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Resumen:Entrophosporacolombiana,Trichodermasp.,
Pseudomonasfluorescensyunacombinaciéndeestosan-
tagonistasfueron evaluados como biocontroladores
deFusariumoxysporumf.sp.phaseolienplantasdefrijol
de la variedad ‘ica Tundama'’ El ensayo se establecié
en una casa de malla del Programa nacional de ma-
nejo integrado de plagas (mip) de la Corporacién Co-
lombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica),
en el Centro de Investigacion Tibaitatd, Mosquera
(Cundinamarca),utilizandoundisefiocompletamen-
te aleatorizado, con 5 tratamientos mas un testigo
absoluto y un testigo infectado. Las evaluaciones se
realizaron durante la floracion, el llenado de vainas y
la cosecha. Los resultados fueron poco efectivos con
los organismos utilizados y no parecen ser muy pro-
misorios para el manejo de este tipo de enfermeda-
des vasculares. Sin embargo, se encontraron valores
destacables de colonizacién en las raices de frijol por
partedeE.colombiana,perosinmostrarunefectovigo-
rizante en el crecimiento de las plantas. La presencia
deP.fluorescensaumenté el vigordelas plantasydio
como resultado un mayor crecimiento. La aplicacién
deTrichodermasp.nopresentédunpoderantagdnico
aceptable, aunque fue el mejor resultado de control
con respecto a los demds tratamientos.

Palabrasclavesadicionales:antagonismo,patdge-
no, enfermedades vasculares, variedad ‘ica Tundama’

Abstract:Entrophosporacolombiana,Trichodermasp.,
Pseudomonasfluorescensandacombinationofthese
organismswereevaluatedasantagonistsinbiologi-
calcontrolofFusariumoxysporumf.sp.phaseolion’ica
Tundama'’ variety bean plants. The research was
carried out in one of Corpoica’s mesh-houses using
acompletelyrandomizeddesign, with 5treatments,
an absolute control treatment (no microorganisms
present)andaninfectedcontroltreatment(pathogen
only). Evaluation was made during flowering, pod-
filling and harvesting. The results revealed the low
effectiveness of the organisms applied and they did
not seem to be very promising in terms of control-
lingvasculardiseases.However,goodcolonisationof
beanrootsbyEntrophosporacolombianawasobserved,
butwithoutinvigoratingplantgrowth.Pseudomonas
fluorescensincreasedplantgrowthandvigour.Apply-
ingTrichodermasp.didnotpresentanyantagonistic
effect,althoughitwasthebesttreatmentwhencom-
pared to the other treatments.
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Introduccion

UNO DE LOS PROBLEMAS FITOSANITARIOS de gran impor-
tancia en Colombia y en la zona andina es el marchi-
tamientovascularocasionadoporFusariumoxysporumf.
sp.phaseoli.EImanejoconvencionaldeestaenfermedad
por los agricultores es dificil, teniendo que recurrir a
laaplicacion de fungicidas que, a veces, resultan defi-
cientes,incrementanloscostosde produccion, contri-
buyen a la contaminacién ambiental y deterioran la
biota del suelo.

La rotacién de cultivos es un método de control uti-
lizado que solo proporciona una reduccién parcial del
indculo del patégeno. Eltratamiento quimicodelasse-
millas puedeeliminarparcialmenteel problemaal con-
trolar el inéculo presente en ellas, pero sin ocasionar
mayor efecto contra el patédgeno en el suelo. La resis-
tencia genéticacomoalternativa de control, a pesarde
ser la de mas facil aplicacion, es una solucion de dificil
desarrollo, en especial para hongos vasculares, por la
complejidad del medio en que se presenta la interac-
cién patégeno-hospederoy por el tiempo que toma la
obtencion de variedades resistentes.

Por ello, ante las limitaciones en el manejo de la en-
fermedad, surge la necesidad de plantear alternativas
sustitutivas o complementarias a las existentes, como
el control biolégico, importante para la recuperaciéon
del equilibrio de los agroecosistemas y para el aprove-
chamientodel potencialantagonistanatural de ciertos
microorganismos contra patégenos vulnerables.

Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar,
bajo condicionesdeinvernadero, el efecto biocontro-
lador delhongo Trichodermasp., de laendomicorriza
EntrophosporacolombianaydelabacteriaPseudomonas
fluorescenssobre elmarchitamientovasculardelfrijol
ocasionadoporFusariumoxysporumf.sp.phaseoli,como
contribucion al desarrollo de una alternativa para el
manejo integrado de la enfermedad.

Materiales y métodos

LosaislamientosdeTrichodermasp.utilizadosseobtuvie-
ron de diversos suelos de la Sabana de Bogota. P. fluo-
rescensprovinodelBancodelCentrodelnvestigaciones
Microbiolégicas (cmic) de la Universidad de los Andes
yelindculo de la micorriza, de plantas de yuca del Ban-
co de Microorganismos de Corpoica, Centro de Inves-
tigacion Tibaitata.
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Las pruebas de antagonismo se realizaron mediante
latécnica de enfrentamiento en cajas de Petri con me-
diorpa(papa-dextrosa-agar),colocandoelpatégenoen
un disco de ppade 5 mm de didmetroa 1 cm del borde
de la caja y, de manera equidistante, en forma opues-
tasecolocéundiscodemiceliodeTrichodermasp.Esta
prueba se evalué mediante la formula:

Antagonismo (%) = [(crecimiento del antagonista - cre-
cimientodelpatégeno)/crecimientodel patdgeno]- 100

Las pruebas de antagonismo entre F. oxysporumy P.
fluorescensserealizarondedosmaneras:sesembréun
discode agar con el patégeno en un extremo de la caja
de Petriy en el otro, la bacteria en estria, evaluando el
crecimiento del patégeno cada dia. La segunda prue-
badeantagonismoserealizd sembrandolabacteriaen
todo el medio de cultivo a punto de solidificarsey, alos
4d,sesembraron3discosdel patégenosobreelmedio,
evaluando de manera directa cada 2 d el crecimiento
de F. oxysporum.

Pruebas de patogenicidad

Setransplantaron semillas de frijol germinadas a suelo
inoculado con el patégeno en una relacién de 30% en
peso por matera de 2 kg. La evaluacién se realizé a par-
tirdel sextodia, con el propésito deregistrarel nimero
de plantas con sintomas del marchitamiento vascular.
El patégeno seaplicé 2d antesdelasiembra, mediante
la inoculacién de 4 g de sustrato (arroz) conteniendo
el hongo en cada matera y su mezcla posterior con el
suelo. Trichoderma sp. se aplicé de manera similar 5 d
antes de la siembra, en una dosis de 2 g pormatera. La
bacteriaP.fluorescensseaplicbalmomentodelasiembra
mediantelainmersidondelassemillasenunasuspension
bacterial con una concentracién 1- 108 ufc- mL". De la
micorriza se aplicaronenelmomentodelasiembra2g
por matera del in6culo completo.

Tratamientos.Lostratamientosdefinidosparalainves-
tigaciénfueron: 1) testigoabsoluto, sin ningln micro-
organismoadicional;2) F.oxysporum; 3) F.oxysporum
+Trichodermasp.;4)F.oxysporum+E.colombiana;5)F.
oxysporum-+Pfluorescens;6)F.oxysporum-+Trichoderma
sp.+E.colombiana;7)F.oxysporum+P.fluorescens+E.
colombiana.Seutilizéundisehocompletamentealazar
con 7 tratamientos y 10 repeticiones.

Las evaluaciones se realizaron al momento de la flo-
racion, del llenado de vainas y la cosecha, utilizando
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la escala establecida por el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (cia1) (Abawi y Pastor-Corrales,
1990). En cada evaluacion se tomaron 10 plantas por
tratamiento. Las variables para evaluar fueron: longi-
tud de la parte aéreay de la raiz, nUmero de vainas por
planta, nUmero de granos por planta, nimero de gra-
nos porvaina,incidenciayseveridad delaenfermedad,
tasa de colonizacién y esporulacién de la micorriza. La
informacién obtenidasesometidéaanalisisdevarianza,
pruebas de rango multiple y correlaciones.

Resultados y discusion
Prueba de antagonismo in vitro

Enlaspruebasdeantagonismoinvitro,Trichodermasp.
inhibidelcrecimientodeF.oxysporumf.sp.phaseoli,de-
teniendo su crecimientoalos3d;alos7 dse presentd
unainvasiontotaldelmiceliodel patégeno.Trichoder-
ma sp. se caracterizd por un crecimiento radial, capaz
deinhibir64%elcrecimientodeF.oxysporum,entanto
que P.fluorescens ocasiondé unainhibicién parcial del
crecimientodeFusariumoxysporum,sinformaciéondel
micelio aéreo caracteristico y sin tomar la coloracion
tipica de la colonia.

Pruebas de patogenicidad en plantas de frijol

En la prueba de patogenicidad en plantas de frijol se
confirmo el caracter patogénico de la cepa de F. oxys-
porumf.sp.phaseoliutilizada,con70%deinfecciényun
indice de severidad entre 5y 7.

Las observaciones realizadas permitieron confirmar
elefectonegativodelainfecciéoncausadaporF.oxyspo-
rumf.sp.phaseolisobreeldesarrollonormaldelaplanta,
constituyéndose enunfactordepresivoimportantede
su crecimiento. El promedio de altura de las plantas en
eltratamiento Unicamente con el patégenofue, parala
evaluacion en floracion, 12,03 cmy, al momento de la
cosecha, 7,53 cm.

La mayor altura de las plantas se presenté en el tra-
tamiento conP.fluorescens, con unvalor promediodela
planta al momento de la floracion de 32,87 cmy del lle-
nadodevainasde21,56cm.Conlosdemastratamientos
se presentaron alturas menores que con el tratamiento
bacteriano, pero muchomayores que conlainoculacion
deF.oxysporumsolo.Laactividad protectoradelamico-
rriza E. colombiana no fue muy eficiente en estimular el
crecimiento de la planta, por su capacidad de coloniza-
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cién lenta, lo que se traduce en una proteccién pobrey
muydeficientecontraelpatégeno;sinembargo,estosre-
sultados no coinciden conlo reportado por Allen (1996)
y Sylvia et al. (1999) sobre la accién protectora de esta
micorriza, descrita ampliamente en la literatura.

La aplicacién de la combinacién de micorriza E. co-
lombianaconTrichodermasp.yconP.fluorescensnomos-
tré ningun efecto sinergistico. En las aplicaciones con
Trichoderma sp. se esperaba una mejor respuesta en el
crecimiento de las plantas, al considerar su efecto be-
néficosobrediversasclasesdeplantas(Campbell,1989;
Elias et al., 1993; Borda y Arbeldez, 1993; Carver et al.,
1996); sin embargo, fue menos eficiente en estimular
el crecimiento de la planta, aun cuando se encontraba
enasocio con un hongo micorrizégeno. Estarespuesta
podriasugerirquelacombinaciondeTrichodermasp.y
E.colombianapresentaefectossinergisticosencontrade
laacciénbioestimulantedelosmicroorganismossobre
el crecimiento de la planta. Eventos similares podrian
habersucedidoenlacombinaciénE.colombianayP.fluo-
rescens,tratamientoquepresentéuncomportamiento
practicamente igual al anterior.

Todoslostratamientosmostraronunbuencrecimien-
to de las raices, con excepcién del tratamiento con el
patdgenosolo,quepresentéalmomentodelafloracién
una longitud de 10,33 cm y de la cosecha tan sélo 4,00
cm, resultado de la infeccion y del dafio generalizado
por la presencia del patégeno.

En cuanto a los tratamientos de control bioldgico,
todossuperaronsignificativamenteelcrecimiento,con
respecto al testigo de infeccién y al testigo absoluto.
Unicamente la aplicacién individual de P.fluorescens
presentdé un menor crecimiento de las raices. Una
primera observacion de este resultado indica que no
existié unarelacion directa entre la altura dela planta
y lalongitud de la raiz, ya que el testigo absoluto pre-
sento la mayor altura de la planta, pero también uno
de los menores crecimientos de la raiz. Esta relacién
seobservéenlosdemdstratamientos,aunque con di-
ferencias menos marcadas.

El tratamiento con mayor estimulo al crecimientora-
dicalfueconE.colombianaenformaindividual,sequido
de lacombinacion de la micorriza con Trichoderma sp.
ydeltratamiento de lamicorrizamasP.fluorescens.Alo
largo de todo el ensayo se destacé el gran crecimien-
to de las raices, de manera similar a lo reportado por
Sieverding (1983), Allen (1989) y Sdnchez y Sieverding
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(1984), ya que la micorriza le facilita a las raices la ex-
ploracién de una mayor area de suelo. Estos resulta-
dosfueron semejantes alos de Duarte y Gil (1997) para
elcontrolbiolégicodeF.oxysporumyRhizoctoniasolani,
quienes ademas encontraron un buen estimulo de la
micorriza sobre el crecimiento radical del frijol con la
aplicaciéon de la micorriza Acaullospora mellea.

Severidad de la enfermedad

Entodoslostratamientosseevidenciélasintomatologia
tipicadelaenfermedadocasionadaporF.oxysporumf.sp.
phaseoli.Lossintomasse presentaronconunaseveridad
altaen el tratamiento testigo de infecciéon, mostrando la
raizungrannumerodelesionesyunadisminucién signi-
ficativa de raices secundarias y raicillas, de manera simi-
lar alo registrado por Abawiy Pastor-Corrales (1990). La
evaluaciondeldanoocasionadoporelpatégenoatravés
detodo el ciclo del cultivo permitié observarcémoen el
testigodeinfecciénlaseveridaddelalesiénalcanzéenel
momento de lafloracién elgrado 6,0y enlacosecha7,4,
lo que significa que aproximadamente 50% de las hojas
y ramas presentaron marchitamiento, clorosis, necrosis
limitada y enanismo de las plantas.

En términos generales, en los tratamientos para el
control bioldgico de la enfermedad se presentaron in-
feccionespocoseveras,destacandoseaquéllosconapli-
caciondeTrichodermasp.,quemostraronalmomentode
la floracién una severidad de 1,4, del llenado de vai-
nas de 3,0y de la cosecha de 2,2. La aplicacién de la
micorrizaE.colombianacombinadaconTrichodermasp.
produjo en el momento de lafloraciény delllenado de
vainas un grado de severidad de 2,2 y en la cosecha de
2,6;valores que representan sintomas escasosdelaen-
fermedady decoloracién vascular limitada en el cuello
de la raiz y en algunas raices secundarias.

Eltratamiento conE.colombiana+P.fluorescens pre-
sent6 en el momento de la floracién una severidad de
2,2 grados y en la cosecha de 3,0, seguidos por el tra-
tamiento con aplicacion individual de la micorriza: en
la floracion con 2,8 grados de severidad, en el llenado
de vainas con 3,6 grados y en la cosecha con 3,0. Estos
tratamientostambiénsediferenciarondeltestigodein-
feccion en forma altamente significativa. Los dafios en
las plantas fueron leves, con presencia de pocas hojas
marchitas,decoloraciénvascularlimitadaenlostejidos
radicales y en el hipocotilo; el desarrollo de la planta
no se afecté en forma significativa, como tampoco la
capacidad productiva de la planta.
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Esimportante aclarar que la supresion de la enferme-
dadporTrichodermasp.seencuentrainfluenciadapositi-
vamente por la presencia de los elementos B, Fe, Mg y
Zny por altos contenidos de materia organica —que se
encontrabanencantidadesapropiadasenelsueloutiliza-
do-y por su capacidad de adaptacion a suelos acidos.

Una de las razones para explicar la baja eficiencia de
lacepadeE.colombianapudo serquelacepa utilizada
perdié actividad o que el método de multiplicacion, la
época, dosis y frecuencia de aplicacién no fueron los
mas adecuados paralograr unaaccién eficazy durade-
ra como antagonista.

En cuantoalas micorrizas, se ha visto que factores bio-
I6gicoscomo el crecimiento deltubo germinativo, la pe-
netracion enlaraizylaformacién deapresorios, pueden
estarinfluenciadosporotrosmicroorganismosexistentes
en el suelo y, por esto, los resultados obtenidos con la
micorriza quizas no fueron tan efectivos, contrario a los
resultados obtenidos por Pérezy Lequizamén-Caycedo
(1998) enel controlde Fusariumspp.conlacombinacion
de micorrizas nativas colombianas y Pseudomonas spp.

El tratamiento mas eficiente en la proteccion de la
plantafuelaaplicaciéndeP.fluorescens,quepresentéuna
severidad de 5,8 almomento de lafloracién, reducién-
dosea4,4enelllenadodevainasyfinalizd almomento
delacosechaen 3,8, lo que se tradujo en aproximada-
mente 15%-20% de hojas y ramas marchitas, clorosis y
necrosislimitadaylesiones,tantoenlasraicesprincipa-
les y secundarias, como en el hipocaotilo.

Lo anterior contrastaconlos multiples ensayos regis-
tradosenlosquesehautilizadoPseudomonassp.como
biocontrolador, condisminucion delaseveridad deva-
rias enfermedades, como marchitamientos vasculares
(Xietal, 1996; Schisleretal., 1997). Porlo tanto, es posi-
bleinferirquelosresultadosobtenidospuedendeberse
adiferenciasenlascondicionesde pHyelcontenidode
materia organica del suelo, lacantidad delin6culo apli-
cadoylacapacidad controladoradelacepa, pues,aun-
que inhibe el normal desarrollo del hongo, no detiene
de manera total el crecimiento micelial. Esimportante
tener en cuenta que, aun cuando las plantas presenta-
ron una severidad significativadelainfeccién, llegaron
a produccién y no mostraron pérdida total de la masa
radical, comparado con el testigo infectado.

El comportamiento general de los tratamientos para
elcontrolbiolégicodeF.oxysporumf.sp.phaseoliindica
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gue los antagonistas utilizados ejercieron algun grado
de controldelaenfermedad, proteccién que nofuedel
todo suficiente. Una alternativa para mejorar el efecto
benéficodelosantagonistaspodriaseraumentarlado-
sisaplicada,concentrandolasaplicacioneshacialaépo-
cadesiembrayaumentandoelnumerodeaplicaciones
durante el ciclo de cultivo, y, por supuesto, controlar la
calidad de las cepas.

Incidencia de la enfermedad

La incidencia de la enfermedad, determinada por el
numero de plantas enfermas, fue alta, observandose
pocas plantas muertas.

En los tratamientos con aplicaciéon de E. colombiana
enformaindividualy combinadaconTrichodermasp.y
P.fluorescens,seevidencidunaumentoimportanteenel
volumen de la raizy en el niUmero de raicillas; este re-
sultado pudo haberincrementado las posibilidadesde
que las plantas fueran infectadas por el patégeno, al
existir un contacto mayor, lo que se tradujo en una ma-
yorincidencia de la enfermedad en el tratamiento con
la micorriza o en la combinacién con P. fluorescens.

CabedestacarqueenlostratamientosconTrichoderma
sp.soloocombinado conlamicorrizayen el tratamien-
todelabacteriasola se presenté unaincidencia menor
de la enfermedad a lo largo del estudio, lo que podria
indicar una protecciéon mayor de la raiz por parte de
estosantagonistas.Sinembargo,esderesaltarquelain-
cidenciadelaenfermedadentodoslostratamientosfue
en general muy alta, lo que indica muy poca eficiencia
de los tratamientos en la prevencién de la infeccién.

Al considerar laintensidad de la enfermedad por tra-
tamiento (relaciondelaincidenciaconlaseveridad), se
pudo observar que este indicador fue muy alto parala
épocadelacosechaentodoslostratamientos,encom-
paracion con el testigo absoluto.

Conbaseenlosresultadossobreinfecciénesevidente
que, en comparacién con el testigo absoluto, todos los
tratamientos presentaron un alto grado de infeccién,
destacandoselaaplicaciéndeTrichodermasp.comoel
tratamiento con mayor proteccién para las plantas de
frijol, ya que para la cosecha presenté la menor inci-
denciaylosmenoresdafnosenlasraicesyenlasplantas.
Este tratamiento mantuvo un comportamiento similar
a lo largo de todo el ciclo de cultivo, por lo que mere-
ce considerarse como una posibilidad para el manejo
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de estaenfermedad, siemprey cuando se agoten otras
instancias en la investigacion, como un aumento en la
concentracion deinéculoy enladosis, asicomo lamo-
dificacién de las frecuencias de aplicacién.

Colonizacién y nimero de esporas de
E. colombiana

Parala variable porcentaje de colonizacion de la mico-
rrizaE.colombiana,noseobservarondiferenciassignifi-
cativasentrelosdiferentestratamientosdelamicorriza,
solaycombinadaconTrichodermasp.yconP.fluorescens.
La colonizacion de las raices de frijol presenté variacio-
nes amplias entre los tratamientos aplicados.

CabeanotarquekE.colombiananohasidoobservada
ensuelos con pH mayora 5,5y quelapresenciade esta
micorrizanose harelacionado conotras caracteristicas
delsuelodiferentesal pH (Sanchezy Sieverding, 1984).
Estoindicasuadaptacidonacondicionesmuyespecificas
y que con el pHdel suelo utilizado pudo verse afectada
la sobrevivencia de las esporas.

La colonizacién por E. colombiana al momento dela
floracion fue 54,2%, al llenado de vainas, 68,8% vy a
la cosecha, 47,7%. Sin embargo, se esperaba una ma-
yorinfeccion de lamicorrizaal momento delacosecha,
conrespectoalasdosevaluacionesanteriores,aspecto
que no se observo en la presente investigacion.

El tratamiento con la micorriza en combinacién con
P.fluorescenspresentdlainfeccion masbaja,con37,6%
almomento de lafloracién, 33,9% al llenado de vainas
y 34,0% a la cosecha. Los factores causantes de la baja
colonizacion de las plantas podrian estar relacionados
conelsinergismoentrelosdosorganismos,yaqueellos
compiten por nutrientes del suelo y por espacio en la
raiz;con unareducciénenlaviabilidad delas esporaso
con una germinacion deficiente.

La baja tasa de infeccién de la micorriza también po-
dria deberse a un contacto irregular con las raices del
frijol y a su distribucion al azar en el suelo, lo que podria
evitarse con una inoculacién de las plantulas en el mo-
mento de la siembra. Este tratamiento con la micorriza
presentdunamenoresporulacién:19,9almomentodela
floracién, 12,8 al llenado de vainas y 18,8 a la cosecha.

El tratamiento de la micorriza mas P.fluorescens pre-
sentd un numero de esporas similar al de la micorriza
sola, con 28,0 esporas al momento de lafloracion, 11,1
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esporas al llenado de vainas y 15,5 a la cosecha. Esta
baja esporulacién podria indicar que, ante las limita-
ciones para lainfeccién, el proceso reproductivo se vio
afectado;estasituacionquizaestétambiénrelacionada
con lainvasion de la raizy con la presencia de algunos
factores desfavorables a la esporulacién.
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