja patogenicidad
se vislumbra como un método biolégico de gran
‘potencial de control bajo las condiciones colombia-
nas y debe evaluarse en cultivos comerciales, en
contraste con el uso de otros agentes biolégicos,
éomo Trichoderma spp., Pseudomonas putida y
Serratia liquefaciens, cuyos resultados de control
de la enfermedad han sido inefeciivos bajo condi-
ciones de invernaderos comerciales de clavel y se
presentan en el Capltulo IX.
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