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DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONICA DE DIFERENTES ATISLAMIENTOS
DEL HONGO Trichoderma SOBRE Fusarium oxysporum forma phasecli
EN EL MUNICIP IO DE PASTO, DEPARTAMENTO DE NARINO (1)

Por

1

EDINSON ARANGO PRADO

I. INTROLUCCION

El amarillamiento del frijol, causado por el hongo Fusarium oXyspo-

rum forma phaseoli, se ha const ituido en la enfermcdad mis importante pa-
ra las variedades de enredadera, cultivadas en las regiones frias del Sur
del Departamento de Narifio, hasta tal punto, que el &rea de produccién se

ha reducido notablemente.

los agricultores de estas regiones cambian con frecuencia las varie-
dades susceptibles a la enfermedad, sin encontrar tolerancia; igualmente,
las medidas de control qufmico no han dade resultados econdmicos rentables.
Estos hechos justifican el estudio de otras medidas de control del patdge-

no que conlleve resultados positivos para el agricultor.

En el Laboratorio de Microbiologfa de la Universidad de Narifio, se
ha logrado el aislamiento, cultivo y conservacién de diferentes cepas del

hongo Trichoderma spp. las cuales han demostrado buen efecto antagénico

(') Tesis de Grado presentada como requisito parcial, para optar al titu
lo de Ingeniero Agrénomo, bajo la presidencia de Benjamin Satiudo S.
1.A.



contra diferentes hongos del suelo, patdgenos de plantas cultivadas., Por
otra parte, no se han hecho evaluaciones respecto a especies de Fusarium,

patégeno del frijol.

En base a lo anterior, el presente trabajo se realizd para cumplir

con los siguientes objetivos :

1.1 FEstudiar la camcidad antagdnica de 18 aislamientos del hongo

Trichoderma spp. sobre Fusarium oxysporum forma phaseoli, a nivel de la-
boratorio

1.2 Determinar el efecto antagénico en materos, con dos métodos de

incorporacidn de Trichoderma spp. en suelo infestado con el patdgeno

1.3 =Hstudiar el antagonismo de aislamientos promisories de Tricho -

derma spp. Ssobre Fucarium oXysporum forma phaseoli en condiciones de campo




II., REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades
2.1l.1 Relaciones entre microorganismos

Entre los seres vivos, los microorganismos especialmente,
establecen relaciones ecoldgicas que pueden ser neutrales, metabidticas,
sinérgicas y antagdénicas. Estas Ultimas se denominan antibiosis y se pre

sentan cuando un organismo impide o inhibe el desarrollo de otros (2).

2.1.2 Efectos antagdnicos

Waksman (31) indica que las interrelaciones antagdnicas
son muy comunes entre la microvida que habita el suelo, afectando direc-

ta o indirectamente la actividad de otros microorganismos. Estas rela -
ciones son :

a. La competencia por el aprovechamiento de nutrimentos

b. La formacién de condiciones, principalmente de carac

ter quimico, que son adversas para el crecimiento de otros microorganis -
mo s

c. La produccidn por parte del organismo, de sustancias
especfficas tales como antibiéticos, alcoholes y quinonas, que perjudican
el crecimiento de otros

d., El parasitismo directo de un organismo sobre otro;

este caso es mis motorio en hongos y bacterias

e. El efecto depredador, como el observado en la des -
truccidn de bacterias por protozoarios, de hongos por insectos y de nemd

todos por nemitodos



£. La lucha de los microorganismos por wn espacio vital

Segiin Molina (23), el control biolégico se puede sinte -

tizar en las siguientes formas :

a. Antagonismo. Consiste en que un organismo influye
a otro en forma negativa; este mecanismo se lleva a cabo con organismos

sapféfitos que actdan sobre los patdgenos

b, Hiperparasitismo. Estd dado por el parasitismo de
un organismo que actda sobre otro; se han encontrade diferentes formas de

parasitismo de bacterias, hongos y virus, sobre patdgenos de plantas

c. Hipovirulencia. Cuando se inocula uma cepa2 hipovi -
rulenta del patdgeno alrededor de una lesién obtenida con una cepd viru -

lenta, impidiendo el avance de la enfermedad

d. Premunicién o proteccidn cruzada. Fenomeno observa-
do 'en el caso de virus y hongos ¥ consiste en inocular una planta con ce-
pas avirulentas y luego con cepas virulentas, dando una 'proteccion contra

la raza virulenta.
2.1.3 Antibioticos

Seglin Cercos (3), el antibidtico es una sustancia quinmi-
ca producida por organismos vivos, la cual, actuando en muy bajas concen-
traciones, posee propiedades liticas, inhibidoras o letales y selectivas
sobre otros microorganismos vivos. Los antibidticos actGan de tal forma,

que paralizan la multiplicacién celular pudiendo llegar a matar la célu -
la,




Waksman (31) menciona que los-antibidtices abidina, fre-
cuentina, &cido gladidlico, gliotoxina, griseofulvina, dcido micofenoli -
co, viridina, penicilina; patulina y:estreptomicina, son producidos en
forma natural y.abundante, inactivdndose en el suelo por efectos del pH,
por la actividad-microbial,:por fgnémeposAde.§dsgrci6n_dé‘los”constitu -

yentes del suelo.y por otros procesos de naturaleza quimica.

Cercos (3) afirma que es posible la produccidon:'y conser-
vacidn de antibidticos en suelos esterilizados, a los cuales se agregaron

abonos.verdes y/o carbohidratos.

2.2 Microorganismos antagénicos

1

Segdn Howell y Stipanovic (l4), una raza de Pseudomonas fluores

cens antagénica del Rhizoctonia solani, fue aislada de la rizosfera de
plantas Je algodén atacadas por el hongo. La bacteria produce un antibid

ticoc denominado pirrolnitrina, que adends de Rhizoctonia solani inhibic

otros hongos del complejo Damping-off como Thielaviopsis basicola, Alter-

naria sp, y Verticillium dahlieae. Dicho antibidtico inhibié parcialmen-

te a Fusarium sp., pero no a Pythium ultimum. Tratamientos de semillas
e e

de algoddn con la bacteria o el antibidtico y su siembra en suelo infesta

do con Rhizoctonia solani, incrementaron la germinacidn de 30 a 79% y de

13 a 70%, respectivamente.

Howell y Stipanovic (15) determinaron que la raza Pf-5 de Pseu-

domonas fluorescens fue antagdnica in vitro de Pythium ultimum. El anbi-

bidtico Pyoluteorina, aislado de la bacteria, fue el responsable de la

inhibicidn del hongo anotado, Pero no de Rliizoctonia splani. Tratamientos

de semilla de algodén con el antibidtico o con la bacteria, incrementaron
la germinacidn de 33 a 65% y de 28 a 71%, respectivamente, en suelo infes-

tado con Pythium ultimum.



Fravel y Spurr (8) probaron 16 bacterias aisladas de hojas de
tabaco, por su efecto "in vitro' sobre la cerminacién y el desarrollo de
tubos germinativos de las esporas, de tres aislamientos de Alternaria al
ternata. De ellas, la mis efectiva para inhibir al hongo y reducir las

lesiones en hojas, fueron Pseudomonas maltophilia y Bacillus cereus sub-

especie mycoides.

Vargas (30) encontrd que la bacteria Bacillus cereus fue més

efectiva, que un aislamiento del hongo Trichoderma sp., para el biocon -

trol de Rhizoctonia solani en repollo.

Kommendahl y Clang New (19) reportan que semillas de maiz pro-

tegidas con Bacillus subtilis y el hongo Chaetomium globosum, ejercieron

proteccién parcial contra Fusarium roseum forma graminearum.

Kommendahl y Windels (20) anotan que de 109 hongos ¥ bacterias

aislados de rafces y cemillas de arveja, probados contra Fusarium solani,

Rhizoctonia solani, Aphanomyces euteiches y Fusarium oxysporum, el hongo

Penicillium oxalium resultd el més efectivo bajo condiciones de inverna -

dero .

De acuerdo con Hoch y Abawi (13), un aislamiento de Corticium
Sp., fue altamente efectivo en el control pre y postemergente del Damping

off en remolacha de mesa, causado principalmente por Pythium ultimum en

suelos naturalmente infestados. ELl antagénico se hizo crecer en harina
de hojas de mafz e incorporado en una proporcidn del 0,5 al 10% de volu -
men de harina a volumen suelo, permdneciendo efectivo hasta 21 dias des -

pués de la incorporacidn, controlando la enfermedad a 1550200y 1 259Gk

Tu (29) comprobd que el hongo Gliocladium virens es un micopa -

rdsito de Sclerotinia sclerotiorum, dénhibiends la formacidn de esclerocios

Yy Penetrando por medio de apresorios en los ya formados, causando su pos-

terior destruccidn.



Marois y Mitchel '(22), al inocular 300, 900 y 6.500 clamidospo-

ras de Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici por gramo de suelo

fumigado previamente y contaminado con Penicillium funiculosum, Trichoder-

ma harzianum y Aspergillus ochraceus, no observaron incremento de indculo

del patdgeno.

Waksman (31) da una lista de microorganismos antagonicos de pa-

togenos del suelo :

Antagdnico Organismos afectados
Trichoderma lignorum Rhizoctonia sp.

Phytophthora sp.
Pythium sp.

Acrostalagmus sp. Rhizoctonia sp.

Aspergillus niger Peziza sp. y Rhizoctonia sp.
Botrytis cinerea Rhizoctonia sp.

Verticillium sp. Rhizoctonia sp.

Penicillium sp. Rhizoctonia sp., Peziza sp., ¥

Fusarium sp.

Fusarium lateritium Rhizoctonia sp.

Bulla (2) anota que el hongo Trichoderma lignorum es antagdnico

de Rhizoctonia solani, mientras que Streptomyces proecox es de Streptomy-

ces scabies,

Brian, citado por Cercos (3), indica que los hongos Trichoderma

ligggggg y especies de Helminthosporium, Penicillium, Cladosporium, Mucor

Yy Alternaria, inhiben el crecimiento de Ophiobulos graminis.

Safiudo (27) afirma que el nemitodo Aphelenchoides sp. puede re-

ducir significativamente las poblaciones de varios hongos del suelo, al

inyectarles sustancias digestivas que ocasionan la destruccidn del proto -
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plasma micelia. El suelo infestado con Sclerotium rolfsii permitid ma -

yor germinacién de las semillas de frijol.

2.3 Estudios sobre el antagonismo de Trichoderma sp.

Josifovic (16) indica que el hongo Trichoderma 1ignorum‘(T.

viride) ejerce hiperparasitismo:a los hongos Pythium sp., Phytophthora

parasitica, Rhizopus sp., Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii. Se -

giin Kudryautseva (21), -dicho organismo inoculado en un suelo bajo cober-
tura, estimula el crecimiento ce las plantas de pepino, disminuyendo las

enfermedades causadas por hongos que habitan el suelo.

Domanski (4) y Ponomareva (25) demostraron que la especie Tri-

choderma viride es efectiva contra los hongos Fomes annosus (Fr.) Cke y

Ophiobolus graminis Sacc.

Albornoz, Molina y Gdjar (1), asf como Morquer y Touvet (24)

reportan a Trichoderma viride como antagénico de Armillaria mellea Vahl,

Igualmente, Dubos y Ricard (5) aseguran que dicho organismo es efectivo
en el tratamiento de drboles de duraznero, contra el plateado de las ho -

jas causado por Steréum purpureum.

Harman, Chet y Baker (ll) indican que la proteccién de las se-

millas de arveja o rabanito con conidias de Trichoderma hamatum, permi -

tieron Su germinacidn en suelos contaminados con Pythium spp. ¥y Rhizocto-
nia splani.
T —

Para Kirik y Steblyuk (18), la especie Trichoderma koningii in-

hibe apreciablemente a Fusarium oxysporum y Fusarium culmorum, aunque no

afecta en forma notoria a Rhizoctonia solani.




Kelley (l7) realizé .un estudio enipino, 'impregnando grénulos

de arcilla con esporas de Trichoderma harzianum; los cuales se colocaron

en suelo inoculado con Phytophthora cinnamomi, bajo condiciones de inver-

nadero, controlando el Qamping-off de las semillas hasta por dos:ssemanas.

Guerrero y Orellana (9) determinaron que el hongo Trichoderma
harzianum, aplicado en el momento de la siembra y dos meses después en
un cultivo de ajo variedad Chileno, ejercid buena proteccidén contra el a-

taque de Sclerotium cepivorum,

Henis, Chaffar y Baker (l2) aplicaron al suelo 0,04 - 0,15 g

de crecimientos miceliales de Trichoderma harzianum por kilo de suelo,

para proteger la germinacién de semillas de rédbano, contra Rhizoctonia
solani en suelos infestados. La germinacidn en suelos no infestados tam-
bién aumentd al adicionar &4 microgramos de PGNB por g de suelo, se obtuvo

un efecto aditivo en la accidn de Trichoderma harzianum sobre la enferme-

dad y un efecto sinergético en la disminucién de la densidad de indculo

de Rhizoctonia solani. Hadar, Chet y Henis (10) obtuvieron resultados si

milares,

Elad, Chet y Katan (6) determinaron que un aislamiento de Tri -
choderma harzianum fue capaz de causar lisis en el micelio de Sclerotium

rolfsii y Rhizoctonia solani y, en condiciones de campo, redujo el ataque

de los dos patdgenos en tomate, algodén y frijol.

Satiudo y Chceres (28) estudiaron el efecto de la cepa No. 10 de

Trichoderma harzianum sobre Sclerotium rolfsii en condiciones de campo, ¥

observaron que hubo mayor porcentaje de plantas vivas (68,7%) donde se
inoculd el antagdnico, que en suelo infestado por el patdgemno (12,7%) s
Resultados similares fueron obtenidos por Sanchez (25) a nivel de materos
encontrando que un 93,75% de plantas de Diacol Nima no fueron afectados

por el patdgeno.
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A su vez, Sanudo (27) realizé un tratamiento de semilla de fri
jol variedad Sanilac, con un preparado de suelor orginico seco y tamiza-
do, 70 g + goma arabiga molida, 20 g = dextrosa, 5> g ¢ metil celulosa
5 g agregando 100 g del preparado, 400 cc de una suspension de esporas de

b4 x lO6 esporas de cada una de 5 cepas de Trichoderma harzianum, para

sembrarlas en suelo infestado artificialmente con Sclerotium rolfsii .

los porcentajes de plantas vivas fueron en promedio de 17,3; 51,0; 58,0;
19,0 y 80,7% para las cepas 1, 10, 12, 15y 17 del antagénico, en compa -

racidn con el Testigo, donde se obtuvo 5,3%.



III, MATERTIALES"Y METODOS

El presente trabajo se realizd entre Abril de 1981 y Julio de 1982,
en predios de la Ciudad Universitaria, perteneciente a la Universidad de

Narifio (2.560 msnm), cumpliendo etapas de laboratorio y campo.
3.1 Etapa de laboratorio

Se cumplid con la coleccidn de 18 aislamientos del hongo Tricho-
derma existentes en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de
Narifio, denominados T 1, T 4 B, T 54, T 6B, T 10A, T 10B, T 11, T 124,

T 128, T 154, T 158; T 163 T, 17A, T 17B, T 20, F 21, T 22 .3y T 23; los cua
les se sembraron individualmente, cada uno en cuatro cajas Petri con PDA
4cido, Obtenidas las colonias, Se repicaron en tubos con el mismo medio

inclinado, con el fin de purificarlas.,

Simultineamente se recolectaron muestras de raices de plantas
de frijol Mortifio, afectadas con amarillamiento, para aislar el hongo Fu-

sarium oxysporum forma phaseoli, mediante siembra en cajas Petri con PDA

4cido, de trozos de tejido con parte muerta y porcidn sana, previamente
desinfestados en hipoclorito de sodio al 5% por 3 minutos. Las colonias

obtenidas del patdceno, se repicaron en tubos de ensayo con PDA inclina -
do.

Una vez obtenidos los cultivos puros de los antagdnicos y del
patdgeno, se procedid a determinar el ‘antagonismo a nivel de cajas Petri

con PDA, realizando dos pruebas :

3.1.1 Cada cepa de Trichoderma y el hongo Fusarium oXysporum

forma phaseoli, se sembraron en forma opuesta en una caja Petri de 9 cm
de didmetro con PDA, utilizando cuatro por aislamiento. Se determing la

capacidad de invasién del micelio de Trichoderma sobre el de Fusarium o



viceversas asi como el posible antagonismo de los dos hongos al no permi-

tir el desarrollo del otro en la zona de encuentro .

“3.1.2 Se‘establecieron colonids:dé Fusarium okysporum forma

phaseoli en cajas Petri con PDA; cuando el micelio del hoﬁgo invadid el
medio de cultivo, se colocd en el centro una porcién de'colonia con PDA
de cada cepa de Trichoderma, utilizando cuatro cajas Petri, para determi-
nar la capacidad que tiene el .antagénico para invadir cultivos estableci~-

dos de Fusarium oxysporum forma‘ghaseoli.

3.2 Nivel de materos

los 18 alslamlentos del hongo Trlchoderma se multiplicaron en

cajas Petri con PDA, Igualmpnte la especie Fusarium ozysporum forma pha-

seoli, se repicd en erlenmeyers con granos de trigo humedecidos y esteri-
2e0°2

lizados en autoclave a 120°C y 1 kilo/cm2 de presidn.

Se 1lenaron 120 bolsas pldsticas de 3 Kg de capacidad con sue -
lo, conteniendo 3 partes de tierra y una de arena, con el fin de estable-
cer un disefio de parcelas divididas con 3 replicaciones para dos sistemas

¥y 20 tratamientos, con una distribucidn irrestrictamente al azar.

Los sistemas usados consistieron en 1la inoculacién de los anta-
génicos en suspensién de esporas e incorporado en estiércol de'ganado va-
cuno, molido, tamizado y esterilizado. Los tratamientos correspondieron a
las 18 cepas de Trichoderma, un Testigo con suelo contaminado con Fusarium
oxysporum (T -) y un Testigo sin inoculacidn del patégeno ni incorporacién
de los antagdnicos (T ¢). En cada uno de los materos, 2 escepcidn del T #
el suelp se mezcld con 50 g de granos de trigo contaminado con Fusarium

oxXysporum forma Ehaseoli en los primeros 5 cm de la superficie.

Para el primero de los sistemas, se hizo una suspensidn de espo-

ras de cada cepa en agua destilada utilizando una sroporcidn de 4 x 10 °
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eSPOras/cmB, regando una cantidad de 50 cc porcbolsa’plastica en los si -
tios donde se depositaron las semillas. El segundo sistema de “incorpora-
cidn de cada uno ‘de los antagdnicos se hizo, mezclando 40 cc de una sus -
pensién de 4 x 106espora5/cm3 con 60 g de estiércol e incorporando 50 a

de la mezcla por matero. En el Testigo positivo (T ¢) Unicamente se agre

gd agua destilada y estidrcol para cada uno de los sistemas.,

Por matero se sembraron l0 semillas germinadas de frijol volu -
ble Mortifio y las plantas germinadas se mantuvieron hasta la época de flo
racidn con riego frecuente de agua destilada, momento en el cual se hizo
la evaluacidn del ndmero de plantas sanas, lo.cual se.comstatd por la au-
sencia de sintomas foliares.y radicales. Los datos obtenidos se transfor
maron a la férmula /X = 1, donde X representa el nimero de plantas vivas,

para realizar el andlisis estadistico correspondiente.
3.3 Nivel de campo

Se seleccionaron las cepas de Trichoderma que permitieron la mi-
tad o mis de plantas vivas respecto a las semillas sembradas, pard obser-
var su efectividad en condiciones de campo, realizando una multiplicacidn

de antagdnicos y patdgenos similar a la descrita anteriormente.

Se prepard un lote de 19 x 30 m, el cual se dividic en 3 bloques
de 19 x 9 m, con separacidén entre ellos por una calle de 1,5 m, trazdndose
por bloque 20 surcos de 9 m de longitud con separacién de 1 m. Esto sir -
vig para realizar un disefio de parcelas divididas en bloques al azar para

dos tratamiento y 10 subtratamientos.

Los tratamientos correspondieron a la incorporacidn de antagéni
cos en suspensidén de esporas Yy en mezcla con estidrcol molido, tamizado y
estéril, mientras que los subtratamientos comprendieron 7 cepas de Tricho-
derma, un control con el fungicida Difolatan, un Testigo positivo ¥ un

Testigo negativo, similares a los descritos para el emsayo en miteros.



La preparacidn de los antagdnicos en los dos medios (agua destilada y es-

tidrcol) se hizo de la misma manera que la descrita en el numeral 3.2.
El Difolatan se incorpord en dosis de 2 g/lt de agua y 2 g/kilo de estiér

col.

Cada surco correspondid a un subtratamiento dentro del respec-
tivo tratamiento, y en &l se establecieron 10 sitios cada metro, donde se
eolocaron aproximadamente 20 g de granos de trigo contaminado con Fusarium
3%ysgorum forma phaseoli, depositdndose encima 3 semillas germinadas de
%§fjol variedad Mortifio y 3 de maiz Morocho amarillo, aplicando luego el
%%btratamiento en cantidad de 30 ml y 30 g, seglin correspondiera al trata
miento de suspensidn de esporas o de mezcla de esporas con estiércol. El
‘Egstigo positivo consistid en la incorporacidn de agua destilada o estiéz

r 1 - - »
col solo. Una vez realizado lo anterior se tapd manualmente.

En la &poca de fructificacidén del frijol se determind el nime -
%p de plantas sanas en base a 30 semillas sembradas, midiendo la sanidad
Pbr la ausencia de sintomas en los sistemas aéreo y radical de las plan -
tas. Los datos obtenidos se interpretaron estadisticamente, de acuerdo
con el disefio de parcelas divididas.
i
¢



IV, RESULTADOS Y DISCUSION

4,1 Etapa de laboratorio

4,1,1 Antagonismos en siembras opuestas

Todos los aislamientos de Trichoderma invadieron el cre-

cimiento micelial de Fusarium oxysporum forma phaseoli, umos realizando

un desarrollo rapido sin ocurrir areas de acordonamiento entre los dos
hongos, T 10B, T 124, T 12B, T 16, T 174, T 23.y otros com produccidn ini
cial de zonas de acordonamiento, donde la esporulacién de antagénico y pa
tégeno es mayor que en el resto del micelio (T 1, T 4B, T 54, T 6B, T 104,
T 1} T 15A, T 158, T 20, T 21, T 22 y T 17B).

Al intentar recuperar al hongo Fusarium oxysporum de las

diferentes cajas Petri, no fue posible hacerlo, determinindose tnicamente

la presencia de cada uno de los antagénicos empleados en las cajas Petri.

Lo anterior indica la posibilidad de que el antagonismo
del hongo Trichoderma sea por invasion de un sustrato, Do dejando progre-
sar al patdgeno. Sin embargo, para que se cumpla este efecto, probable -
mente, los antagdnicos deben tener condiciones especiales, principalmente
nutricionales, lo cual incide que en un medio natural como es el suelo,

haya diferencias en el antagonismo.

4.1.2 Antagonismo sobre cultivos desarrollados de F. oxysporum

f. phaseoli

Unicamente los antagdnicos T 174, T 22 y T 23 de Tricho-

derma fyeron capaces de invadir cultivos establecidos de Fusarium oXysSpo-

rum, desarrollando sus estructuras reproductivas sobre el micelio del pa-

tégeno, Al determinar el efecto al microscopio, se observd que el inte -



rior del micelio v esporas del patégeno, mostraban areas granulosas, debi
do posiblemente a que los antagdnicos en su actividad de invasidn, produ-
cen sustancias antibidticos que pueden provocar coagulacidn protoplasmiti
ca (3).

Para los demds aislamientos de Trichoderma, la incapaci-
dad de invadir cultivos de ¥. oxysporum forma phaseoli, puede deberse a
que no hay posibilidad de ocasionar lisis progresiva del micelio, para ir
actuando como contaminante de sustancias orgénicas muertas, porque los
Compuestos metabélicos que producen, entre los cuales en encuentran sus -
tancias antibidticas, no tienen especificidad sobre el micelio y esporas

del patdgeno (3).
4,2 Antagonismo a nivel de materos

En la Tabla I, aparece el nimero de plantas vivas de frijol Mor
tifio en la época de floracidn, en base a 10 semillas sembradas, después de

haber realizado: dos métodos de inoculacidn de Trichoderma spp. sobre Fu-

sarium oxysporum f, phaseoli, inéorporado al suelo. La Tabla IT muestra
el andlisis de variancia con diferencias altamente significativas entre
formas de inoculacidn de ‘Trichoderma (tratamientos) y para los diferentes
aislamientos del antagénico (subtratamientos) pero mo para la interaccidn
tratamientos x subtratamientos, demostrdndose pof lo tanto que la actua -
cién de cada uno de los aislamientos efectivos y no efectivos no cambia

cualitativamente con los cambios en la inoculacidn.

En la Tabla III se comparan los promedios de plantas vivas de

4 ., PR . .
frijol Mortifio, con dos métodos de inoculacidn sobre Fusarium oXysporum

forma phaseoli, obtenidndose que es mids efectiva la incorporacidén liqui -
da de las esporas que en mezcla con estiércol de ganado vacuno. Puede su
ceder gn el primer caso que se produzca mayor cantidad de sustancias an -
tibidticas, no adsorbidas por elementos de la materia orgdnica (estiér -

col), donde deben proliferar ademis del patdgeno otros microorganismos
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TABLA 11

ANALISIS DE VARIANCIA PARA EL PROMEDIO DE PLANTAS SANAS DE FRIJOL VO LUBLE
MORTINO, EN LA EPOCA DE FLORAGION OBTENIDAS POR EL ANTAGONISMO DE 18 CEPAS
DE Trichoderma SOBRE Fusarium oxysporum forma phaseoli EN MATEROS

F.V. G.L. $.C. C.M. Fe. 5% R 1%
Tratamiento 1 1,94 1,94 64,677t 7,71 21,20
Error (a) 4 0,12 0,03
Subtratamiento 19 35,80 1,88 47,00°%"* 1,95 2,18
Trat. X Subtrat. 19 0,66 0,03 0,75"° 1,75 2,18
Error (b) 76 2,99 0,04
Total 41,51

24 : Diferencias altamente significativas

NS : Diferencias no significativas
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TABLA III

COMPARACION DE LOS PROMERIOS DE PLANTAS DE FRIJOL VOLUBLE MORTINO SANAS
EN 1A EPOCA DE FLORACION, OBTENIDAS CON DOS METODOS DE ANTAGONISMO,

DE 18 CEPAS DE Trichoderma SOBRE Fusarium oxysporum forma phaseoli
EN MATEROS, PRUEBA DE TUKEY

Promedios B A
plantas 2,30 2,04
sanas
A 2,04 026" "
B 2’ 30 ~

2+ : Diferencias altamente significa
tivas

Comparador Tukey 5% = 0,63
Comparador Tukey 1% = 0,72
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tanto, los dos aislamientos dnicamente presentaron algunas diferencias
en la coloracidn de las esporas. Asi mismo parece ser que los aislamien-

tos T 10By T 20 tienen afinidad en el antagonismo sobre Fusarium oxys -

porum forma phaseoli con diferencias estadisticas respecto a aislamientos
Boeote.
escasamente efectivos como son T 5A, T 10A y T 21, ademis del Testigo ne-

gativo.

De acuerdo con los resultados anotados, T 23, T 174, T 22 y T

16, fueron los antagdnicos mds efectivos contra Fusarium oxy sporum forma

phaseoli, posiblemente por tener mayor capacidad de invadir los espacios
vitales ocupados por el patdgeno, produciendo sustancias antibidticas que

causan lisis en las estructuras fungosas de la especie Fusarium,

De otra parte, los aislamientos T 124, T 128, T 10B y T 20 son
menos efectivos que las cuatro cepas anotadas, probablemente porque tan
solo pueden invadir parcialmente las estructuras del patégeno o porque

las sustancias tdxicas tienen escasa persistencia en el suelo.

los aislamientos T 155 y T 15A tambi&n parecen corresponder a
la misma especie y su antagonismo fue escaso, permitiendo ambos un prome -
dio de 3,67 de plantas vivas, con diferencias al 99% de protizbilidades res
pecto al Testigo negativo y al 95% de probabilidades respecto a T 54 y T
10A. Un aislamiento similar fue T 6B con 3,50 plantas vivas, que mostrd
diferencias altamente significativas sobre el Testigo negativo y signifi-
cativas sobre T 5A.

El escaso antagonismo demostrado por T 15B, T 154 y T 6B puede
ser debido a que dnicamente tuvieron efecto de ﬁasa inicial en el momento
de 1a inoculacidn, inhibiendo parcialmente el crecimiento del patdgeno.
8in embargo, &ste pronto colonizé espacios del suelo, especialmente donde
se aplicd estifrcol, lo cual demuestra que algunas especies de Trichoder-
mad, No tienen persistencia en el suelo, probablemente porque son afecta -

das por otros microorganismos.
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4.3 Antagonismo a nivel de campo’

En la Tabla V se observa el niimero de plantas de frijol Mortifio,

no afectadas por Fusarium oxysporum forma phaseoli en la época de fructi-

ficacién, después de incorporar 7 aislamientos de Trichoderma bajo dos mé

todos de inoculacidn del patheno.

El andlisis de variancia, consignado en la Tabla VI, permite ob
servar diferencias al nivel del 5% entre tratamientos (métodos de inocula
cidn de Trichoderma) y dd 1% p#ra subtratamientos (aislamientos de Tricho-
derma). No se detectaron diferencias estadisticas para la interaccidn de
las variables anotadas, pofqué'el grado de antagonismo: de un aislamiento,
se conserva con cualquier método 'de inoculacidn, determinfndose dnicamen-

te cambios en la eficiencia de actuacidn.

La Tabla VII indica la comparacién de los promedios de plantas
de frijol Mortifio con dos métodos de inoculacidn de Trichoderma sobre F.
OoXysporum forma phaseoli, verificdndose que cuando se la hizo por suspen-
sién de esporas en medio lfquido, el némero de 15,80 plantas vivas superd
en forma significativa en 12,63 obtenido al mezclar las esporas de los an

tagénicos con estidrcol de ganado vacuno,

Se observa que de 30 plantas sembradas, mis de la mitad se man-
tuvieron vivas con el primer método, porque las esporas del antagénico se
ponen mis en contacto con el patdgeno, inicidndose con mayor rapidez la
accign antagdnica, mientras que cuando se adiciona estiércol, no hay me -
jor contacto entre los dos organismos y el estifrcol puede ayudar a cre ~
cer mis el patdgeno y otros microorganismos del suelo, con lo que se limi
ta la accidn de algunas cepas de Trichoderma que no cuentan con condicio-

nes éptimas en el suelo para ejercer su accidn parasitaria.
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TABLA VI

ANALISIS DE VARIANCIA PARA LOS PROMEDIOS DE PLANIAS DE FRIJOL VOLUBLE
MORTINO SANAS EN LA EPOCA DE FRUCTIFICACION, OBTENIDAS POR EL
ANTAGONISMO DE 7 CEPAS DE Trichoderma SOBRE Fusarium oXxysporum

forma Ehaseoli, CON DOS METODOS DE INOCULACTION
EN CONDICIONES DE CAMPO

F.V. B S.C. C.M. Fe. g Bt o2
Bloques 5 6,43 3,21 1,76 19,00 99,00
Tratamientos 1 150,41 150,41  82,64' 18,51 98,50
Error (a) 9 3,64 1,82
Parcelas Ppales. 5
Subtratamientos 9  3.066,35 340,70 63,90 1 2506 2,96
Trat. x Subtrat. 9 63,42 7,04 153075 12416 2,96
Exror (b) 36 193,93 5,39
Total 3.484,18

¢4 1 Diferencias altamente significativas
¢ : Diferencias significativas
NS : npiferencias no significativas
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TABLA VII

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE PLANTAS DE FRIJOL VOLUBLE MORTINO SANAS
EN LA EPOCA DE FRUCTIFICACION, OBTENIDAS POR DOS METODOS DE ANTAGONISMO
DEL HONGOD Trichoderma SOBRE Fusarium oxysporum forma phaseoli,
EN CONDICIONES DE CAMPO, - PRUEBA DE TUKEY

Promedios B A
plantas 15,80 12,63
samas' ' A o
#rando 112563 T w

B 15,80 -

s+ : Diferencias significativas
Comparador Tukey 5% = 2,13
' Comparador Tukey 1% = 4,90
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La comparacién de los promedios de plantas vivas de frijol Mor-
tifio en la época de fructificacidn y en condiciones de campo, de acuerdo

con el aislamiento de Trichoderma (Tabla VIII), permitié observar los si-

guientes resultados :

El aislamiento T 16 con 4,50 plantas vivas fue el menos efecti-
vo al no mostrar diferencias estadisticas respecto al Testigo negativo,

donde unicamente una planta sobrevivid al ataque de Fusarium oXxysporum .

El aislamiento T 10B, con 9,67 plantas vivas dnicamente presenté diferen-
cias altamente significativas con relacidn al Testigo negativo. Es pro -
bable que los aislamientos T 10B y T 16 no sean tipicos del suelo, siendo
su persistencia escasa, lo cual haria que su poblacién se vea limitada
por las de otros microorganismos mis agresivos que-pueden colonizar los

espacios vitales alrededor de la zona radical de las plantas de frijol.

Los aislamientos T 12By T 124 tuvieron accidn similar al con -
trol con el fungicida Difolatan, con 16,33, 12,67 y 14,33 plantas vivas,
respectivamente, mostrando los tres diferencias altamente significativas
con relacidn a T 16 y al Testigo negativo. Estos aislamientos pueden te-
ner una mayor persistencia en el suelo, pero las sustancias antibidticas

que producen no tienen efecto residuval, pudiendo tratarse de productos vo

14tiles que se pierden rdpidamente en el suelo.

El aislamiento T 17A con 18,83 plantas vivas de 30 sembradas,

tuvo buen efecto contra el hongo Fusarium oxysporum forma phaseoli, con

diferencias altamente significativas respecto al Testigo negativo, TI16 y
T 10B, lo cual determina la posibilidad de que el incremento de eficien -
cia ge deba al mayor poder de persistencia de los aislamientos en el sue-

lo, invadiendo residuos orgdnicos, para ejercer mayor la lucha contra el

El mismo caso sucedid con los aislamientos mids efectivos como
,67 y 19,17 plantas de Mortifio no a-

patdgeno.
fueron T 22 y T 23 que permitieron 19
fectadas por el patégeno, para diferencias estadisticas con respecto al

Testigo negativo, T!6, T 10B y T 12A (Figuras 1Ly 2).
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FIGURA 2. Burcos correspondientes 3 Un Tes
tigo ineculado com Fusarium oxys-
porum forma ghauoll y tratado
con el aislamiento T 6 de Tricho~
derma, con alta {ncidencla de
vamarillamiento".

Foto : L. E, Arturo
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Cuando no se inoculd a Fusarium oxysporum forma phaseoli (Testi
plantas vivas de 30 sembradas, datoc que no mos-

o aT 22 con 19,67 plantas vivas, pe-

go positive) se obtuvo 26

trd diferencias estadisticas respect

ro si difirié estadisticamente respecto a los demds subtratamientos.
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Ve CONCLUSIONES: Y RECOMENDAGIONES

5.1 Conclusiones

5.1,1 Al estudiar el efecto antagénico de 18 aislamientos de

Trich d 2, . . W .
= oderma sobre Fusarium gxysporum forma Ehaseol1 en cajas Petri con me

as antagdnico-patégeno,

dio de cultivo, se detemind que en siembras opuest

1 micelio del segundo, pero cuando se probé el anta-

el primero invadid e
4nicamente T 174, T 22y

gonismo en cultivos eatablecidos de Fusarium,

T 23 fueron capaces de invadirlos.

5.1.2 En el ensayo de antagonismo 2 nivel de materos, se com =

gua al suelo,
e de 2,30
al ob-
plan

prob§ que al incorporar las esporas de los antagénicos en @

e . ] . o~ .
1 nfmero de plantas vivas cé€ frijol Mortifio en la floracion fu

€0 bage a 10 sembradas, superando en forma altamente significativa

de esporas coml estiédrcol de ganado vacuno con 2,04

tenido por mezcla

tas yivas sanas.

oderma denominados T iig, T 1o

5.1,3 Los aislamientos de Trich
e 2,67 a 1,17 plantas, no tu-

T1l, T 48, T 21, T 108 y T 5A con promedios d

vieron efecto sobre Fe OXysporuls De ellos, los ¢
taron diferencias estadisticas con respecto al Testig

yatro Gltimos MO presen

o) inopculado col el

Patégeno.

e T 23, T 174, T 22y T 16 con 7517, 6583s

5.1.4 1los aislamiento
no difi

respectivamente,
3 de plantas vivase

6 , .
:67 v 6,33 de plantas vivas, rieron entre Si, ni

con i
el Testigo sin el patogeno con 9,8

iy T 12B
5,1.5 Los agislamientos T 6B, T 15AY T 158, T 108, 2, J
jvas de
YT iz permitieron 3,505 3,67, 4517 4,67, 5,307 5,83 plant@® vi
orma

. £
o inoculado con Fe oxzsporum

—

fri;
Jol dMortifio de 10 gembradas en suel

Rhaseo1y,
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5.L.6 En condiéiones de campo, la suspensién de esporas en a-
gua de los antagénicos permitié 15,80 plantas de frijol en la fructifica-
cién no afectadas por F. oxXysporum, con diferencias significativas a las
realizadas con la incorporacidn en estiércol donde se obtuvieron 12,63

plantas vivas.

5.1.7 Los aislamientos T 16y T 10B con 4,50 y 9,67 plantas
vivas, en base a 30 sembradas fueron los antagdénicos menos efectivos con-
tra F. oxysporum, que los del Testigo inoculado con patdgeno que iinicamen

te permitid una planta viva.

5.1.8 Los aislamientos T 12B, T 12A con 16,33 y 12,67 plantas

vivas tuvieron efecto similar al subtratamiento en el cual se empled el

fungicida Difolatan, donde se obtuvo 14,33 plantas vivas.

5,.1.9 Los subtratamientos mis eficaces correspondieron a los

aislamientog T 22, T 23 y T 174 con 19,67, 19,17 y 18,83 plantas vivas de

fr{jol Vortino, datos que se acercan mis a 26 plantas vivas obtenidas con

un Testigo sin el patdgeno.

5.2 Recomendaciones

s aislamientos T 174, T 22

5.2.1 Determinar la incidencia de 1o
én con el patdgeno

y T 23 en 1a produccién de frijol Mortiiio en interacci

F. oxysporum f. phaseoli.

n de las especies de Tricho -

5.2.7 FEstablecer la identificacid
1 antagonismo S

d . obre el
~E£r'ma anotadas, estableciendo la forma de ejercer €

Patﬁgeno.

! : 5
rent es microorganismos aislado

5.,2.3 GEvaluar la accidn de dife '
sporum formd Ehaseoll contra

de 2 . .
raices de frijol atacadas comn Fusarium OXYSp

dichg patégeno .
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5.2.4 Efectuar uma coleccién de microorganismos antagdnicos de

hongos patdgenos.

El mresent ¢ sstudin rauitzd con ! objeto de medir ol efecto an-

je 18 aislawientos del bonge frichoderma derominades , ' 1, T &g,

o5, T 104, T'108, T 1, T 134, T 128, T 154, 7138, TG, T AT
2. T 20 % 21, 7 22 v 7 23 sobre Fusarium oxysporup forwa phaseoii,

gugaace des “umariilamiento™ del frijol en el Departameito de Hari e .

Iste astudin se llevd a calo en el Laboratorio de Vicrobiglogfia de

Iinfvarsidad de riw., En cajfas Potrd con Pla, los aislamientog e

:.' fpicderm iavadieraon @l CT cimiento del pa '::é?.f‘ﬂh« Sin smbargy, 27 cul -
. o Y 2 2 =
tivan sstableciacs por wyusarlum OXYSDOTUN L0 ra nhaséoll, énicavente T

. T Mol sinl S St | il Racde i
L7y 22 v T i uvieron capacidad le invadiz al mic elio de aquél.

" L Y & Tt .

¢ invernaders y de campo se eap ¢é la variedad de frfiol
'ty dag Figtend de ',T‘.('O‘l'rw,"ﬂclér i LO® r.-.h':ugoﬂiﬁv-‘- ; guspangion

1e Setas con astifrcol de ganado weeouno esterilizado

co log resuliagdos se observé un mejor electe en 4a

=8 ont diadne, T 23, T 17 v i 2 {de ron las s

’ Lot A -
1l patégeno v ipvernadero Yy en cHm ¢ T 10 mostre me |OF efectivi
°1 { toOE& " i ¢ LI i . b
INe I ‘.:,(-.'-" '. i LDt
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Vi, RESUMEN

El presente estudio se realizd contel objeto de medir el efecto an-
tagénico de 18 a1slam1entos del hongo :Trichoderma denominados, T iy, T *43B,
T 5B, T 65, T l0A, T 108, T'11, T 124, T 12B, T 154, 1T 1V58, 1T 216, 7T 217A]

T 178, T 20, T 21, T 22 y T 23 'sobre Fusarium oxysporum forma phaseoli,
i del -frijol en el Departamento de Narifio .

causante del "amarillamiento

Este estudio se lleve ‘a-cabo en el Laboratorio de Microbiologfa de

la yniversidad de Narino. En cajas Petri con PDA; los aislamientos de

Trichoderma invadieron el crecimiento del patdgeno. Sin embargo, en cul -

tives establecidos por Fusarium oxysporum forma phaseoli, Ginicamente T

174, T 122 yiT 23 :ctuvieron capacidad de invadir el micelio de aquels:

En ensayos de invernadero y de campo Se empled la variedad de frijol

(a2 - ”» . P
"Mortifio” y dos sistemzs de incorporacién de los antagénicos : suspension
o vacuno esterilizado

de esporas 'y mezcla de 4stas con estiércol de ganad

ior efecto en la

Y seco. De acuerdo con los resultados se observéd un mej

incorporacidn de la suspensién de esporas.

De las cepas estudiadas, T 23, T 17A'y T 22 fuerom las mds efectivas

ernadero y en campo -y T 16 mostrd me jor efectivi-

contra el patégeno en inv

dad en invernadero tUnicamente.
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