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tNTRoDUcctóN

Dentro de las especies fruticolas ubicadas en los climas lrio y'trío moderado, sobresale en colomb¡a el tomate deárbol lsolanum betacea (cav.) sendt.], cultivo que mediante un manejo apropiado y mercado establecido, es unaalternativa de soslenimiento para comun¡dades de cordillera oonde él 
"áre'"" 

r":rginár o iú¡ en zona cafetera(Corpoica, 1996).

En este cLllt¡vo, uno de los problemas fitosanitar¡os más lim¡tantes es la Antracnosis causada por colletotrichumgloeosporioides, causando pérdidas hasta g0%, e ¡ncrementando Jos costos de producción (Girard, 1g77). Etpatógeno afecta hojas y ramas siendo su daño más notorio en frutos (saldarriaga et al. .1g97); los sintomas semanifiestan con mayor frecuencia en el ápice o en los s¡tios en que var¡os frutos de una misma ¡nflorescenciaquedan en contacto, debido a que alli se presenta acumulac¡ón oe agua, por tiempo más largo, que favorece eldesarrollo inicial del hongo (Girard, 19g0; Girard, 1987; pérez, 1993).

El manejo de la Antracnos¡s del tomate de árbol está basado fundamentalmente en la aplicación de fungicidascomo: Thiabendazol, Benomyl, carbendazym, Thiophanatos y Dithane,.on 
"pr"""ionir-[iá*catencario 

(eerez,1993). Como es obv¡o, el ¡mpacto econbmico y ambiental es grandet además el uso ind¡scrim¡nado de losfungicidas ha or¡ginando resistencia por parte áel patógeno 1aáitey y .teger, tgseJ. 
- 

e,i 
"u"n,o 

at controlmicrobiológico es muy poco lo que se conoce, empezando-por ta posible relación existente, ya sea antagon¡sta ysrnergrsta de va.os microorganismos procedentes der firoprano frenie a c. groeosporioiáei. 
'-

con .respecto al sinergismo, Brown y swínburne (1981), determinaron que agentes quetatores como lossideróforos bacteriales, procedentes de la cepa ¿e iseuoóhonas uV3, presentarón alta ánnioao por el hierroconten¡do en la matriz conidial de colletotrichum musae aislado de bananos, s¡endo un factor rmponante en ta
ios en .este. organ¡smo, constituyéndose en un reporte
:ontrof b¡ofógico. En los estudios de antaoonismo contra

li":ff :".1"1t'i?i'il"il":r"#:fl l:t;",il:?llfl "r".ftAntracnosis causada por co,etorrichum_ras€narrum 
""'o:0"#.' 

"J^"!ff[?rt:"",tS ;:X"::j1"1""""J:ijSjtJ:aislamientos del filoplano con cepas de Bac¡tlus subtilis y B. cereus, los cuales han controlado la Antracnosis en
:9tp9'"1 frutos-de mango y aguacate, cuando se han realizado aspersiones en precosecha y poscosecha(Korsten et al . ,  1984: Korsten et  al . .  1992).

MATERIALES Y MÉTODOS

AISLAMIENTO, IDENT|F|CACtóN I sF:rECClór.¡ DE ALGUNOS MTCROORGANTSMOS MÁS pRoMtsORtOS,
CON PROPIEDADES ANTAGONISTAS Y SINERGISiI' 

- - .

Los antagonistas fueron aislados, tomando muestras de 18 árboles de hojas nuevas, hojas vieJas y frutos de 3edades diferentes: verde med¡ano, verde grande y maduro, de djferentes ijt¡os del á;bol: posier¡ormente, en ellaborator¡o se tomó 'l g de las muestras (ñojas o iutos¡ y ée suspendreron en un tubo de ensavo con t0 ml de
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agua dest¡lada estéril, el tubo se sometió a agitación en una centrifuga a 2.500 rp.m durante 10 min.; luegd se
botó el sobrenadante y se dejó el sed¡mento del cual se tomó 0.5 g para iniciar el proceso de siembra directa, en

Por lo tanto, dadas las altas pos¡bilidades de encontrar algún microorganismo que interfiera o interactue con C.
gloeosporioides en tomate de árbol se desarrolló esta investigación.d¡ferentes medios de cultivo y se incubaron a
una temperatura de 24"C por espacio de 5 días (Blakeman, 1977). ta detección y aislam¡ento de cepas de
Trichoderma se realizó a partir de frutos de tomate de árbol colocados al interior del cultivo, procesando la muestra
en el laboratorio según la técnica de Papavizas (1985).

Los organismos con posible acc¡ón sinergista fueron aislados, recolectando en el campo frutos que además de
presentar Antracnosis, tuv¡eran síntomas de ablandamiento y exudados bacteriales. Posteriormente, se colocaron
en cámaras húmedas durante 5 días, a una temperatura de 17"C (French, 1980).

Prueba sobre germinación de conid¡as y formac¡ón de apresorios. Se ut¡lizó una suspens¡ón de Colletotrichum,
procedente de un cultivo de 10 dias de edad, filtrando prev¡amente las esporas a través de un embudo de vidrio y
gasa estéril, con el fin de remover el micelio. Posteriormente, las conidias se lavaron 3 veces con agua destilada
estéril, centr¡fugándose a 2.500 rpm, durante 3 min. Finalmente se realizó el recuento de conid¡as y se aiustó a
una concentrac¡ón de 1 x 105 conidias/ml (Lenne y Parbery, 1976).

Para Trichoderma fue necesario preparar una suspensión de conidias y se ajustó a una concentración de 1.5 x
106 con¡dias/mL (Papav¡zas, 1985). Para bacterias se trabajó con una concentración de 1 x 106 bacter¡as/ml.
Con los inólculos preparados se procedió a rcalizat los siguientes tratamientos:

Colletotrichum vs. bacteria sinergista: Colletotrichum vs. Hongo antagonista; Colletotr¡chum vs. Bacterias
antagonistas y tratamiento Testigo (C. gloeospor¡o¡des). Para cada tratamiento fue necesario preparar como
minimo 10 repeticiones (una caja de Petn por repetición). En el tratamiento donde se trabajó con la bacteria
sinerg¡sta, se ut¡lizó la metodologia de Blakeman (1577r. Pa.a los tratamrentos donde se trabajó con el hongo y
las bacter¡as antagon¡stas, se utilizó la metodología de Lenne y Parbery (1976).

PÍueba de antagonismo y sinergismo para crec¡m¡ento micel¡al de Colletotrichum (¡n v¡ko) (Antib¡ograma). Con el
f¡n de evaluar la acc¡ón antagónica o sinergista de las bacterias seleccionadas y Trichoderma, fueron realizadas
pruebas en cajas de Petri con medio papa dextrosa agar (PDA), las cuales se inocularon con bloques de
Colletotr¡chum obtenidos con un sacabocado No. 3, colocados en un extremo de las cajas a 4 cm de distanc¡a de
la línea sobre la cual se sembró la bacteria. Los tratamientos se incubaron durante 18 dias, realizando lecturas del
crec¡miento micelial de Colletotr¡chum, cada 3 dias (Bravo, 1993). Los organismos bacteriales se utilizaron bajo
una concentrac¡ón de 1 x'106 bacter¡as/ml

Aislamiento de Colletotrichum y pruebas de patogenicidad. Colletotrichum gloeosporioides fue aislado de frutos
de tomate de árbol que presentaron manchas hundidas, tomando porciones de la zona afectada (3 mmz),
s¡guiendo el procedimiento de French (1980). Las siembras en papa dextrosa agar (PDA) y en agar Sabouraud,
se incubaron a una temperatura de 24'C, durante l0 dias. Las pruebas de patogenicidad se realizaron inoculando
frutos de 3 edades diferentes, verde mediano, verde grande y maduro, ut¡lizando un aislamiento del pátógeno de I
días de edad, ajustando la suspensión a una concentración de 1.2 x 106 con¡dias/ml de agua (Hartung et al.,
1981). Se utilizaron dos clases de ¡nóculo, el inóculo natural de Colletotrichum obtenido directamente de frutos
enfermos en el campo e inóculo in vitro obten¡do de una cepa pura, Para la inoculación en el laboratorio se
clasificaron los frutos de acuerdo a su edad, posteriormente se lavaron con agua destilada y con un marcador se
señaló la zona ecuatorial del fruto. En la zona demarcada se colocaron 40 mL de la suspensión del hongo con
herida y sin causar herida al fruto, inmediatamente se colocaron en cámaras húmedas a 17'C durante 12 días.
Luego se procedió a reaislar el patógeno y compararlo con el aislamiento original. Después del segundo día y a
partir de éste, cada 2 días durante 12 dÍas se evalúo severidad de la enfermedad, utilizando el diagrama
propuesto por Botero y Castaño (1998) (Figura 1)

ESTUDIOS IN VIVO DEL POTENCIAL ANTAGÓNICO Y SINERGISTA SOBRE COIIEtOtTiChUM

Prueba de preinoculación. Para el efecto se utilizaron frutos sanos en estado verde grande, los cuales se
des¡nfestaron con hipoclorito de sodio a 0.5%, por espacio de 5 min.
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Figura 1, Diagramas estándares de severidad deAntracnosjs en ÍÍulos de fomate de árbol(Bolero y Castaño, 1998)

Bajo un diseño completamente al azar y 10 frutos por fatamiento, se diseñaron 7 tratam¡entos con los
aislamientos (cepas) más promisorios, asi: 1. B. subtilis Vs Colletotrichum. 2. P. cepacia Vs Colletotrichum. 3.

Trichoderma Vs Colletotrichum. 4. P. aeruginosa Vs Colletokichum. 5. Colletotrichum -Test¡go relativo-1 (lV). 6.
Colletotrichum (lN) - Testigo relativo - 2; el inóculo natural de Colletotr¡chum fue obten¡do d¡rectamente de frutos
enfermos provenientes de campo. 7. Testigo absoluto (agua destilada).
Antes de proceder a la inoculación, los frutos de todos los tratamientos fueron heridos con una cánula de 4mm de
diámetro por 3mm de profundidad en la parte media. El inoculó se depositó sobre la herida, con '10 mL de la
suspensión de las cepas antagonistas (P cepac¡a, B. subtilis) y la sinergista (P. aeruginosa), a una concentración
de 'l x 107 bacterias/mL. La cuantificación de la suspens¡ón bacteriana se realizó con la escala de opacidad de
Mc Farland (Sánchez, 1989), y se dejó por espacio de th, a una temperatura de 17"C, luego se adicionó 10 mL de
una suspens¡ón acuosa de conid¡as de Colletotrichum, a una concentración 1.16 x 106 esooras/mL sobre las
cepas de los antagonistas y se deió secar. Poster¡ormente se montaron los testigos relativos y el absoluto. Para el
estud¡o del hongo antagonista (Trichoderma), se depositó 1OmL de la suspensión conidial del hongo a una
concentración de 3x107 esporas/mL, y luego se le ad¡cionó 1omL de una suspensión de con¡dias de
Colletotrichum a una concentración de 1.16 x 106 esporas/mL. Los frutos fueron incubados en cámaras húmedas
a 18'C por 12 d¡as (Jan¡siewcz, 1988; Benbow, 1999; Redmond, 1987).

Se evalúo el número de frutos enfermos, el tiempo de aparición de s¡ntomas o período de ¡ncubación (l) y grado
de sever¡dad; las lecturas se realizaron cada 2 dias durante 12 dias; la evaluación numér¡ca de los signos de la
Antracnosis en frutos de tomate de árbol se realizó de la misma forma que para las pruebas de patogenicidad.

RESULTADOS Y DISGUSIÓN

AISLAMIENTO, IDENTIFICAGIÓN Y SELECCIÓN DE ALGUNoS MIcRooRGANIsMoS MÁs PRoMIsoRIos
CON PROPIEDADES ANTAGONISTAS Y SINERGISTAS

Se obtuvieron en total 36 aislam¡entos, 20 de los cuales correspondieron al género Bac¡llus y 16 al género
Pseudomonas: dichos aislam¡entos se obtuvieron de hojas y frutos de 18 árboles que no habían recib¡do
tratamienlo qu¡mico (Tabla 1).
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Tabla 1 . Cepas aisladas de holas y frutos de tomate de árbol Estratificacióndel árbol Bacrllus Fluorescente
Nofuorescentes

Al real¡zar los estudios de caracterización de las cepas antagonistas más promisorias del género Pseudomonas y
Bacitlus, utilizando las pruebas m¡crobiológicas y el método de Sensident, se encontraron 2 cepas sobresal¡entes,
la P. cepacia y el B. subtilis que fueron aisladas de hojas de tomale de árbol.

En cuanto a las bacterias aisladas a partir de frutos de tomate de árbol con siñtomas de Antracnosis, se
encontraron 15 a¡slamientos de Pseudomonas fluorescentes, encontrándose como la cepa sinergista más
promisoria la P. aeruginosa. Con relación a las cepas de Trichoderma, se encontró un solo aislamiento como el
más promisor¡o antagonista.

Prueba sobre germ¡nación de conidias y formación de apresorios. En la Tabla 2, se presentan los resultados
obtenidos para germinación y formac¡ón de apresorios de C. gloeosporioides con las cepas más prom¡sorias de
bacter¡as y hongos con potencial¡dad antagonista o sinergista.

En cuanto a la germinación de conid¡as, se encontraron d¡ferenc¡as altamente significat¡vas entre los tratamientos,
ratificando que las cepas previamente selecc¡onadas como antagonistas P. cepacia, B. subtil¡s y Trichoderma,
tienen esta acc¡ón. Además, es importante resaltar que la cepa P, aeruginosa seleccionada ¡nic¡almente como
s¡nergista lo confirma en esta prueba, ya que en germinac¡ón de conidias no afectó a C. gloeosporio¡des, dado
que entre P. aerug¡nosa y el testigo no se encontraron diferencias significat¡vas para germinac¡ón, en cambio si
estimuló la formación de apresorios, ya que se encontraron diferencias altamente significativas entre estos dos
tratam¡entos.

Tabla 2. Comportamiento de algunas @pas prom¡sorias sobre la germinación y formac¡ón de apresorios de
Colletotrichum

Estratificac¡ón
del árbol

Bacillus
Pseudomonas

Fluorescéntes No
fluorescentó3

Hojas Frutoi HoJas Frutos Ho¡as
9erlor 3 2

Medio 3
Inferior ? I o

Tota I 20 1 6

Tratam¡entos. Tiempo
(h)

Germinación
(rh,,

Protoapresorio
(%l

Apresorio
lYol

Colletotr¡chum (Testigo) 24
48

a2
8 4 a

1
2

5 b . '
6 b

P. aeruginosa (s¡nergista)Vs
Colletotrichum

24
48

a
73a 7

24
31  a

Trichoderma sp. Vs
Colletotr¡chum

24
48

5 7 c
6 2 c

1 3b
5b

Bacillus subt¡lisvs Colletotr¡chum 24
48

51 cd
56 cd

1 b
2b

P. ceDac¡avs Colletotr¡chum 74
48

49 cd 2b
t h

CV 10.6 1 0 . 9

'* Altamente signmcativo, a un nivel de 5%

1 6 1



Sobre la formación de apresorios, Blakeman (19771, Parbery (1978) y Swinburne (f976), demostraron que existen
cepas de Pseudomonas fluorescentes ue poseen sustancias quelatoras, como los sideróforos bacteriales que
tienen gran ávidez por el hierro, que en situaciones de stress severo por deficiencia de este elemento conten¡do en
la matr¡z conidial estimulan la germinación y formac¡ón de apresorios en C. dehatium, C. gloeosporioides, C.
acutatum y c .  musae.

Sobre antagonismo, Leben (1965), reporta que P. cepac¡a ¡nhibió la germinac¡ón y el crecimiento micelial de C.
lagenarium procedente de pep¡no, debido a la producción de butanol sotuble y antibióticos.

Por otra parte, Ragazzi (1996), reporta que cepas de T. harzianum y T. v¡r¡de inhibieron la germinactón y el
crecimiento micelial de Colletotrichum en estudios in vitro. Estos reportes corroboran que el efecto inh¡bitorio
sobre la germjnación de conid¡as de C. gloeosporjoides, se debió a alguna de las propiedades antifúngicas que
este organtsmo posee.

Prueba de antagonismo y sinergismo para crecimiento micelial de Colletotrichum (¡n v¡ko) (Antibiograma). En la
Tabla 3, se presentan los resultados de los antibiogramas para observar el crec¡m¡ento micel¡al de Colletotr¡chum
frente a organ¡smos antagonistas y sinergistas. En ella se resalta que se encontró un efecto antibiótico y de
micoparasitismo de Trichoderma sobre Colletotrichum, Dresentándose diferencias siqnificativas en el crec¡miento
del patÓgeno. tanto a los 6 dias como a los 18, alcanzando un desarrollo de 20 mm. jomoarado con el tratamiento
Testígo (Colletotrichum - sofo), ef cuaf fue de 40 mm.

Sobre este efecto, Khetmalas (1984), observó un antagonismo de Trichoderma vir¡de sobre las h¡fas de C.
gloeosporioldes, demostrando que Trichoderma crece sobre el patógeno y cubre la superficie del med¡o similar, a
lo que ocurrió en este trabajo.

Aislamiento de Colletotrichum y prueba de patogenicidad. Analizando los resultados de las pruebas de laboratorio
apl¡cadas a los dos tipos de ¡nóculo (inóculo natural e inóculo in v¡tro), se encontraron diferencias altamente
significativas con respecto a la severidad con el método de herida, ya que el inóculo natural y el in vitro tuvieron
una inc¡dencia de 100% y una severidad de 8 y 5.7, respectivamente. Con el método s¡n herida también se
encontraron d¡ferenc¡as altamente significativas con respecto a la severidad, ya que el inóculo natural tuvo una
¡nc¡dencia y sever¡dad del 56ok y 3.7, respect¡vamente, mieDtfas que con el inóculo in vitro fue sólo de 16% y '1.1
de severidad (Tabla 4). Estos resultados ratifican que el inóculo natural obtenido dtrectamente de frutos en el
campo es más patogénrco que el inóculo puro que se obtiene ¡n vitrot el hecho de haber obtenido una mayor
incidenc¡a y severidad utilizando inóculo natural sin causar her¡da a los frutos oermitió sosoechar la existencia de
una acc¡ón sinergista de otros organismos con Colletotrichum, especialmente con bacterias de¡ género
Pseudomonas, que al aprovechar el hierro presente en la masa conidial promueven la germinac¡ón de
esporas e ¡nduce la formación de apresorios, estructura sin la cual Colletotrichum es incaoaz de causar infección
(Bailey y Jeger, '1992).

Tabla 3. Antibiograma para crec¡miento m¡cel¡al en (mm) de
Colletotrichum Estudios in v¡vo del potencial antagónico

sine¡g¡sta sobre Colletotrichum

Prueba de Preinoculación - método con herida
En la Tabla 5. se oresentan resultados d
incidenc¡a y severidad de Antracnos¡s en fruto
de tomate de árbol en la prueba d
preinoculac¡ón con herida, Realizados lo
análisis de vaÍia za y las pruebas de Tukey,
nivel del 5% de sígnificancia, se encontraro
dife[encias altamente significativas entre los

tratamientos, tanto para la incidenc¡a como para la severidad. Encontrándose que et grupo de tas cepas
antagonistas [8. subtilis (T1), P cepacia (T2) y Trichoderma (T3)] son ¡guales entre si y difieren del grupo de tos
testigos relativos [Colletotrichum (lnóculo in vitro-T5), Colletotrichum (lnóculo natural-TO)] y det sinergista (p.
aeruginosa-T4)
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Con herida Sin herida
Tratamiento Inc¡dencia

t%l
Sevsridad |ncidencia

lVnl
Severidad

Verde mediano lN 100  a 7 . E a 60 ab 3 . 1  a
y'erde grande lN 100 a 8,6 a 70 ab 3.6 a
Maduro IN 100  a 7.6 ab 40 abc 1.5 ab

Promed¡o 1 0 0 8 .0 56 3.7
Verde med¡ano lV 100  a 5.8 c 20 bc l . 2 a b
Verde grande lV 100  a 6.2 bc 20 bc 'l .2 ab
Maduro 100 a 5.2 c 1 0  c 1 b

Promedio 100 5.7

Tabfa 4. lncidencia y severidad de la Antracnosis en frutos de tomate de árbol (Solanum betacea), de acueido
al tipo de inóculo y la edad del fruto con con el método con herida y s¡n herida, a tos 12 días

lN: Inóculo natural lV: Inóculo in vitro

Estos resultados continúan rat¡f¡cando que en el filoplano y en frutos enfermos por Colletotrichum se alberga una
gran cantidad de microorganismos, unos con acc¡ón antagonista con potencial¡dad de usarse como agentes
biocontroladores y otros con propiedades sinergistas, convirliéndose este último caso en uno de los primeros
reporles de la ex¡stencia del sinerg¡smo con Colletotrichum en tomate de árbol.

Este fenómeno puede ser la explicación de los muchos fracasos o controles inef¡c¡entes en el maneio de la
enfermedad, corroborada con el comportam¡ento efic¡ente del inóculo natural, el cual dio una ¡ncidencia del 100%
y 8-6 de severidad.

Parbery (1978), menciona que para que se suceda la infecc¡ón por Colletotr¡chum, es necesario la formación de
apresorios, Por lo tanto, el sinergismo con P. aerug¡nosa es debido a Ia estimulación de la germinac¡ón y
formación de apresorios (McCraken), 1979).

Tabla 5. Incidencia y severidad de la Antracnosis en frutos de
tomate de árbol, en la prueba de oreinoculación con herida

Tratamiento Incidencia (o/o) Sev6r¡dad
B. subtil¡s Vs Colletotr¡chum 60 ab 4.5 b
P. ceoacia Vs Colletotrichum 20 bc 4.0 cb
Tr¡choderma sp. Vs Colletotrichum 30 bc 4,3 cb
P. aeruoinosa Vs Colletotr¡chum 1 0 0  a 7 . 5 a
Colletotr¡chum (lV) - Testigo relativo 100  a 6.6 a
Colletotr¡chum (lN) - Testigo relativo 1 0 0  a E.6 a
Agua dest¡lada (Testigo absoluto) 0 .0  c 0.0 c

Promedio 59 5

Con respecto a los antagonistas
fenómeno ampl¡amente estudiad
por varios investigadores
Janisiew¡cz (1988), encontró u
efecto antagónico de P. cepacia e
manzano contra P. expansum y B
ctnerea.

por alguno de los diverso
mecanismos de acc¡ón que posee
Esta acción antagonista est
plenamente documentada Oar
varios patógenos del filoplan
(Dubos, 1981; Belanger et al., 199
y Elad, 1995).

lV: Inóculo in v¡tro lN: Inóculo natural

CONCLUSIONES

De 53 aislam¡entos del f¡loplano de hojas y frutos de tomate de árbol, se obtuv¡eron: de Baciltus, 20 cepasl
Pseudomonas , 31 cepas y de Trichoderma, 2 cepas,

En estudios in v¡vo, el hecho de que el ¡nóculo natural comparado con el inóculo ¡n v¡tro haya causado una mayor
severidad sobre los frutos de tomate de árbol sin herida, es una prueba de la existencia del fenómeno del
sinergismo, ya que P. aeruginosa fue a¡slada de attí.
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La cepa de Pseudomonas aeruginosa La cepa de Trichoderma ejerció un buen efeclo sobre Colletotricttum en
frutos de tomate de árbol, pos¡blemente, favoreció la germinac¡ón y est¡muló la formación de apresorios de
Colletotrichum, comportándose como una cepa sinergista, d¡cha cepa causó una gran severidad sobre la fruta en
los estudios ¡n vivo.

Los a¡slamientos nativos identificados como Trichoderma, Pseudomonas c€pacia y Becillus subtil¡s, presentjaron
un efecto antagónico sobre Colletotrichum en los estudios in vitro; sin embargo, las cepas de P. cepacia y
Tr¡choderma, fueron las únicas que ¡nhibieron el desarrollo de la enfermedad sobre frutos de árbol en laboratorio.

Teniendo en cuenta la existenc¡a de organismos s¡nergistas, la decisión de emplear el control biológico debe ser
cuidadosa, ya que es muy fácif potencializar a C. gloeosporiodes.

Todos los resultados están indicando que para la zona es factible involucrar dentro del manejo integrado de la
Antracnosis el control biológ¡co.
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