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RESUMEN

La hernia de la col es la enfermedad mas importante de las cruciferas en el mundo y tambien en Colombia. El
objetivo de la presente investigacion fue comparar la eficacia de tres productos de antagonistas comerciales a
bases de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Burkholderia cepacia para el control de P. brassicae en
condiciones de laboratorio. Para obtener un inoculo del protozoo fitopatdgeno se tomaron 10 g de raices de
brécoli con sintomas tipicos de hernia, las cuales se picaron en pedazos de 2 cm?, se trituraron en una licuadora
por un minuto con 200 mL de agua destilada y posteriormente se filtraron con gasa estéril. Se probaron dos
concentraciones (diluciones 1/10 y 1/100) se enfrentaron al patégeno comparando el resultado contra la
suspensién de quistes de un testigo sin tratamiento. Se compararon los efectos en enfrentamiento en placas de
Petri en un disefio completamente aleatorizado 7x4. Las evaluaciones se realizaron a los tres y siete dias. La
aplicacion del bioldgico comercial a base de T. harzianum bajo condiciones controladas de laboratorio demostrd
el potencial biocontrolador del antagonista contra los quistes inactivos de Pasmodiophora bsassicae tanto a los
tres como a los siete dias, lo que lo que ubica como un buen candidato para el control de la hernia de las
cruciferas en condiciones de campo debido a su efecto in vitro. y B. cepacia y B. subtilis mostraron
determinados efectos a los tres y siete dias respectivamente, por los que deben continuarse las investigaciones.
Palabras clave: Hernia de las cruciferas, Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia

ABSTRACT

Club root is the most important disease of crucifers all over the world and also in Colombia. The present
investigation aimed to compare the efficacy of three commercial antagonist products to bases of Trichoderma
harzianum, Bacillus subtilis and Burkholderia cepacia for the control of Plasmodiophora brassicae under
laboratory conditions. To obtain an inoculum of the phytopathogenic protozoan, 10 g of broccoli roots with
typical hernia symptoms were taken, which were chopped into 2 cm? pieces, crushed in a blender for one minute
with 200 mL of distilled water and subsequently filtered with sterile gauze. Two concentrations (1/10 and 1/100
dilutions) were tested against the pathogen, comparing the result against the suspension of cysts from a control
without treatment. Facing effects were compared in Petri dishes in a completely randomized 7x4 design. The
evaluations were carried out at three and seven days. The application of the commercial biological based on T.
harzianum under controlled laboratory conditions demonstrated the biocontroller potential of the antagonist
against the inactive cysts of P. bsassicae at both three and seven days, which makes it a good candidate for the
control of club root under field conditions due to its in vitro effect. B. cepacia and B. subtilis showed certain
effects at three and seven days respectively, for which investigations should be continued.
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Introduccion

El protozoo Plasmodiophora brassicae Woronin es
causante de la enfermedad comUnmente llamada hernia
de las cruciferas, el cual afecta a las plantas de esta
familia (coliflor, brécoli, repollo), causando afecciones
en las raices al propiciar la elongacion y division celular
en los hipocotilos y la formacion de agallas en las raices
de las plantas. Como resultado, las plantas infectadas no
pueden obtener suficiente agua o nutrientes (Pengjie et
al., 2019). Woronin determind esta especie como el
agente causal de la hernia, y elabor6 el primer informe
sobre la morfologia y la fisiologia del patogeno en
1878, o0 sea, que la enfermedad se conoce hace mas de
140 afios y se considera emergente en muchos lugares
como en Canadad (Gossen et al., 2015). El protozoo,
agente causal, se comporta como parasito obligado. En
su ciclo de vida se distinguen diferentes estructuras
biolégicas: esporas de resistencia, zoosporas,
plasmodios y zoosporangios.

Las esporas de resistencia son las estructuras esenciales
en la sobrevivencia y diseminacién del patégeno. Una
vez que éstas llegan al suelo, pueden sobrevivir casi 20
afios en ausencia de un hospedero, sin embargo, pueden
iniciar su germinacién rapidamente en presencia de un
hospedero susceptible. Al germinar, forman esporas
moviles (zoosporas) que, en suelos con alta humedad,
encuentran condicion 6éptima para infectar nuevas
plantas. En las raices infectadas se forma una estructura
microscopica conocida como plasmodio, que invade las
células de las raices conduciendo a la formacién de
tumores o agallas. Posteriormente, se produce una
nueva generacion de zoosporas que reinfectan las raices
y plantas cercanas, tornandose el proceso de infeccion
invasivo con la formacion de nuevos plasmodios.

Las agallas formadas en las raices de las plantas
infectadas se descomponen y nuevamente las esporas de
resistencia llegan al suelo (Galdames, 2017). A medida
gue los plasmodios pasan a través de las células se van
establecido en algunas de las raices, que se estimulan
para agrandar, dividir de forma anormal, y llegar a ser
cinco 0 mas veces el tamafio normal.

Las células infectadas de una hernia resultan en
pequefios grupos a lo largo del tejido enfermo, y los
grupos suelen estar separados por células no infectadas,
raramente se infectan todas las células de una hernia;
generalmente, solo alrededor del 30% del tejido esta
ocupado por plasmodium. Sin embargo, incluso las
células no invadidas de los tejidos enfermos Se
estimulan a crecer de forma anormal. Las hernias
infectadas con plasmodio interfieren con la absorcion y
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translocacion de nutrientes minerales y agua a traves del
sistema radicular esto da lugar a un retraso gradual en el
crecimiento y al marchitamiento de las partes aéreas de
la planta, ademas, el rapido crecimiento de las células
agrandadas de los tejidos de la hernia son incapaces de
formar una capa de corcho en su superficie y son
facilmente rotas e invadido por microorganismos
secundarios, débilmente parasitarios (Agrios, 2005). La
enfermedad puede causar entre un 70 a 80% de pérdidas
en los rendimientos (Castillo y Guerrero, 2012).

El patégeno tiene tres etapas en su vida. Ciclo:
supervivencia en suelo, infeccién del vello radicular e
infeccion cortical. Las esporas de P. brassicae en
reposo tienen una gran capacidad para sobrevivir en el
suelo. Estas esporas en reposo liberan zoosporas
primarias. Cuando una de ellas alcanza la superficie de
una raiz de pelo, penetra a través de la pared celular.
Esta etapa es denominada etapa de infeccién del pelo
radicular.

Dentro de los pelos de la raiz el patégeno forma
plasmodios primarios. Las divisiones ocurren
sincrénicamente en los plasmodios, seguidas de por
escision en zoosporangios. Mas tarde, 4-16 zoosporas
secundarias se forman en cada zoosporangio y se
liberan en el suelo. Las zoosporas secundarias penetran
en los tejidos corticales de las raices, en un proceso
Ilamado infeccién cortical. Dentro de las células de las
raices invadidas, el patdogeno se desarrolla en
plasmodios secundarios que se asocian con una
hipertrofia celular, seguida de formacion de agallas en
los tejidos.

Los plasmodios finalmente se convierten en una nueva
generacion de esporas latentes, seguidas de su
liberacion de nuevo en el suelo como estructuras de
supervivencia. Se han desarrollado in vitro cultivos
duales con pelos de raices y suspensiones de esporas
latentes de P. brassicae y se ha podido observar de una
forma no destructiva el crecimiento de este patdgeno
dentro de las células hospederas (Kageyama y Asano,
2009).

Botero (2016) busco evaluar el efecto de Trichoderma
asperellum cepa Th034, T. brevicompactum cepa Th201
y T. koningiopsis cepa Th003 sobre la reduccion de la
hernia en repollo ‘Delus’. Para tal fin se llevaron a cabo
experimentos en cuartos de crecimiento de plantas y en
un campo infestado. Para los ensayos en cuartos de
crecimiento de plantas, se emplearon dos
concentraciones del patdgeno, y Trichoderma se aplico
una o dos veces; la enfermedad se evalué 60 dias
después de la inoculacién. En condiciones controladas,
se observd disminucion de la enfermedad Gnicamente
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en bajas concentraciones del patdgeno; la mayor
reduccion de la enfermedad se encontrd con una sola
aplicacién de T. koningiopsis y T. brevicompactum. La
reduccién de la enfermedad por parte de T. asperellum
fue proporcional al nimero de aplicaciones efectuadas.
Pengjie (2019) evalu6 la efectividad de diferentes
periodos de control para la enfermedad de clubroot
(hernia) de la col China. Una cepa muy potente de
Bacillus subtilis, XF-1, que se aislé de la rizosfera de
coles chinas con severa raiz de club en el distrito de
Guandu de Kunming, provincia de Yunnan, China, tuvo
fuertes efectos inhibitorios tanto en la supervivencia
como en la germinacion de las esporas en reposo de P.
brassicae. Se evaluaron varias estrategias para
administrar de manera eficiente la enfermedad en la col
china, y se investigaron diferentes mecanismos. La
capacidad de los pelos de la raiz del repollo chino para
reducir la infeccidn por P. brassicae en el crecimiento y
la eficiencia de la colonizacion de XF-1 en raices de
plantulas también se estudid. Las respuestas a la
supresion de la hernia aumentaron con el aumento de la
edad de las plantulas en condiciones de macetas y
campos, y la tasa de pelo de la raiz no infecciosa
aumentd con la inoculacion de patégenos, lo que
sugiere que la edad de las plantulas afecta la infeccion
por P. brassicae. Se comprob6 que la prevencién vy el
tratamiento por B. subtilis XF-1 en una etapa temprana
es la mejor manera de reducir el dafio causado por la
enfermedad. En el caso de Burkholderia cepacia no
tiene un registro como tal en control para P. brassicae.
Pero segln, Doncel y Cordero (2017) la actividad
anfifingica de B. cepacia contra el hongo
Colletotrichum gloeosporioides la cual inhibe el
crecimiento micelial y la germinacion de la espora entre
un 41 y 100% respectivamente, comprobando asi su
actividad antifungica.

La preservacion de las estructuras de resistencia de P.
brassicae, en condiciones de laboratorio, es dificultada
por el hecho de tratarse de un paréasito obligatorio. Por
tal razon Cruz et al. (2008) realizaron ensayos para la
preservacion de estas por congelacion usando un
congelador comdn. Hubo una diferencia estadistica
entre el testigo y los tratamientos con materiales
congelados en el periodo de 21 a 242 dias, los cuales
preservaron sus caracteristicas patogenas, mostrando
que el método de congelacién es una buena opcién para
la preservacion de las estructuras de reposo de este
patégeno.

En un estudio de patogenicidad con fuentes de inoculo
del patégeno de diferentes zonas de Brasil mostro que
al inocular sobre varias especies de cruciferas no se
observaba un patrén genético especifico en cuanto al
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lugar de origen de las poblaciones evaluadas, mostrando
gue incluso en lugares distantes y con diferencias en
cuanto a la patogenicidad, tales poblaciones son
genéticamente similares (Cruz et al., 2009).

La enfermedad de la hernia de la crucifera es muy
comun en la provincia de Pamplona, con dafios muy
severos en el Municipio de Mutiscua donde se producen
pedidas notables a causa de la enfermedad. Ante las
incognitas aun existentes en la literatura con relacion al
control biolégico de la enfermedad y su importancia en
el territorio el objetivo de la presente investigacion fue
comparar la eficacia de tres productos de antagonistas
comerciales a bases de T. harzianum, B. subtilis y B.
cepacia para el control de P. brassicae en condiciones
de laboratorio.

Materiales y métodos

Para obtener un inoculo del protozoo fitopatégeno se
tomaron 10 g de raices extraidas de las parcelas de
brécoli mostrando sintomas tipicos de hernia. Las raices
se picaron en pedazos de 2 cm? se trituraron en una
licuadora por un minuto con 200 mL de agua destilada
y posteriormente se filtraron con gasa estéril para retirar
las partes solidas de las liquidas (Figura 1). Se obtuvo el
material biol6gico de P. brassicae y se conservd en un
refrigerador comun como han sugerido Cruz et al.
(2009).

De esta forma se obtuvo un inoculo de quistes inactivos
de P. brassicae para enfrentarlo a las suspensiones de
los bioproductos.

Los bioinsumos comerciales utilizados para evaluar su
efecto sobre el protozoo fueron los siguientes:

T. harzianum (Trichox WP):

Es un producto con una composicion garantizada de
1x108 esporas/g, con registro de venta (ICA) 9121.
Posee un porcentaje de pureza microbioldgica >95%.
Tiene una germinacion: 95% a las 24 horas. Su pH
oscila entre los 5,0 — 7,0. Humedad <5 %. Dosis de
lcc/L de agua. Categoria toxicoldgica Il —
Moderadamente toxico.

Este formulado con el hongo T. harzianum controla
hongos fitopatdgenos mediante  parasitismo vy
antagonismo, estimula los mecanismos de defensa de
las plantas y la resistencia sistematica, aumenta el vigor
de las plantas y el volumen radicular, mejora el proceso
fotosintético lo que incrementa la produccion, estimula
la proliferacion de microorganismos benéficos en el
suelo (Valle, 2016).

B. subtilis (Bactox SL):

Es un producto con viabilidad de 5x10° esporas/mL de
producto. Contiene un porcentaje de pureza
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microbiologica: 95% - 98%. Su pH oscila entre 5,0 -
7,0. Registro de venta ICA 9824. Categoria toxicoldgica
IV — Ligeramente téxico.

Es un bioinsumo formulado con la bacteria B. subtilis,
controla enfermedades causadas por hongos y bacterias,
solubiliza fésforo, fija nitrégeno e induce la produccion
de hormonas de crecimiento vegetal, disminuye el
estrés de la planta, optimiza el desempefio del cultivo,
estimula la proliferacion de microorganismos benéficos
(Valle, 2016).

B. cepacia (Botrycid SL)

Producto con base en cepas de la bacteria B. cepacia
1x10® unidades formadoras de colonia por centimetro
cubico (UFClcc), que inhiben el crecimiento y
desarrollo de microorganismos fitopatogenos. Esta
bacteria es endoéfita, coloniza el interior de los tejidos
vegetales, estimulando su crecimiento, ademas, fija
nitrégeno atmosférico, incrementa y modifica los pelos
radiculares aumentando la capacidad de absorcién de
elemento nutritivos, registro ICA 6204, categoria
toxicologica 1ll — Moderadamente toxico (Control,
2018).

Figura 1. Proceso de extraccion del patdégeno. a) Peso
de raices con sintomas de hernia. b) Filtracion del
patégeno. Fuente: Elaboracién propia

Para el ensayo de laboratorio se utilizd un disefio
completamente aleatorizados que consistié se en el
empleo de 28 cajas de Petri de 6 cm de didmetro
previamente esterilizadas. Se implementaron 7
tratamientos cada uno con 4 repeticiones para un total
de 24 cajas de Petri.

Modelo matematico que rige un disefio completamente
aleatorizado:

Yij=m+ti+eij

Dénde: m es la media
ti: es el efecto del i-ésimo tratamiento

e ij: es la variacion aleatoria del i-ésimo

tratamiento y de la j- ésima observacion o repeticion
(error experimental).
Los bioproductos  comerciales en  diferentes
concentraciones se enfrentaron al patégeno comparando
el resultado con la suspensién del testigo. Se probaron
dos concentraciones 1/10 y 1/100 de cada bioproducto:
T. harzianum, B. subtilis y B. cepacia. Para preparar
estas concentraciones se tomaron 2 mL del producto
comercial y se diluyeron en 18 mL de agua destilada
estéril y se obtuvo la concentracion 1/10 y de esta
concentracion se tomaron 2 mL y se diluyeron en 18
mL de agua destilada estéril para obtener la
concentracién 1/100. Este procedimiento se realiz6 para
todos los bioproductos. Seguidamente se tomaron las
cajas de Petri a las cuales se les afiadié 4 mL de zumo
de raices y 2 mL de la suspensién microbiana en sus
diferentes concentraciones segun el tratamiento, y en
cuanto al testigo se le suministro 6 mL del zumo de raiz
(Figura 2).

Figura 2. Tratamientos evaluados en laboratorio.

Fuente: Elaboracion propia

Los tratamientos quedaron de la siguiente forma:
Testigo

. subtilis concentracion 1/100

. subtilis concentracion 1/10

. cepacia concentracion 1/100

. cepacia concentracion 1/10

. harzianum concentracion 1/100

N o o bk~ PR
- 4 ® W W W

. harzianum concentracion 1/10
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Se realizaron observaciones microscopicas en camara
de Neubauer a los 3y 7 dias después de ser inoculados.
Se utilizaron micropipetas para tomar 2 microlitros por
tratamiento combinados con 1 mL de agua estéril para
su posterior montaje con el fin de que esta estuviera a
una concentraciéon de 1/1000, el recuento de quistes
consistio en tomar 4 cuadros generales los cuales
contaban con 16 cuadriculas mas pequefias, para un
total de 64 cuadriculas por unidad experimental. Las
observaciones se realizaron con ayuda de un
microscopio realizdndose con el lente de ampliacion de
40X. Se contaron el numero de quistes sobrevivientes
en los diferentes tratamientos, registraron en una base
de datos (Figura 3).

Figura 3. Recuento de quistes inactivos en laboratorio:
Fuente: Elaboracion propia.

Para determinar la concentracion de quistes (UFC) se
utilizé la férmula:

_ Total de quistes contados

x10000

Numero de cuadrados

Con la informacion obtenida de UFC/ml se hizo un
analisis de varianza unifactorial. Las medias fueron
comparadas por la prueba de Tukey con un 5% de
probabilidad de error. Se emple6 el paquete SPSS
version 21 para Windows.

Resultados

Los plasmodios y quistes eran abundantes en el zumo
de las raices, sin embargo, al inicio conservaban los
quistes dentro (Figura 3) los cuales salieron en mayor
medida hacia el exterior a partir del dia 3 (Figura 4).
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En el primer recuento a los tres dias de iniciados los
tratamientos de T. harzianum 1/100 y 1/10 (53,50 y
89,50 quistes, respectivamente) tuvieron diferencia
estadistica significativa con el testigo y con el
tratamiento B. subtilis 1/10 con (230,50 quistes).
Tampoco los tratamientos de B. cepacia en
concentraciones 1/10 'y 1/100 no difirieron
estadisticamente con T. harzianum 1/100, ni difirieron
del testigo. En el segundo recuento a los 7 dias hubo
diferencia estadistica entre el tratamiento T. harzianum
1/10 con (52,25 quistes) y el testigo, y con los
tratamientos B. cepacia 1/100 y B. cepacia 1/100
(471,00 y 468,00 quistes respectivamente). En el caso
de B. subtilis en la dilucion 1/10 se mantuvieron casi
similares el nimero de quistes con respecto al primer
muestreo y aunque no se diferencia del testigo, tampoco
se diferencia de los tratamientos de Trichoderma (Tabla
1).

Figura 3: Plasmodio con quistes dentro.

Figura 4. Plasmodio con muchos quistes fuera
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Tabla 1. Descripcion de los resultados de laboratorio.

Laboratorio

999Tratamientos

Recuento 3 dia Recuento 7 dia

Testigo 192,25 ab 291,02 ab
B. subtilis 1/100 180,25 bc 182,00 bc
B. subtilis 1/10 230,50 a 335,00 ab
B. cepacia 1/100 113,75 bcd 471,00 a
B. cepacia 1/10 151,00 abcd 468,00 a
T. harzianum 1/100 53,50d 233,25 bc
T. harzianum 1/10 89,50 cd 52,25 ¢
CV (%) 29,94 34,71
ET* 21,74 50,4

*Letras desiguales en las columnas difieren para
(P<0,05) por la prueba de Tukey. Fuente: Elaboracion
propia.

Discusion

En los resultados obtenidos en laboratorio a los 3y 7 en
los dias después de iniciado el ensayo, se evidencio que
los tratamientos de T. harzianum con dosis 1/10 y 1/100
fueron efectivos contrarrestando el nimero de quistes
inactivos de P. brassicae, lo que se puede explicarse
debido a que cuando el micoparasito hace contacto
fisico con su huésped, sus hifas se enrollan alrededor de
este 0 se le adhieren por medio de estructuras
especializadas. Observaciones al microscopio de otras
investigaciones han permitido sugerir que Trichoderma
spp. produce y secreta enzimas micoliticas responsables
de la degradacion parcial de la pared celular de su
huésped. Algunos resultados que apoyan esta hipotesis
han mostrado que Trichoderma spp. produce extra
celularmente glucanasas, quitinasas, lipasas y proteasas
(Velandia et al., 1998).

Se pudo observar también que, aunque los bioproductos
comerciales utilizados de B. cepacia y B. subtilis no
tuvieron la misma reduccion de los quistes que el
biopreparado de Trichoderma, el primero no se
diferencio del efecto de este a los 3 dias y el segundo a
una concentracion tampoco se diferencié a los 7 dias, lo
que sugiere que estaban haciendo algun tipo de efecto.
Se dice que Trichoderma spp., probablemente sea el
hongo beneficioso més versatil y polifacético que
abunda en los suelos capaces de aportar una inmensa
gama de beneficios que demuestran su incalculable
valor desde el punto de vista agricola, beneficios que lo
convierten en un microorganismo de imprescindible
presencia en los suelos y cultivos (Valdés, 2014), por lo
gue no sorprenden los resultados obtenidios, no
obstante se hace necesario probar mas productos
comerciales y a partir de cepas nativas para ver i
mejoran los presentes resultados, debiendose pasar a la
fase de invernadero para verificar los resultados antes
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pasar a la fase de campo como ha sugerido Strelkov et
al. (2006).
Se deben continuar también los estudios con B. cepacia
y B. subtilis, con otros productos comerciales y cepas
nativas tanto en laboratorio como en posturas en
condiciones controladas en invernaderos, para tratar de
incorporar alternativas de control bioldgico de la
enfermedad en una zona de un ecosistema tan sensible
por su proximidad al paramo de Santurban como
Mutiscua, ya que se conoce que la utilizacién de
microorganismos como agentes de CB ha demostrado
ser una alternativa para mantener una alta produccion
con un bajo impacto econémico en diferentes sistemas
agricolas. Por otra parte, la utilizacién de especies de
Trichoderma spp., en el CB de enfermedades de plantas
se ha relacionado principalmente con sus habilidades
antagonistas, por mucho tiempo frente a hongos y
oomicetos fitopatdgenos (Hermosa, 2017) y tambien
sobre nematodos del género Meloidogyne (Pérez et al.,
2010).
Estos resultados permiten presuponer que se pudieran
obtener resultados favorables de control en campo en
las condiciones de Mutiscua como ya se han sefialado
en Venezuela por Labrador et al. (2013) sobre la
efectividad de especies del género Trichoderma como
antagonista de los patdégenos vegetales,
fundamentalmente sobre aquellos que viven en el suelo
como Plasmodiophora y Phytophthora logrando reducir
la severidad de las enfermedades sobre el sistema
radical de la planta.

Conclusiones

La aplicacion del formulado biologico comercial a base

de T. harzianum bajo condiciones controladas de

laboratorio demostr6 el potencial biocontrolador del
antagonista contra los quistes inactivos de

Plasmodiophora bassicae tanto a los tres como a los

siete dias, lo que lo que ubica como un buen candidato

para el control de la hernia de las cruciferas en

condiciones de campo debido a su efecto in vitro. B.

cepacia y B. subtilis mostraron determinados efectos a

los tres y siete dias respectivamente por los que deben

continuarse las investigaciones.
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