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RESUMEN

Uno de los problemas mas limitantes en el cultivo
de clavel en Colombia es el marchitamiento vascular
causado por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Foxd) el
método empleado actualmente para controlar y/o prevenir
esta enfermedad es la aplicacién de fungicidas, los cuales
no son tan efectivos como se espera y al emplearse en
exceso causan dafios al medio ambiente. Por lo tanto el
uso de poblaciones microbianas nativas para controlar esta
enfermedad se perfila como una alternativa importante
en los programas de erradicacién de la enfermedad.
Algunas especies de Trichoderma y de Actinomycetes,
se han estudiado, por la capacidad de producir sustancias
inhibitorias del crecimiento y/o la actividad de este
fitopatogeno. En este estudio se aislaron diversas cepas
de estos microorganismos controladores y se evalud in
vitro su actividad antagonica.

Se aislaron seis cepas de Trichoderma y treinta de
Actinomycetes a partir de la rizosfera de diferentes
cultivos de clavel de la Sabana de Bogota; la inhibicidn
del crecimiento de Foxd fue evaluada in vitro por medio
de la interaccién hongo-hongo y actinomycete-hongo
al medir el porcentaje de inhibicion micelial (%MI))
y la formacién de un halo de inhibicion alrededor del
crecimiento de Foxd. Los aislamientos de Trichoderma
sp y Actinomycetes mostraron un %M!I mayor al 50%.
El aislamiento VI de Trichoderma sp (T-VI) presento
un %MI del 89% mientras que el aislamiento VII de
Actinomycetes (A-VII, identificado como Streptomyces
sp) alcanzé un %MI del 91%, un halo de inhibicién
mayor a 1cm. Posteriormente, fue imposible determinar la
actividad antagdnica en asociacion entre los aislamientos
T-VIy A-VI debido al efecto inhibitorio de Streptomyces
sp sobre Trichoderma sp.

Palabras claves: marchitamiento vascular, control
bioldgico, antagonismo, porcentaje de inhibicion
micelial

SUMMARY

One of the major problems of the carnation crop in
Colombia is the vascular wilt disease caused by Fusarium
oxysporum f.. sp. dianthi (Foxd).

Since the only method currently used to control and/or
prevent the disease is the application of fungicides, which
are not as effective as expected and when used in excess
causing a severe environmental damage, the alternative
of using native microbial populations for the control is
a very interesting perspective. Among these biological
agents, Trichoderma sp. and some actinomycetes have
been studied due to their ability to produce substances
that inhibit the growth and/or activity of this phytopatho-
gen. In this study several strains of both kinds of bio-
logical agents were isolated and tested for antagonistic
activity in vitro.

Six Trichoderma sp strains and thirty different acti-
nomycetes were isolated from soils of three carnation
crops farms of the Bogota Plateau. Inhibition of Foxd
growth was evaluated in vitro by measuring the myce-
lium inhibition rate (%MI) and the inhibition zone of
Foxd growing in contact with the putative antagonists
in fungi-fungi and fungi-actinomycete interactions. We
found that all Trichoderma sp and actinomycetes isola-
tes exhibited an %MI greater than 50%. Isolate VI of
Trichoderma sp (TVI) reached an %MI as high as 89%
while isolate VII of actinomycetes (AVII, later identified
as Streptomyces sp) reached an %MI of 91% with an
inhibition zone greater than 1 cm.

Furthermore, it was impossible to determine the
associated antagonistic activity of TVI and AVII isolates
cultured together because the latter inhibited the growth
of the former.

Key words: vascular wilt disease, biological control,
antagonism, mycelium inhibition rate.
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INTRODUCCION

Entre las enfermedades introducidas al pais en los
ultimos 25 afios relacionados con el cultivo del clavel
se encuentra el marchitamiento vascular producido por
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Pril.& Del.) Snyd.
& Hans. Esta enfermedad es una de las mas limitantes
por su facil propagacion a partir de material infectado
y por su alta persistencia en el suelo. La aplicacion
de vapor al suelo y algunos fumigantes (Metan-sodio,
Basamid®, metilsotiocianato, entre otros), son empleados
con frecuencia para el manejo de ésta enfermedad la cual
es una de las mas limitantes por su facil propagacion a
partir de material infectado y por su alta persistencia en
¢l suelo (Arbeldez, 1993b).

Los residuos téxicos productos del uso continuo
de pesticidas, afectan la salud de los trabajadores y
deterioran el ambiente; como medida complementaria,
se ha planteado el uso del control bioldgico, buscando
la reduccion de la actividad del inoculo o actividades de
un patogeno, mediante la accién natural de uno o mas
microorganismos o sustancias microbianas, a través de la
manipulacién del ambiente, huésped o antagonistas o por
una introduccién masiva de uno o méas microorganismos
(Baker y Cook 1982). Para el control de Foxd se
han empleado diversos hongos y bacterias; entre estos
se encuentran F oxysporum no patogénico (Rattink,
1992), Pseudomonas fluorescens, Streptomyces coelicolor
(Ochoa, 1996) y otros actinomycetes capaces de producir
un amplio espectro de antibidticos y sustancias
fungistaticas, como enzimas degradadoras de la pared
de los hongos (Yuan y Crawford 1995) y Trichoderma
harzianum, el cual es el agente fungico controlador
mas estudiado y empleado en el control de otros
fitopatdgenos como Rhizoctonia solani y Phytophtora
cinnamoni (Arbeldez, 1993c, Elias Arcos y Arbelaez,
1993).

Con el fin de conocer la capacidad antifungica que
presentan Trichoderma sp. y algunos actinomycetes
sobre F oxysporum f. sp dianthi; en este trabajo,
se evalu6 por medio de tres técnicas la actividad
antagénica de estos microorganismos aislados de la
rizosfera de clavel (Dianthus caryophyllus) de la Sabana
de Bogot4; mediante pruebas in vitro individualmente y
en asociacion.

MATERIALES
Y METODOS

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de
Microbiologia de Suelos, Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad
Javeriana, en colaboracién con el laboratorio de la
corporacion CorpoGen, en Bogota, D.C. Colombia.

Muestreo

Se realizaron muestreos aleatorios de suelos rizosféricos
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y de plantas que presentaran sintomas caracteristicos del
marchitamiento vascular, en cultivos de clavel (Dianthus
caryophyllus) en fincas de la Sabana de Bogota, las
cuales fueron transportadas en bolsas y refrigeradas a 4°
C hasta el momento de su procesamiento.

Aislamiento e identificacion

Trichoderma sp. y Actinomycetes: El aislamiento de
dichas cepas se realiz6 a partir de las muestras de suelo
procedentes de tres fincas productoras de clavel de la
Sabana de Bogota, utilizando el método de dilucion
en placa (Sylvia et al, 1998). A partir de muestras
compuestas teniendo en cuenta la finca y la variedad,
se realizaron diluciones seriadas en agua peptonada al
0,1 %, para el aislamiento de los microorganismos se
emplearon dos medios: agar papa dextrosa (PDA) pH 5,5
para Trichoderma sp y agar avena pH 6,8 suplementado
con nistatina al 0,1% (Franco, 1999) para el aislamiento
de los actinomycetes; incubando a temperatura ambiente
durante ocho dias.

Posterior al aislamiento, se efectud el reconocimiento
de los hongos aislados para identificar su género y
especie por medio del estudio de sus caracteristicas
microscOpicas y macroscopicas segin las claves de
Barnet (1995). Para la identificaciéon de las cepas de
actinomycetes se realizaron analisis macroscopicos de
las colonias, Tinciones de Gram y pruebas bioquimicas
(Cross, 1989).

Fusarium oxysporum f. sp dianthi: El aislamiento
del fitopatdgeno se realizd a partir del material vegetal
sintomatico recolectado el cual se desinfectd6 en una
solucion 1:10 de hipoclorito de sodio por un minuto,
posteriormente se lavaron con abundante agua destilada
estéril para retirar el exceso del germicida, a continuacion
se realizaron cortes que se transfirieron a un tubo
con caldo papa dextrosa (CPD) pH 5,5, se llevaron
a incubar 6-8 dias a temperatura ambiente. De los
tubos que presentaron crecimiento micelial, se transfirié
una pequefia porcion de éste al agar PDA acidificado
(Dimock, 1948 citado por Pizano, 1987), para demostrar
la idoneidad del cultivo se realizd el reconocimiento
de estructuras macroscépicas y microscopicas (Barnett,
1995) y para identificar su raza fisiolégica, se realizé una
PCR siguiendo el protocolo y los iniciadores Fus 6 y
ARIM 1.2 (especificos para la raza II, la cual es la mas

- predominante en Colombia y en el mundo) descritos por

Anzola y Rojas (2000).

Pruebas de Antagonismo in vitro

Para establecer la capacidad inhibitoria de los diferentes
aislamientos de Trichoderma sp. y Actinomycetes sobre
F. oxysporum f.sp. dianthi, se efectuaron pruebas en agar
PDA por triplicado, durante 8 dias, para la evaluacion se
empled la técnica de enfrentamiento.

La interaccién Hongo-Hongo se evaluo por medio de
la técnica de enfrentamiento por medio de cultivo dual
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(Pinzon et al, 1999), en agar PDA pH 5,5 a una distancia
de 7 cm entre si y se incubaron a temperatura ambiente;
para evaluar la capacidad antagénica de Trichoderma
sp. se evaluo el porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial (% MI) del patdgeno, para calcular éste se
empled el modelo matematico utilizado por Pérez et al.
(2000), (Figura 1).

% I\’l|= (MB- MA/ NIB) x 100

%M;: Porcentaje de inhibicion micelial
My4: Crecimiento micelial influenciado
Mj: Creci miento micelial libre (Control
de crecimiento)

Figura 1. Porcentaje de inhibicion micelial.

Para determinar la interaccion Actinomycete-Hongo se
realizaron pruebas de antagonismo en agar PDA pH 6,8,
con incubacion a 28°C durante 8 dias utilizando dos
técnicas diferentes: Inicialmente la técnica descrita por
Igarashi et al. (1997) en la cual se realizo un masivo del
actinomycete a 3 cm del borde formando un cuadrante,

en el centro de éste por medio de puncién se inoculd
al fitopatdgeno, posteriormente la técnica empleada por
Gomez y Ortega (1993), en la cual el actinomycete se
inoculd en una linea vertical atravesando todo el diametro
de la caja y en las extremidades (a 1 cm del borde de la
caja) por puncion se inocul6 al fitopatogeno. Después de
determinar la actividad antifingica contra . oxysporum
f. sp. dianthi de los aislamientos de Actinomycetes;
se evaluo con las técnicas anteriores la actividad del
mejor actinomycete frente al aislamiento de Trichoderma
sp. que presentd mejor actividad antagonica frente al
fitopatdgeno. Inicialmente, para aceptar al actinomycete
como antagonista se evaluaron los criterios de seleccion
de cada una de las técnicas: en Igarashi se evalud el
crecimiento del patogeno el cual debia ser menor o igual a
lem y en la técnica de Gomez y Ortega la presencia de un
halo de inhibicion alrededor del patdgeno; posteriormente
se determino el % MI.

RESULTADOS
Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de los microorganismos: las
muestras de suelo demostraron una poblacion variada de
acuerdo con la finca, la cual se observa en la Grafica 1.

Trichoderma sp

[ Facatativa B Guasca [JTabio

Actinomycetes

Grafica 1. Porcentaje de la poblacion encontrada en los suelos rizosfericos de clavel.

Esta variedad coincide con el estudio realizado por
Garcés de Granada et al. (1999), en el cual se establece
el potencial de los suelos colombianos para albergar
diversas especies de hongos especialmente Trichoderma
sp. esto se observo de igual forma en este estudio, debido
a la variedad en la poblacion de hongos (Trichoderma
sp) y bacterias como los actinomycetes con capacidad
antagonica contra diversos hongos, la presencia de estos
microorganismos controladores en suelos afectados por
el Marchitamiento Vascular, se puede inferir que éstos
son suelos con capacidad supresiva, la cual se encuentra
vinculada con la actividad microbial del suelo que es
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de origen nativo y presenta condiciones adversas para el
desarrollo de un determinado fitopatgeno por medio de
micostasis, competencia microbial o factores antibidticos
(Camargo y Sanabria, 1993).

De las diferentes muestras de suelo se aislaron seis cepas
de Trichoderma sp; las cuales se identificaron de acuerdo
a sus caracteristicas macroscopicas de crecimiento rapido
en PDA, textura pulverulenta de color blanco que se
torna a un verde olivo a través del tiempo y sin pigmento
difusible en el medio y microscopicas por sus hifas con
pocos septos, conididforos erectos con ramificaciones a
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lado y lado de las hifas; estas ramificaciones presentaban
forma de botella (fialides), conidias pequenas globosas
hialinas; (Barnett, 1995); igualmente se recuperaron 30
cepas de actinomycetes que se identificaron de acuerdo
con sus caracteristicas macroscopicas de consistencia
firme y adherencia fuertemente al sustrato con aspecto
pulverulento, olor a suelo hiimedo y la presencia de exo y
endo-pigmentacion (Veldkamp 1978, citado por Franco,
1999) y sus caracteristicas microscopicas bacterias Gram
positivas que forman racimos de filamentos (hifas) y sus
conidias las cuales podian estar solas, en parejas cadenas
cortas o largas (Cross, 1989).

A partir de los esquejes sintomaticos, se obtuvieron
dos cepas las cuales de acuerdo a sus caracteristicas
macroscOpicas de crecimiento algodonoso de color
blanco a durazno y pigmentacién purpura del medio
y a la formacion de sus macroconidas en forma de
hoz se identificaron como F. oxysporum f. sp dianthi;
posteriormente se realizé una PCR con el fin de identificar
la raza fisioldgica de cada uno de los aislamientos. Los
iniciadores empleados fueron diseniados por Anzola y
Rojas (2000) a partir de un fragmento de 2600pb el
cual presento homologia con el gen que codifica para al
enzima a-L-arabinofumorosidasa (secuencias reportadas
en el NCBI Gen Bank), los cuales son especificos para
la raza II, de acuerdo con los estudios realizados por
Arbelaez, (1992) y Barrera et al. (1997). Esta raza
predomina en los cultivos de clavel de la Sabana de
Bogota; la cepa Fox I, amplificé con dichos iniciadores
indicando que este corresponde a F. oxysporum f. sp.
dianthi raza II y fue la cepa empleada en las pruebas in
vitro (Figura 2).

Figura 2. Determinacion de la raza fisiologica de Fusarium oxysporum
por medio de PCR Carril 1. 1 kb DNA ladder, 2. Control Positivo
pMosBlue 2600pb, 3. Fox I, 4. Fox II, 5) Control negativo.

Las pruebas de antagonismo in vitro con los seis
aislamientos de Trichoderma sp. demuestran la actividad
controladora de este hongo sobre el patéogeno (Fox I),
coincide con lo observado en diferentes estudios, ya
sea por medio de micoparasitismo (Pérez et al, 2000),
antibiosis (Mitchell, 1992), u otros mecanismos de
control (Angulo et al, 1992, Elias, 1993, entre otros.).
Estadisticamente se encontraron diferencias significativas
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en relacion con el %MI entre las cepas (p = 0.031),
aunque las diferentes cepas presentaron un %MI * al 50%
y en algunas se observo esporulacion sobre el patbgeno
lo cual indica una posible actividad micoparasitica, y/o
como consecuencia de su mayor tasa de crecimiento
micelial con relacion a la del patégeno y por lo tanto
a su mayor capacidad de colonizacién del sustrato; sin
embargo el mayor antagonismo se presentd con la cepa
T-VI la cual disminuy¢ el crecimiento del patogeno en
un 89 %MI y a su vez se observo una zona clara (posible
halo de inhibicién) alrededor de Fox-I, por la produccion
de alguna sustancia antifingica; los resultados de estas
pruebas se observan en la Tabla 1 y Figura 3.

Tabla 1. Antagonismo in vitro de Trichoderma sp sobre F. oxysporum
f. sp. dianthi.

Cepa M, M, T H [E[ %M, |
T-1 6.4cm 2cm 5,7cm 0 + 68
T-11 6.4cm 1,6cm 5,2cm 0 + 75
T-111 6.4cm 2,4cm 4,4cm 0 - | 62
|
T-IV 6.4cm 2,8cm 3,7cm 0 - | 56
T-V 6.4cm 2,7cm 47cm | 0,9cm | - 59
T-VI1 6.4cm 0.7cm 5.2cm lem | - 89

MA Crecimiento micelial influenciado. MB. Crecimiento micelial
libre (Control) T. Trichoderma H: Halo E. Esporulacion sobre el
patogeno.

Figura 3. Antagonismo entre T-VI vs Fox-I
después de ocho dias de incubacion.

En las pruebas para determinar la capacidad antagénica
de los Actinomycetes, con la técnica de Igarashi se
observé la actividad antagonica de siete aislamientos esto
se determind por el crecimiento del patdgeno menor o
igual a 1 cmy el %MI fue mayor al 80% estadisticamente
no se encontraron diferencias significativas entre las cepas
(p=0.304); no obstante con la técnica de Gomez y Ortega,
el nimero de aislamientos con capacidad antagonica se
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disminuy¢ a cinco cepas las cuales se seleccionaron por
presentar un halo de inhibicion alrededor del fitopatogeno
y un %MI mayor al 50% en esta técnica si se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p=0.001), de
acuerdo con los resultados de las dos técnicas se escogid
la cepa A-VII por presentar %MI del 91% (Igarashi) y
72% y un halo de 1.2 cm (Gémez y Ortega) (Tabla 2 y
Figura 4), posteriormente se identificd como Streptomyces
sp por medio de pruebas bioquimicas. Los resultados
de estas pruebas demuestran la capacidad antagénica de
diversas especies y aislamientos de actinomycetes, la
cual se ha observado en diferentes estudios, como los
realizados por Lahdemperd (1987) en Finlandia, quien

demostrd la variada actividad antagénica de diversas
especies y aislamientos de Streptomyces en el control de
F. oxysporum f. sp. dianthi. La especie antagonista mas
efectiva, de acuerdo con este estudio, fue el aislamiento
de Streptomyces griseoviridis, comercializado con el
nombre de Mycostop®, y ha presentando resultados
satisfactorios en el control del marchitamiento vascular
del clavel, en cultivos comerciales en varios paises de
Europa; de igual forma, Molano (2000) y Franco (1999)
quienes segln el aislamiento utilizado, establecieron la
capacidad antagonica de éstos sobre Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi.

Tabla 2. Antagonismo in vitro de los Actinomycetes sobre F. oxysporum f. sp. dianthi.

IGARASHI GOMEZ & ORTEGA
Cepa M,\ o/oM| E H (cm) MA % M| E
A VII <1 0.6 91 1.2 1.8 72
A VIII <] 0.67 89 0 3.5 +
A XII >| 1.15 + 0.35 2.65 58
A XIII > 2.5 + 0.83 2.17 66
A XVI 1 1 84 0 3.5 +
A XIX >1 1.83 + 0.25 2.78 56
A XX 1 0.93 85 0 3.6 +
A XXI 1 1 84 0 2 68
A XXII 1 1 84 0 3.2 +
A XXVII <1 0.83 87 0.78 2.3 64 -
Mp= 6.4cm M= 6.4cm
M. Crecimiento micelial influenciado Mg. Crecimiento micelial libre (Control) T, H: Halo E. Esporulacion sobre el
antagonista

Figura 4. Antagonismo entre A-VII vs Fox-I después de ocho dias de incubacion a. Igarashi, b. Gémez y Ortega

Al realizar la asociacién entre la mejor cepa de
Actinomycete (A-VII) con el mejor antagonista de
Trichoderma sp. (T-VI), para potenciar el efecto
controlador sobre el fitopatdgeno, los resultados de ésta no
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fueron satisfactorios (Figura 5) debido a que la sustancia
antifiingica producida por Streptomyces sp. inhibié el
crecimiento y desarrollo del aislamiento de Trichoderma
sp. debido a que se observo un halo de inhibicion
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mayor a 1 cm (Goémez y Ortega) y un crecimiento de
ésta menor a 1 cm (Igarashi); este efecto inhibitorio
fue observado de igual manera por Ochoa (1996) al
enfrentar a Streptomyces coelicolor frente a Trichoderma
hamatum; sin embargo, en estas pruebas se observo
que el efecto inhibitorio producido por el antibiotico

secretado por S. coelicolor durd inicamente 5 dias y a
partir del sexto, T. hamatum pudo crecer sobre la zona
de inhibicion, lo cual no se presentd al enfrentar los
antagonistas A-VII contra T-VI, impidiendo realizar una
asociacion para lograr potenciar la inhibicion de Foxd.

Figura 5. Antagonismo entre A-VII del Actinomycete y T-VI de Trichoderma sp despues de 8 dias de incubacién a. Igarashi, b. Gomez y

Ortega.

Posteriormente, para corroborar la capacidad antagonica
ejercido por Streptomyces sp. y Trichoderma sp. in
vitro sobre F. oxysporum f. sp. dianthi se plantea
trabajar bajo condiciones normales en invernaderos de
cultivos de clavel, afectados por el marchitamiento
vascular, empleando los microorganismos antagonistas
directamente como inoculantes para tratar de establecer
su adaptacion ecologica y efecto antagonico sobre el
fitopatogeno.
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