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ABSTRACT

The yellowing of pea caused by the fungus Fusarium
oxysporum f. sp. pisi is considered the most damaging
disease of this crop. This study took place at the plant
health laboratory and greenhouse of the Universidad de
Narifo, and the experimental stage was conducted at the
Granja experimental Botana. Its purpose was to evaluate
the antagonistic ability of the fungi Trichoderma spp. to
E oxysporum. Isolation of F. oxysporum was made from
diseased tissue; T#ichoderma strains were obtained from
the rhizosphere of healthy plants (collected in the towns
of Potosi, Cérdoba, Gualmatdn, Ipiales and Puerres in
the state of Narifio, Colombia), and a commercial strain
from laboratory Perkins Ltda. In laboratory, unrestrictedly
randomized design with 21 treatments (strains) was
used. Mycelial growth and inhibition zone were evaluated
in dual plantings, which served as selection criteria for
greenhouse test where plant height, root length, root
dry matter and percentage of incidence were evaluated.
In the field, a randomized block design was used to
evaluate yield components, plant height and root length
with the best strains. In the laboratory, C2 (Cérdoba 2),
C7 (Gualmatén 3), C14 (Puerres 2), C20 (Potosi 4) and
C21 (Perkins Lab.) showed antagonistic activity in the
greenhouse, C7, C14 and C21 were the best; in field,
significant differences between C14 and C21, compared
to C7 and the control, were obtained. Strains C14 and
C21 have consistent antagonistic capacity and can be
used to control £ oxysporum in pea.

Key words: biological control, soil pathogen, antagonism,
Pisum sativum L.
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RESUMEN

El amarillamiento de arveja (Pisum sativum L.), causado
por Fusarium oxysporum f. sp. pisi), es la enfermedad
mds limitante de este cultivo. Este estudio se desarroll4
en el laboratorio de fitopatologia, invernadero y granja
experimental Botana de la Universidad de Narifio; su
objetivo fue evaluar la capacidad antagénica del hongo
Trichoderma sobre E. oxysporum. El aislamiento de
F. oxysporum se realizd a partir de tejido enfermo; las cepas
de Trichoderma se obtuvieron de la rizésfera de plantas
sanas (colectadas en los municipios de Potosi, Cérdoba,
Gualmatan, Ipiales y Puerres, Narifio, Colombia) y de
una cepa comercial del laboratorio Perkins Ltda. En
laboratorio, se utilizé un disefio irrestrictamente al azar
con 21 tratamientos (cepas). Se evalud el crecimiento
micelial y halo de inhibicién en siembras duales, que
sirvieron como criterio de seleccién para pruebas en
invernadero, donde se evaluaron la altura de planta,
longitud de raices, materia seca de raices y porcentaje
de incidencia. En campo se usé un diseiio de bloques al
azar, para evaluar componentes de rendimiento, altura
de la planta y longitud de raiz con las mejores cepas.
En laboratorio, se seleccionaron C2 (Cérdoba 2), C7
(Gualmatan 3), C14 (Puerres 2), C20 (Potosi 4) y C21
(Lab. Perkins) por presentar mejor actividad antagonistica;
en invernadero, C7, C14 y C21 fueron las cepas mads
antagonisticas; en campo, se obtuvieron diferencias
significativas entre C14 y C21, respecto a C7 y el testigo.
Las cepas C14y C21 tienen capacidad antagénica consistente
y pueden usarse en el manejo del hongo F oxysporum
en arveja.

Palabras claves: antagonismo, control bioldgico, patdgeno
del suelo, Pisum sativum L.
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INTRODUCCION

El cultivo de arveja (Pisum sativum L.) en Colombia
ha sido por varios afos el regulador de la economia de
pequefios y medianos productores de zonas andinas y
su produccidn se concentra en Cundinamarca, Boyaca,
Narifio y Tolima (Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2012). La arveja se cultiva en minifundios
localizados principalmente en zonas de ladera, con
temperaturas promcdio entre 12y 18 °C (Nutrimon,
2007). Esta leguminosa se adapta a una gran variedad
de suelos como los franco arenosos e incluso los franco
arcillosos, siempre y cuando éstos presenten un buen
drenaje (Fenalce, 2012).

En Narifio, se cultivan diferentes variedades entre
las que sobresalen Andina, Sindamanoy, San Isidro,
Piquinegra y Santa Isabel por el 4rea de siembra. En este
estudio se utiliz6 la variedad Santa Isabel que se adapta
entre 2400 y 2700 msnm y se cosecha entre los 115 y
150 dias en grano verde y alos 170 dias en grano seco. Su
rendimiento comercial en vaina verde varia desde 4000

28000 kg/ha (Fenalce, 2012; Buitrago ez al., 2006).

El 4rea cultivada de arveja en Narifio durante el 2011
fue de 13809 ha, con una produccién de 60178 ty un
rendimiento de 4,4 t/ha en vaina verde (Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2012).

El rendimiento del cultivo puede ser afectado por
diferentes problemas fitosanitarios; segun Tamayo
(2000) la limitante en la produccién de arveja en
Colombia es la enfermedad denominada marchitez
vascular, causada por E oxysporum; y en el departamento
de Narifo se encuentran afectados los municipios de
mayor produccién de arveja como: Ipiales, Puerres,
Potosi, Cérdoba y Gualmatdn (Safudo ez al., 2007).

El hongo ataca diferentes variedades de plantas y es
capaz de sobrevivir en los rastrojos de cultivos anteriores
y permanecer en el suclo por varios afios (Argiiello
et al., 2007). Fusarium sp. crece casi en cualquier grado
de humedad del suelo, pero las condiciones muy himedas
reducen su infeccién debido a la presencia de bacterias
anaerdbicas (Ocafia, 2008).

Los sintomas de la enfermedad causada por Fusarium
sp. generalmente se observan en etapas cercanas a la
floracion; las plantas son raquiticas, con un amarillamiento
blanquecino ascendente, con posterior marchitamiento.

En los tejidos internos de las raices y de la base del tallo,
se observa una pudricién seca de coloracién rojiza
(Sanudo e al., 2007), causada por las toxinas producidas
por el hongo, ya que el xilema es obstruido causando la

muerte de la planta (Booth, 1971; Nelson, 1983).

La baja eficiencia de productos quimicos para el control
de esta enfermedad promueve la busqueda de otras
alternativas como el control bioldgico. Una respuesta
positiva es la utilizacién de microorganismos antagénicos
competitivos para proteger los cultivos de patdgenos del
suelo; en particular especies del género Trichodermahan
merecido la atencién maxima como agente de biocontrol

(Rosero, 2008).

Trichoderma es un hongo que se encuentra frecuente-
mente sobre tejidos vegetales en descomposicién. Es
un organismo dominante en los suelos, debido a su
naturaleza agresiva y su capacidad metabdlica para
competir con otros microorganismos (Rosero, 2008).
Ademés, Trichoderma tiene la capacidad de parasitar a
otros hongos lo que se conoce como hiperparasitismo
o micoparasitismo. El modo de accién de Trichoderma
es complejo ¢ incluye quimiotaxismo, antibiosis y
parasitismo (Elésegui, 2006).

El manejo preventivo con el uso del control biolégico
con Trichoderma es una alternativa importante para el
control del amarillamiento causado por F oxysporum, ya
que una vez se hayan manifestado los sintomas de esta
enfermedad ni siquiera el control quimico es eficiente
(Gonzélez et al., 2005).

Se plante6 como objetivo de la presente investigacion
contribuir al manejo del amarillamiento en arveja
(P sativum L.) causado por el hongo E oxysporum, a
través de la evaluacion de cepas de Trichoderma spp.
antagoénicas al patdgeno, realizada en condiciones de
laboratorio, invernadero y campo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarroll6 en el laboratorio de Sanidad
Vegetal y en el invernadero de la Universidad de Narino,
aunaaltitud de 2540 msnm, 01°12’13” LNy 77°15°23” LO.
La fase de campo se establecié en la granja experimental
Botana, ubicada a una altitud de 2820 msnm, 01°09°28”
LNy 77°16’29” LO, con una temperatura promedio de
13°C.
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Teniendo en cuenta las zonas productoras de arveja del
sur de Narifio donde se presenta la mayor incidencia
de la enfermedad, como son los municipios de Potosi,
Cérdoba, Gualmatan, Ipiales y Puerres, se procedié
a colectar plantas con sintomas de amarillamiento,
crecimiento reducido y coloracién rojiza en los haces
vasculares caracteristicos del ataque de F oxysporum.
Para el caso de Trichoderma se trabajé con una cepa
comercial de laboratorios Perkins y cuatro muestras por
municipio, tomando suelo de la rizésfera de plantas
aparentemente sanas y se depositaron 500 g en bolsas de
polictileno, para un total de 21 tratamientos. El material
se trasladd al laboratorio de la Universidad de Narifio
para su analisis y procesamiento.

En el proceso de aislamiento y purificacién de E oxysporum,
el material vegetal recolectado de los diferentes municipios
se lavé con agua corriente, tomando trozos de tejidos de
raiz y tallos sintomaticos de tamafio 5 x 5 mm, los cuales
fueron sometidos a un lavado con agua destilada durante
2 minutos, luego para desinfestarlos se utilizé una
solucién de hipoclorito de sodio al 3% durante 1 minuto
y se enjuagd en agua destilada durante 1 minuto. Estas
muestras de tejido fueron sembradas cada una en cajas
Petri con medio de cultivo PDA y se incubd a temperatura
ambiente hasta el desarrollo de colonias fungosas (Rojas,
2011); luego se purificd este hongo en el mismo medio

cscogicndo la cepa mads agresiva segl'm su crecimiento
micelial que correspondia a la cepa de Potosi.

La identificacién del patdgeno se realizé siguiendo las claves
taxondmicas descritas por Booth (1971), con base en la
coloracién de colonias y en las estructuras reproductivas como:
conidias, macroconidias, clamidosporas y esporodoquios.

Para el aislamiento y purificacién de Trichoderma spp.
se pesaron 10 g de suelo por muestra, se agregd agua
destilada estéril hasta 100 mL, obteniendo la primera
diluciéon de 107, se realizaron diluciones seriadas base
10 hasta 10°. Posteriormente en cajas Petri con medio
de cultivo PDA acidificado con 4cido sulftrico al 5 %, se
deposité 1 mL de cada dilucién a partir de 10?2 (Rojas,
2011), las cuales se incubaron a temperatura ambiente
hasta la aparicién de colonias fungosas.

La identificacién de Trichoderma spp. se realizd teniendo
en cuenta la morfologia y disposicion de las fidlides,
conidias, su esporulacién verde y olor tipico a coco

(Rifai, 1969).

Se trabajé con 20 cepas de Trichoderma spp. aisladas de
diferentes localidades de los municipios del sur de Narifio
y una comercial (tabla 1).

Tabla 1. Registro de la coleccién de las cepas de Trichoderma spp., empleadas en este estudio, en el departamento de Narifio

Abreviacion Localidad
*C1 Cordoba 1
2 Cérdoba 2
a Cordoba 3
C4 Cordoba 4
c5 Gualmatéan 1
C6 Gualmatén 2
7 Gualmatén 3
8 Gualmatan 4
Q9 Ipiales 1
10 Ipiales 2

*C: cepa.
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Abreviacion Localidad
cn Ipiales 3
C12 Ipiales 4
C13 Puerres 1
C14 Puerres 2
C15 Puerres 3
Cc16 Puerres 4
c17 Potosi 1
C18 Potosi 2
C19 Potosi 3
C20 Potosi 4
C21 Lab. Perkins
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Pruebas de antagonismo iz vitro. Se usé un disefio
irrestrictamente al azar con 21 tratamientos correspon-
dientes a cepas de Trichoderma spp. frente al hongo
E oxysporum con diez repeticiones, siendo la unidad
experimental una caja Petri. Se realizaron pruebas de
antagonismo 7z vitro, para lo cual se sembraron discos
de un centimetro de didmetro de la colonia pura de
cada hongo extraida con sacabocados y sembrada en los
extremos de la caja Petri con medio PDA, de tal manera
que se situd el antagdnico frente al patdgeno teniendo
en cuenta que F oxysporum se sembré un dia antes
que el antagonista, con el objetivo de que Trichoderma

spp- facilitara la presencia del patégeno al compartir el
medio (Howell, 2003).

Se realizé un seguimiento durante 21 dias, con lecturas
cada 24 horas a partir de la siembra, con el fin de medir
el crecimiento micelial de los hongos Trichoderma spp.
y E oxysporum. Las lecturas se suspendieron cuando el
aislamiento del antagénico logré crecer hasta el extremo
opuesto sobre el crecimiento micelial del patdégeno.
Ademis, cuando fue posible se determind el halo de
inhibicién, los resultados obtenidos se estudiaron
mediante anélisis de varianza y prueba de significancia
de Duncan.

Como criterio de seleccién para la fase de invernadero
se tuvo en cuenta el crecimiento micelial y el halo de
inhibicién. Se eligieron cinco cepas del total evaluadas,
de las cuales una era la cepa comercial de Perkins.

Pruebasdeantagonismo eninvernadero. Las cuatro cepas
de Trichoderma spp. elegidas en el laboratorio por su
respuesta antagonica (C2, C7, C14 y C20), més la cepa
comercial (Perkins-C21), se evaluaron en invernadero
en un diseno irrestrictamente al azar, adiciondndole un
testigo inoculado con F oxysporum pero sin Trichoderma
spp.- y un testigo absoluto para un total de sicte

tratamientos, con cuatro repeticiones; la unidad experi-
mental correspondié a ocho plantas de arveja sembradas

en bolsas de 3 kg.

En esta prueba se manejé suelo esterilizado para evitar
contaminacién con otros microorganismos. Con cada
tratamiento de Trichoderma spp. se aplic6 la solucién
directamente en el suelo (drench) en el momento de la
siembra de la arveja variedad Santa Isabel, a excepcién
de los dos testigos, con una dosis de 50 mL de solucién
por bolsa, a una concentracién de 1 x 10° conidias/mL.
Luego de esta inoculacion se procedio a aplicar la misma
cantidad y concentracién de F. oxysporum, excepto en el
testigo absoluto.

A partir del momento de siembra, se midié la altura
de la planta cada 30 dias durante tres meses, para asi
determinar el crecimiento vegetativo; evaluaciones que
se usaron para graficar las curvas de desarrollo. Al final
del ensayo se evalud la incidencia, teniendo en cuenta el
numero de plantas muertas, por presencia de sintomas
aéreos y/o en la raiz (revisando los haces vasculares) y
verificando el diagndstico con reaislamiento del patdgeno;
ademds, se evalué la altura de planta, longitud de rafz y
materia seca de raices. Los datos obtenidos se interpretaron
mediante andlisis de varianza y prueba de significancia

de Tukey.

Prueba de antagonismo en campo. Se establecié en un
lote de la granja experimental Botana con antecedentes
histéricos de incidencia en amarillamiento de arveja.
Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con 3
repeticiones, con las cepas C7, C14y C21 obtenidas en la
fase de invernadero y un testigo absoluto. Los tratamientos
con Trichoderma spp. se aplicaron al momento de la
siembra de arveja variedad Santa Isabel, a los 15 diasy a
los 30 dias (figura 1) con una dosis de 50 mL por planta,
auna concentracién de 1 x 10° conidias/mL, excepto en
el testigo absoluto.

SIEMBRA

4 MESES
o x

Figura 1. Evaluacion del efecto de la aplicacion de Trichoderma spp. sobre £ oxysporum en las diferentes etapas del cultivo de arveja
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Las unidades experimentales se establecieron en un 4rea
de 10 m? (4 m x 2,5 m) correspondiente a cuatro surcos
sembrados a una distancia de 1 m entre surcos y 15 cm
entre plantas. El drea util de la parcela fue de 4,4 m?
(2mx2,2m) (figura 1).

Los componentes de rendimiento evaluados fueron:
numero de vainas por planta en 28 plantas, peso de
vaina verde y nimero de granos por vaina en 20 vainas
muestreados al azar. Los datos obtenidos se interpretaron
mediante andlisis de varianza y prueba de significancia

de Tukey.

Asi mismo, se valord la altura de la planta tomando las
28 plantas de la parcela util, midiendo su longitud en
metros desde el cuello de la raiz hasta el tltimo foliolo
y se obtuvo el promedio. También se evalué longitud
de raices en centimetros medidos desde la base del tallo
hasta la parte terminal de las raices. Los datos obtenidos
se interpretaron mediante andlisis de varianza y prucba

de significancia de Tukey.

Al final del ensayo se determind el porcentaje de incidencia,
realizando un muestreo destructivo de las plantas para

revisar la presencia de sintomas en raiz; posteriormente
se verificd el diagndstico con reaislamiento del patégeno.

RESULTADOS Y DISCUSION
Pruebas de antagonismo in vitro

Al realizar el andlisis de varianza se evidenciaron diferencias
significativas (p < 0,01) tanto para crecimiento micelial
como para el halo de inhibicién (tabla 2), y un efecto
diferencial de los tratamientos sobre la cepa de F oxysporum
(figura2), obtenida en el municipio de Potos, seleccionada
por su agresivo y rapido crecimiento micelial.

Esta actividad antagénica ha sido reportada en varios
estudios, en los cuales se exponen los diferentes mecanismos
empleados por el agente biocontrolador Trichoderma
Spp., como micoparasitismo, antibiosis, competencia
por nutrientes y espacio (Kulling, 2000; Valencia y
Arbeldez, 1999; Chet ez al., 1997), para la disminucién
o eliminacién de la poblacién de hongos fitopatdgenos.

Tabla 2. Cuadrados medios de las variables: crecimiento micelial y halo de inhibicién, en evaluaciones de cepas de Trichoderma spp. frente a £ oxysporum, en condiciones

invitro
Fuente Grados Crecimiento Halo R v
de variacion de libertad micelial de inhibicién
Cepa 20 2,14%* 9,38 047 14,36
Error 189 0,25 0,31 0,76 17,69

** = diferencias estadisticas significativas (p < 0,01).

Figura 2. Enfrentamiento dual entre Trichoderma spp. y Fusarium oxysporum en cajas Petri en condiciones de laboratorio
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Al analizar los resultados obtenidos en la prueba de
Duncan respecto a la capacidad antagénica de cepas de
Trichoderma spp. sobre F. oxysporum, se observé que la
cepa 20 (Potosi 4) obtuvo el mayor promedio de creci-
miento micelial con diferencias significativas en relacién
con los demds tratamientos (tabla 3), a excepcién de las
cepas C7 (Gualmatdn 3) y C14 (Puerres 2) que hacen
parte del grupo de las de mayor crecimiento en términos
generales. Esto debido a la capacidad antagénica de las
cepas, que durante el proceso de micoparasitismo crecen
quimiotropicamente hacia el hospedante, se adhieren a
las hifas del mismo, se enrollan en ellas y las penetran

(Carsolio ez al., 1999), lo cual conlleva al debilitamiento
casi total del fitopatdgeno.

Romo y Avila (2000) sustentan que Trichoderma spp.
tiene propiedades antifungosas y antibacteriales, gracias
a que produce sustancias tales como: trichodermina,
dermadina, sequisterpeno, suzukacillina, alamethicina,
trichotoxina y acetaldehido; adicionalmente estdn im-
plicadas enzimas extracelulares como (-1,3 glucanasa,
quitinasa y celulasa que degradan las paredes celulares
del hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas
del antagonista.

Tabla 3. Comparacién de promedios de Duncan para las variables crecimiento micelial y halo de inhibicion in vitro

Cepa Crecimiento micelial Cepa Halo de inhibicion
20 (Potosi 4) 467 A 2 (Cordoba 2) 420 A
7 (Gualmatan 3) 4.25AB 1 (Cérdoba 1) 410 AB
14 (Puerres 2) 4,08 ABC 3 (Cérdoba 3) 3,90 ABC
8 (Gualmatan 4) 3,99 BCD 14 (Puerres 2) 3,90 ABC
9 (Ipiales 1) 3,82 BCDE 10 (Ipiales 2) 3,70 ABC
18 (Potosi 2) 3,71 BCDEF 5 (Gualmatan 1) 3,70 ABC
12 (Ipiales 4) 3,65 BCDEF 21 (Perkins) 3,70 ABC
19 (Potosi 3) 3,53 CDEF 12 (Ipiales 4) 3,50 ABC
21 (Perkins) 3,47 CDEF 4 (Cérdoba 4) 3,40BCD
10 (Ipiales 2) 3,45 CDEF 6 (Gualmatan 2) 3,40BCD
16 (Puerres 4) 3,36 DEF 17 (Potosi 1) 3,40BCD
17 (Potosi 1) 331EF 8 (Gualmatan 4) 3,40 BCD
2 (Cordoba 2) 3,18 EF 9 (Ipiales 1) 3,30CD
6 (Gualmatan 2) 3,17 EF 18 (Potosi 2) 3,20 CDE
13 (Puerres 1) 3,16 EF 13 (Puerres 1) 3,20 CDEF
5 (Gualmatan 1) 3,07F 16 (Puerres 4) 2,70 DEF
3 (Cérdoba 4) 3,06 F 11 (Ipiales 3) 2,60 EF
15 (Puerres 3) 3,06 F 19 (Potosi 3) 2,50 F
11 (Ipiales 3) 305F 15 (Puerres 3) 250F
1 (Cordoba 1) 3,04F 20 (Potosi 4) 140G
4 (Cérdoba 4) 3,04F 7 (Gualmatan 3) 0,00H

DMS: 3,074 -0,753.

Promedios con la misma letra no presentan diferencias altamente significativas (p < 0,01).

Corpoica Ciencia y Tecnologia Agropecuaria



Trichoderma tiene diferentes tipos de interaccion hifal
-como parasitismo-, la cual es potencialmente usada como
biorregulador de otros hongos del suclo (Correa, 1997).
Bernal (2004) encontrd enrollamiento y penetracion
de hifas de Trichoderma spp. en hifas de F. oxysporum
f. sp. cubense; por su parte, Harman (2001) observé
penetracién en hifas de Pythium sp.y Rhizoctonia solani.
Asi mismo, Rivero (2008) evalué cuatro aislamientos de
Trichoderma spp. sobre Alternaria padwickii (Ganguly),
donde obtuvo una alta capacidad competitiva, con dos o
mds tipos de interaccion hifal.

La prueba de Duncan para halo de inhibicién muestra
que se destacé la cepa C2 (Cérdoba 2) con 4,2 mm, sin
diferencias significativas con el grupo comprendido por
Cl, C3, Cl14, C10, C5, C21 y C12 con promedios que
varfan desde 3,5 hasta 4,1 mm; pero con diferencias
significativas con los demds tratamientos (p < 0,01); se
demostré la mayor capacidad de micoparasitismo de
algunas cepas como C2. Este mecanismo comienza
cuando las cepas de Trichoderma spp. detectan otros
hongos y crecen tropicamente hacia estos (Harman ez al.,
2004). Ademas, Trichoderma produce una variedad de
metabolitos secundarios volatiles y no volétiles; algunas
especies inhiben otros organismos con los que no establecen
contacto fisico. Entre las sustancias inhibidoras para
contrarrestar a F. oxysporum se encuentran la gliotoxina,
viridina y gliovirina (Howell, 2003).

Cabe destacar que la cepa C14 presentd resultados
positivos tanto en crecimiento micelial como en halo de
inhibicién debido a su agresividad.

Stefanova ez al. (1999) informaron la presencia de
metabolitos no voldtiles con actividad antifiingica
en cuatro aislamientos de Trichoderma y concluyeron
que los mismos reducen el crecimiento micelial de
Phytophthora nicotianae. Por otro método, Rivero

(2008) evalué el efecto de antibiosis de dos aislados de
Trichoderma spp. en cultivo dual con Alternaria padwickii,
Bipolaris oryzae, Curvularia lunata y Phoma sp., y
observé inhibicién significativa del crecimiento radial
de estos patdgenos.

La competencia por nutrientes es un mecanismo empleado
por Trichoderma para el control de E oxysporum (Benitez
et al., 2004). Un ejemplo de competencia por nutrientes
es el notificado por Durman er 4l. (2003), quicnes
encontraron una disminucién del crecimiento de R. solani
y de la viabilidad de los esclerocios por la accién de
diferentes aislamientos de Trichoderma spp.

Durante esta investigacion se observé el antagonismo entre
un controlador biolégico y un patégeno, concordando
con lo expresado por Mroginski y Roca (1993). Lo cual
lleva a verificar que controladores biolégicos como las
cepas de Trichoderma spp. usadas en esta investigacion
inhiben el desarrollo de E oxysporum; por tal razén fue
necesario continuar con la investigacion en invernadero
y campo.

Antagonismo en invernadero

Se evaluaron los tratamientos C2, C7, C14, C20 y el
testigo comercial C21 (Perkins). Ademds, se estableci6
un tratamiento testigo con aplicacién de F oxysporum
y un testigo absoluto. En la figura 3 se puede observar
mejor desarrollo fisioldgico representado en una mayor
altura de la planta para el testigo absoluto, respecto a los
demds tratamientos; sin embargo, las plantas de arveja
inoculadas con Trichoderma spp. que arrojaron los
mejores resultados fueron las tratadas con las cepas
C7, Cl4 y C21, en relacién con las cepas C2 y C20.
El antagonismo encontrado con el tratamiento F
oxysporum fue menor en relacién con los tratamientos
anteriormente mencionados.

c2 c7

C14

C20

Fusarium

Testigo ab°

Figura 3. Comparacién de tratamientos (2, (7, (14, C20, (21, £ oxysporum y testigo absoluto sobre plantas de arveja en condiciones de invernadero
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El analisis de varianza de altura de la planta presenta
diferencias significativas entre los tratamientos (tabla 4).
La altura del testigo absoluto (111,59 cm), de C7
(101,66 cm), de C14 (102,19 cm) y de C21 (100,16 cm)
presenté diferencias respecto a la de C20 (78,53 cm),

C2 (75,84 cm) y testigo de F. oxysporum (67,22 cm).
Las plantas afectadas por Fusarium sp. reducen su
crecimiento debido a la capacidad del patégeno de
colonizar raices, lo que impide una adecuada nutricién

de la planta (Agrios, 2006).

Tabla 4. Cuadrados medios de las variables: altura de planta, longitud de raiz y materia seca de raiz en evaluaciones de cepas de Trichoderma spp. entre £ oxysporum,

en condiciones de invernadero

Fuente Grados Altura Longitud Materia
de variacion de libertad planta deraiz seca raiz
Cepa 6 1131,59% 55,83% 4.21%
Error 21 21,94 1,79 0,11

R%0,91-0,88-0,89
CV:7,15-932-9,13
* = Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).

Las curvas de desarrollo (figura 4) muestran el comportamiento
de las plantas al efecto de los tratamientos, observando
mejor respuesta del testigo absoluto, C7, C14 y C21
en comparacion con C2 y C20; y una notable diferencia
con el testigo inoculado tnicamente con F oxysporum.
Ademds, se observé mayor efecto diferencial sobre la
altura de plantas al finalizar el ciclo del cultivo. En relacién

con esto, Agrios (2006) indica que el patdgeno al ingresar
a la raiz extiende su micelio por los vasos xilematicos
dificultando el desarrollo de la planta; ademds, Ochoay
Fonseca (1998) afirman que la mayoria de los sintomas
se presentan en una porcion longitudinal de la planta
que corresponde a la raiz afectada, para luego avanzar a
toda la planta.

120
110 .
"E“ 100 ——
% X il C 7
E i —t—C 14
a 70
.E- 60 et c 20
£ 50 oot
=
e =@ fusarium
30
20 Testigo absoluto

1 mes: 2 mes:

3 mes:

Figura 4. Curvas de desarrollo sequn altura de la planta de arveja y efecto de Trichoderma spp. sobre F. oxysporum en condiciones de invernadero
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El analisis de varianza de la longitud de raices muestra
diferencias altamente significativas entre tratamientos,
lo cual indica el efecto diferencial de los tratamientos
sobre E oxysporums; igualmente, dicho andlisis en materia
seca de raices se evidencian resultados similares al de

longitud de raices (tabla 4).

La prueba de Tukey (tabla 5) muestra mayor longitud
de raices tanto en el testigo absoluto como en C7, Cl4y
C21 con unalongitud promedio de 23,87 ¢m, 20,64 cm,
20,00 cm y 19,59 cm respectivamente; con diferencias
altamente significativas con respecto a los tratamientos
C2, C20y testigo F. oxysporum con 15,43 cm, 14,83 cm
y 13,58 cm respectivamente (tabla 4). Este bajo desarrollo
radicular es un indicio de la pudricién de la raiz, causada
por el efecto de F oxysporum como lo describe Agrios
(2006), y se puede verificar en los tejidos internos de las

raices y de la base del tallo una pudricién seca de coloracion
rojiza (Safiudo ez al., 2007).

La materia seca de raices segin la prueba de Tukey
evidencia que los diferentes tratamientos presentaron
un comportamiento similar al de longitud de la raiz
(tabla 5). Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Lewis ez al. (1990) en trabajos realizados en condi-
ciones de invernadero y campo, donde Trichoderma spp.
¢jercia un control bioldgico sobre hongos en un cultivo
de tomate; esto puede deberse a que tiene la capacidad
de crear un ambiente favorable al desarrollo radicular
(Harman et 4l., 2004), incrementando el crecimiento
de raices y su desarrollo, productividad del cultivo,
resistencia a estrés abidtico y la toma y uso de nutrientes

(Elander, 1992).

Tabla 5. Prueba de comparacion de medias de Tukey para las variables longitud de raiz y materia seca de plantas de arveja, en evaluaciones de cepas de Trichoderma spp.
por su capacidad antagdnica frente al hongo £. oxysporum en condiciones de invernadero

Tratamiento Longitud raiz Materia seca
Testigo absoluto 2387 A 593 A
(7 Gualmatan 3 20,64 B 5288
C14 Puerres 2 20,008 518B
(21 Perkins 19,59 B 5,06 B
(20 Potosi 4 1543 C 394C
(2 Cordoba 2 14,83 C 3,66 C
Testigo Fusarium sp. 13,58 D 311D

DMS:3,074-0,753

Promedios con la misma letra no presentan diferencias significativas (p < 0,05).

Ezziyyani et al. (2004) reportan que en pldntulas de
pimiento tratadas con Trichoderma spp., el peso seco
y la longitud de las plantas fueron superiores a las no
tratadas, lo que significa una mayor absorcién de nutrientes
parcialmente atribuida al empleo de este inoculante, la
cual depende de las comunidades microbianas asociadas
a la rizésfera, la especie de planta, el tipo de sustrato
y practicas culturales empleadas durante el cultivo.

El andlisis de varianza de incidencia causada por E axysporum
sobre las plantas de arveja muestra diferencias significativas
entre los tratamientos: testigo absoluto (0,0), C7 (5,39),
C21 (7,18) y C14 (7,18) con relacién a C20 (43,64),
C2 (59,58) vy testigo Fusarium (82,76). Las cepas C7,
Cl4y C21 presentaron menor indice de enfermedad, de

© 2014 Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria

lo cual se infiere que la baja incidencia de . oxysporum
se presenta por la penetracion de Trichoderma spp. en
la epidermis y en la corteza externa de las raices, lo que
estimula el sistema de defensa en las plantas llevando a la
produccién de compuestos bioquimicos y estructurales

de defensa (Yedidia ez /., 1999).

Inbar ez al. (1994) observaron que aplicando 7. harzianum
en semilleros de pepino y de pimentdn se incrementd
significativamente el crecimiento de las pldntulas,
comparadas con aquellas que no recibieron la adiciéon
del hongo antagonista. Estos trabajos muestran el
beneficio de aplicar hongos, como Trichoderma spp.,
desde la etapa de germinacién para obtener plantas
vigorosas y sanas.
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Antagonismo en campo

Los andlisis de varianza para los componentes de
rendimiento (vainas por planta, peso de vaina verde y
granos por vaina) indicaron diferencias significativas
entre tratamientos, lo cual se corrobora con las pruebas
de comparacién de medias (tabla 7). Asi, segun el
andlisis de varianza (tabla 6) y las pruebas de Tukey
(tabla 7), es claro que el tratamiento con mayor efecto
sobre E oxysporum es el tratamiento Cl14, seguido
de C21; esto debido a la buena adaptabilidad que
presentaron estas cepas de T7ichoderma spp. en campo'y
de su agresividad para contrarrestar al patégeno.

Los tratamientos C14 y C21 presentaron los mayores
promedios para la variable nimero de vainas por planta
con 32,20 vainas y 32,12 vainas respectivamente, con
diferencias significativas respecto a C7 con 29,20 vainas
y testigo que no tuvo produccién de vainas; resultados
similares presentaron las variables de peso de vaina verde
y granos por vaina (tabla 7).

No obstante, y a pesar de conocer los efectos positivos
generados por las cepas de Trichoderma spp., los
fenémenos en la rizésfera son complejos y las diferencias
obtenidas entre los tratamientos evaluados son dificiles
de atribuir a un solo factor. Debido a que las variables de
rendimiento presentan baja heredabilidad y por tanto
muestran alta interaccién con el ambiente (Mufoz,
2012), cabe destacar que Trichoderma spp. posee
habilidades que le permiten tanto ser un eficiente
biocontrolador como favorecer a las plantas tratadas
por medio de la solubilizacién de nutrientes (Altomare

etal., 1999).

En cuanto a longitud de raiz, se observé que los tratamientos
C14 (33,03 cm) y C21 (32,64 cm) mostraron diferencias
significativas (p < 0,01), respecto a C7 vy el testigo que
presentaron un promedio de 29,08 ¢m y 22,62 cm,
respectivamente (tabla 7). Elander (1992) afirma que
la colonizacién de raices por cepas de Trichoderma spp.
frecuentemente incrementa su crecimiento en muchos
cultivos.

Tabla 6. Cuadrados medios de las variables: altura de la planta, longitud de raices, vainas por planta, peso de la vaina en verde y granos por vaina

SANIDAD VEGETAL Y

Fuente Grados Altura Longitud Vainas Peso de Granos
de variacion de libertad de planta de raices por planta vaina verde por vaina
Bloque 2 0,01M 1.87% 0,09 0,0032 M 0,11
Cepa 3 0,24* 69,77* 734,54* 6,43% 36,32%
Error 6 0,02 0,72 0,05 0,0012 0,13
R%0,89-0,88-0,97-0,98-0,94
CV:11,30-12,89-599 -5,51-11,02
NS = no significativo.
* = Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).
p. 237-249
Tabla 7. Comparacién de promedios para las variables: altura de la planta, longitud de raices, vainas por planta, peso de vaina verde, granos por vaina
246 Tratamiento Altura Longitud Vainas Peso de vaina Granos
§ de planta (cm) de raices (cm) por planta (No.) verde (g) por vaina (No.)
5
E § 14 1,56 A 33,03A 32,20A 2,97 A 745 A
[} ~
§ g C21 1,54 B 32,64 8B 3212A 2,95A 7,70 A
[V AR
'é 2 Cc7 1,24 C 29,08 C 29,20 B 2,88 B 6,50 B
Testigo 0,94 C 22,62 C 0,00C 0,00C 0,00C

DMS: 0,182; 2,397;0,651;0,031; 0,52
Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Las cepas de Trichoderma spp. estan asociadas con raices
y sus ecosistemas, con capacidad de colonizar raices de
plantas por mecanismos similares a los de los hongos
micorrizales y producir compuestos que estimulan el
crecimiento como citoquininas, zeatinas y giberilinas
(GA3); asi como promover mecanismos de defensa en
plantas (Harman ez al., 2004).

Con relacién a la variable altura de la planta se destaca el
tratamiento C14 con un promedio de altura de 1,56 m,
seguido por C21 con 1,54 m, C7 con 1,24 m y el testigo
con un promedio de 0,94 m. Los resultados anteriores
son similares a los obtenidos por Valencia y Arbeldez
(1999), quienes reportan que el empleo de antagonistas
como Trichoderma spp. estimula el crecimiento y desarrollo
de las plantas en comparacién con tratamientos testigo.
Estos resultados coinciden con los expuestos por otros
autores quienes establecen que algunas especies de
Trichoderma han sido reportadas como estimuladoras
de crecimiento en especies como clavel, crisantemo,
arveja, frijol (Soil-fertility, 2008).

Sin embargo, se puede pensar que la variabilidad en
la altura de la planta estd determinada por factores
ambientales. Makasheva (1983) afirma que la longitud
del tallo de la planta de arveja en una misma variedad
puede variar ampliamente dependiendo de las condiciones
de crecimiento (suelo, clima, manejo agrondmico,
localizacién geografica). Al respecto, en la granja Botana
los suelos son compactados y de mala estructura,
propiedades fisicas inadecuadas que impiden el desarrollo
radicular de las plantas afectando la altura total.
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