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INTERACCION BIOLOGICA DE MICROORGANISMOS RELACIONADOS CON
Colletotrichum gloeosporioides (PENZ.) PENZ SACC., AGENTE CAUSAL DE LA ANTRACNOSIS EN
TOMATE DE ARBOL [Solanum betaceae (CAV.) SENDT.]

i
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INTRODUCCION

Dentro de las especies fruticolas ubicadas en los climas frio y frio moderado, sobresale en Colombia el tomate de
arbol [Solanum betacea (Cav.) Sendt ], cultivo que mediante un manejo apropiado y mercado establecido, es una

alternativa de sostenimiento para comunidades de cordillera donde el café es marginal o aun en zona cafetera
(Corpoica, 1996).

En este cuitive, uno de los problemas fitosanitarios mas limitantes es la Antracnosis causada por Colletotrichum
gloeosporioides, causando pérdidas hasta 80%, e incrementando los costos de produccion (Girard, 1977). El
patégeno afecta hojas y ramas siendo su dafio mas notorio en frutos (Saldarriaga et al. 1997}, los sintomas se
manifiestan con mayor frecuencia en el apice o en los sitios en que varios frutos de una misma inflorescencia
quedan en contacto, debido a que alli se presenta acumulacion de agua, por tiempo mas largo, que favorece et
desarrollo inicial del hongo (Girard, 1980: Girard, 1987, Pérez, 1993).

El manejo de la Antracnosis del tomate de arbol esta basado fundamentalmente en la aplicacion de fungicidas
como: Thiabendazol, Benomyl, Carbendazym, Thiophanatos y Dithane, con aplicaciones tipo calendario (Pérez,
1993). Como es obvio, el impacto econémico y ambiental es grande; ademas el uso indiscriminado de los
fungicidas ha originando resistencia por parte del patégeno (Bailey y Jeger, 1992). En cuanto al control
microbiologico e$ muy poco 1o que se conoce, empezando por la posible relacion existente, va sea antagonista y
sinergista de varios microorganismos procedentes del filoplano frente a C. gloeosporioides.

Con respecto al sinergismo, Brown y Swinburne (1981), determinaron que agentes quelatores como los
sideroforos bacteriales, procedentes de lg cepa de Pseudomonas UV3, presentaron alta afinidad por el hierro
contenido en la matriz conidial de Colletotrichum musae aislado de bananos, siendo un factor importante en ia
estimulacion de la germinacion y formacion de apresorios en este organismo, constituyéndose en un reporte
importante a tener en cuenta dentro de Ia esiralegia de control biolégico. En los estudios de antagonismo contra
C. gloeosporioides con diferentes cepas de hongos se ha encontrado inhibicién en el crecimiente micelial de C.
gloeosponoides con algunas cepas de Trichoderma (Silvana, 1994).  Asi mismo, Leben (1965), afirma que
Pseudomonas cepacia produce in vitro butano! soluble que es un compuesto que reduce el desarrollo de la
Antracnosis causada par Colletotrichum lagenarium en pepino. En Sur Africa, se han realizado estudios de
aislamientos del filoplano con cepas de Bacilius subtilis y B. cereus, los cuales han controlado |a Antrachosis en

Campo, en frutos de mango y aguacate, cuando se han realizado aspersiones en precosecha y poscosecha
{Korsten et al., 1984; Korsten et al., 1992).

MATERIALES Y METODOS

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y SELECCION DE ALGUNOS MICROORGANISMOS MAS PROMISORIOS,
CON PROPIEDADES ANTAGONISTAS Y SINERGISTAS

Los antagonistas fueron aislados, tomando muestras de 18 arboles de hojas nuevas, hojas vigjas y frutos de 3
edades diferentes: verde mediano, verde grande y maduro, de diferentes sitios del arbol. Posteriormente, en ef
laboratorio se tom6 1 g de las muestras (hojas o frutos) y se suspendieron en un tubo de ensayo con 10 ml de

' Esp. Microbiologia. M.Sc. Fitopatologia. Grupo Investigacion Agricola. Corpoica, Regional 9.
l.A. M.Sc. Grupo Investigacion Agricola. Corpoica, Regional 9.

158



agua destilada estéril, el tubo se sometid a agitacidon en una centrifuga a 2.500 r.p.m durante 10 min.; luego se
boté el sobrenadante y se dejé el sedimento del cual se tomé 0.5 g para iniciar el proceso de siembra directa, en

Por lo tanto, dadas las altas posibilidades de encontrar algun microorganismo que interfiera o interactue con C.
gloeosporioides en tomate de arbol se desarrolié esta investigacion.diferentes medios de cultivo y se incubaron a
una temperatura de 24°C por espacio de 5 dias (Blakeman, 1977). La deteccion y aislamiento de cepas de
Trichoderma se realizo a partir de frutos de tomate de érbol colocados al interior del cultivo, procesando la muestra
en el laboratorio segln la técnica de Papavizas (1985).

Los organismos con posible accién sinergista fueron aislados, recolectando en el campo frutos gue ademas de
presentar Antracnosis, tuvieran sintomas de abiandamiento y exudados bacteriales. Posteriormente, se colocaron
en camaras humedas durante 5 dias, a una temperatura de 17°C (French, 1980).

Prueba sobre germinacién de conidias y formacion de apresorios. Se utilizd una suspension de Colletotrichum,
procedente de un cultivo de 10 dias de edad, filtrando previamente las esporas a través de un embudo de vidrio y
gasa estéeril, con el fin de remover el micelio. Posteriormente, las conidias se lavaron 3 veces con agua destilada
estéril, centrifugandose a 2.500 rpm, durante 3 min. Finalmente se realizé el recuento de conidias y se ajusto a
una concentracion de 1 x 105 conidias/ml (Lenne y Parbery, 1976).

Para Trichoderma fue necesario preparar una suspension de conidias v se ajustd a una concentracion de 1.5 x
106 conidias/mL (Papavizas, 1985). Para bacterias se trabajé con una concentracion de 1 x 106 bacterias/ml.
Con los indlculos preparados se procedid a realizar los siguientes tratamientos:

Colletotrichum vs. bacteria sinergista; Colletotrichum vs. Hongo antagonista, Colletotrichum vs.  Bacterias
antagonistas y tratamiento Testigo (C. gloeosporioides). Para cada tratamiento fue necesario preparar como
minimo 10 repeticiones {una caja de Petn por repeticion). En el tratamiento donde se trabajé con la bacteria
sinergista, se utilizd la metodologia de Blakeman (1977). Para los tratamientos donde se frabajé con el hongo y
las bacterias anlagonistas, se utilizé la metodolegia de Lenne y Parbery (1976).

Prueba de antagonismo y sinergismo para crecimiento micelial de Colletotrichum (in vitro) (Antibiograma). Con el
fin de evaluar la accion antagénica 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
Colletotrichum obtenidos con un sacabocado No. 3, colocados en un extremo de las cajas a 4 cm de distancia de
la linea sobre la cual se sembrd la bacteria. Los tratamientos se incubaron durante 18 dias, realizando lecturas del
crecimiento micelial de Colletotrichum, cada 3 dias {Bravo, 1993). Los organismos bacteriales se utilizaron bajo
una concentracion de 1 x 106 bacterias/mi

Aistamiento de Colletotrichum y pruebas de patogenicidad. Colletotrichum gloeosporicides fue aislado de frutos
de tomate de arbol que presentaron rmanchas hundidas, tomando porciones de la zona afectada (3 mm2},
siguiendo el procedimiento de French (1980). Las sismbras en papa dextrosa agar (PDA) y en agar Sabouraud,
se incubaron a una temperatura de 24°C, durante 10 dias. Las pruebas de patogenicidad se realizaron inoculando
frutos de 3 edades diferentes, verde mediano, verde grande y maduro, utilizando un aislamiento del patogeno de 8
dias de edad, ajustando la suspensidn a una concentracion de 1.2 x 106 conidias/ml de agua (Hartung et al,,
1981). Se utilizaron dos clases de indculo, el indculo natural de Colletotrichum obtenido directamente de frutos
enfermos en el campo e indculo in vitro obtenido de una cepa pura. Para la inoculaciéon en el laboratorio se
clasificaron los frulos de acuerdo a su edad, posteriormente se lavaron con agua destilada y con un marcador se
sefald la zona ecuatorial del fruto. En la zona demarcada se colocaron 40 mL de la suspensidn del hongo con
herida y sin causar herida al fruto, inmediatamenie se colocaron en camaras humedas a 17°C durante 12 dias.
Luego se procedid a reaislar el patégeno y comparario con el aislamiento original. Después del segundo dia y a
partir de éste, cada 2 dias durante 12 dias se evalluo severidad de la enfermedad, utilizando el diagrama
propuesto por Botero y Castaiio (1998) (Figura 1)

ESTUDIOS IN VIVO DEL POTENCIAL ANTAGONICO Y SINERGISTA SOBRE Colietotrichum

Prueba de preinoculacion. Para el efecto se utilizaron frutos sanos en estado verde grande, los cuales se
desinfestaron con hipoclorito de sodio a 0.5%, por espacio de 5 min.
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Figura 1. Diagramas estandares de severidad de Antracnasis en frutos de Tomate  de arbol {Botero y Castafio, 1998)

Bajo un disefio completamente al azar y 10 frutos por tratamiento, se disefiaron 7 tratamientos con los
aislamientos {cepas) mas promisorios, asi: 1. B. subtilis Vs Colletotrichum. 2. P. cepacia Vs Colletotrichum. 3.

Trichoderma Vs Colletotrichum. 4. P. aeruginosa Vs Colletotrichum. 5. Colletotrichum -Testigo relativo-1 (IV). 6.
Colietotrichum {IN) - Testigo relativo - 2; el inéculo natural de Colletotrichum fue obtenido directamente de frutos
enfermos provenientes de campo. 7. Testigo absoluto (agua destilada).

Antes de proceder a la inoculacion, los frutos de todos los tratamientos fueron heridos con una canula de 4mm de
diametro por 3mm de profundidad en la parte media. El inoculé se depositd sobre la herida, con 10 mL de la
suspension de las cepas antagonistas (P cepacia, B. subtilis) y la sinergista (P. aeruginosa), a una concentracién
de 1 x 107 bacterias/mL. La cuantificacién de la suspensién bacteriana se realiz6 con la escala de opacidad de
Mc Farland {Sanchez, 1989), y se dej6 por espacio de 1h, a una temperatura de 17°C, luego se adicioné 10 mL de
una suspension acuosa de conidias de Coiletotrichum, a una concentracidn 1.16 x 106 esporas/mL sobre las
cepas de los antagonistas y se dejo secar. Posteriormente se montaron los testigos relativos y el absoluto. Para el
estudio del hongo antagonista (Trichoderma), se depositdé 10mL de la suspension conidial del hongo a una
concentracion de 3x107 esporas/mlL, y iuego se le adiciond 10mL de una suspensidn de conidias de
Colletotrichum a una concentracion de 1.16 x 106 esporas/mL. Los frutos fueron incubados en camaras himedas
a 18°C por 12 dias (Janisiewcz, 1988; Benbow, 1989; Redmond, 1987).

Se evaluo el namero de frutos enfermos, el tiempo de aparicion de sintomas o periodo de incubacion (I) y grado

de severidad; las lecturas se realizaron cada 2 dias durante 12 dias; la evaluacion numérica de los signos de la
Antracnosis en frutos de tomate de arbol se realizé de la misma forma que para las pruebas de patogenicidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y SELECCION DE ALGUNOS MICROORGANISMOS MAS PROMISORIOS
CON PROPIEDADES ANTAGONISTAS Y SINERGISTAS

Se obtuvieron en tolal 36 aislamientos, 20 de los cuales correspondieron al género Bacilius y 16 al género
Pseudomonas; dichos aislamientos se obtuvieron de hojas y frutos de 18 arboles que no habian recibido
tratamiento quimico (Tabla 1).
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Tabla 1. Cepas aisladas de hojas y frutos de tomate de arbel Estratificaciondel arbol Bacillus Fluorescente

Nofuorescentes
Pseudomonas
Estratificacion Bacillus
del arbol Fluorescentes No
N fluorescentes
Hojas Frutos Hojas Frutos Hojas
Superior 3 4 3 2 1
Medio 2 3
Inferior 3 8 1 6
Total 20 16

Al realizar los estudios de caracterizacién de las cepas antagonistas mas promisorias del género Pseudomonas y
Bacillus, utilizando las pruebas microbiolégicas y el método de Sensident, se encontraron 2 cepas sobresalientes,
la P. cepacia y el B. subtilis que fueron aisladas de hojas de tomate de arbol.

En cuanto a las bacterias aisladas a partir de frutos de tomate de arbol con sintomas de Antracnosis, se
encontraron 15 aislamientos de Pseudomonas fluorescentes, encontrandose como la cepa sinergista mas
promisoria la P. aeruginosa. Con relacion a las cepas de Trichoderma, se encontré un solo aislamiento comoe el
mas promisorio antagonista.

Prueba sobre germinacién de conidias y formacion de apresorios. En la Tabla 2, se presentan los resultados
oblenidos para germinacion y formacion de apresorios de C. gloeosporioides con las cepas mas promisorias de
bacterias y hongos con potencialidad antagonista o sinergista.

En cuanto a la germinacion de conidias, se encontraron diferencias altamente significativas entre los tratamientos,
ratificando que las cepas previamente seleccionadas como antagonistas P. cepacia, B. subtilis y Trichoderma,
tienen esta accion. Ademas, es importante resaitar que la cepa P. aeruginosa seleccionada inicialmente como
sinergista lo confirma en esta prueba, ya que en germinacion de conidias no afectd a C. gloeosporicides, dado
que entre P. aeruginosa y el testigo no se encontraron diferencias significativas para germinacion, en cambio si
estimulé la formacion de apresorios, ya que se encontraron diferencias altamente significativas entre estos dos
tratamientos.

Tabla 2. Comportamiento de algunas cepas promisorias sobre la germinacion y formacion de apresorios de
Collgtotrichum

Tratamientos. | Tiempo Germinacion | Protoapresorio Apresorio

! (h) (%) (%) (%)

Coiletotrichum (Testigo) | 24 82a 1 5b*

48 B84 a 2 6b

P. aeruginosa  (sinergista)vs 24 71a 5 24a™
Colletotrichum 48 73a 7 3a
Trichoderma sp. Vs 24 57c¢ 1 3b
Colletotrichum 48 62 ¢ 2 5b
Bacillus subtilisVs Colletotrichum 24 51 ¢d 1 1b
48 56 cd 1 2b
| P. cepaciavs Colletotrichum 24 49 cd 1 2b
! 48 | 55 cd 1 3b
[CV | 10.6 | 10.9

** Altamente significativo, a un nivel de 5%
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Sobre la formacidn de apresorios, Blakeman (1977), Parbery (1978) y Swinburne (1876), demostraron que existen
cepas de Pseudomonas fluorescentes ue poseen sustancias quelatoras, como los sideréforos bacteriales que
tienen gran &videz por el hierro, que en situaciones de stress severo por deficiencia de este elemento contenido en
la matriz conidial estimulan la germinacién y formacion de apresorios en C. dematium, C. gloeosporioides, C.
acutatum y C. musae.

Sobre antagonismo, Leben (1965), reporta que P. cepacia inhibié la germinacion y el crecimiento micelial de C.
lagenarium procedente de pepino, debido a la produccion de butanol soluble y antibibticos.

Por otra parte, Ragazzi (1996), reporta que cepas de T. harzianum y T. viride inhibieron la germinacion y el
crecimiento micelial de Colletotrichum en estudios in vitro. Estos reportes corroboran que el efecto inhibitario
sobre |la germinacion de conidias de C. gloeosporioides, se debié a alguna de las propiedades antifingicas que
este organismo posee.

Prueba de antagonismo y sinergismo para crecimiento micelial de Colletotrichum (in vitro) (Antibiograma}. En la
Tabla 3, se presentan los resultados de los antibiogramas para observar el crecimiento micelial de Colletotrichum
frente a organismos antagonistas y sinergistas. En ella se resalta que se encontré un efecto antibiético y de
micoparasitismo de Trichoderma sobre Colletotrichum, presenténdose diferencias significativas en el crecimiento
del patégeno, tanto a los 6 dias como a los 18, alcanzando un desarrollo de 20 mm, comparado con el tratamiento
Testigo (Colletotrichum - solo), el cual fue de 40 mm.

Sobre este efecto, Khetmalas (1984), observd un antagonismo de Trichoderma viride sobre las hifas de C.
gloeosporioides, demostrando que Trichoderma crece sobre el patégeno y cubre la superficie del medio similar, a
lo que ocurrio en este trabajo,

Aislamiento de Colletotrichum y prueba de patogenicidad. Analizando los resultados de las pruebas de laboratorio
aplicadas a los dos tipos de inéculo (inéculo natural e indculo in vitro), se encontraron diferencias altamente
significativas con respecto a la severidad con el método de herida, ya que el inéculo natural y el in vitro tuvieron
una incidencia de 100% y una severidad de 8 y 5.7, respectivamente. Con el método sin herida también se
encontraron diferencias allamente significativas con respecto a la severidad, ya que el indculo natural tuvo una
incidencia y severidad del 56% y 3.7, respectivamente, mientras que con el indculo in vitro fue solo de 16% y 1.1
de severidad (Tabla 4). Estos resultados ratifican que el indculo natural obtenido directamente de frutos en el
campo es mas patogénico que el indculo puro que se obtiene in vitro; el hecho de haber obtenido una mayor
incidencia y severidad utilizando inoculo natural sin causar herida a los frutos permitié sospechar la existencia de
una accion sinergista de otros organismos con Collelotrichum, especialmente con bacterias del género
Pseudomonas, que al aprovechar el hierro presente en la masa conidial promueven la germinacion de
esporas e induce la formacion de apresorios, estructura sin la cual Colletotrichum es incapaz de causar infeccion
{Bailey y Jeger, 1992).

Tabla 3. Antibjograma para crecimiento micelial en (mm) de

Colletotrichum Estudios in vivo del potencial antagénico
sinergista sobre Colletotrichum

Dias
Tratamiento 6 12 1B Prueba de Preinoculacion - método con herida
Colletotrichum {testigo) 12a 25a 40a En la Tabla 5, se presentan resultados d
F. aerugmosa Vs Colletatrichum 12a 218 J0b  incidencia y severidad de Antracnosis en fruto
Trichoderma sp. Vs Collelotrichum 6b 16¢ 20d de tomate de arbol en la prueba d
Bacillus subtilis Vs Colletotrichum 12a 23 ab 27 ¢ preinoculacion con herida, Realizados lo
F. cepacia Vs Colletotrichum W EE 21 b o5 ¢ analisis de varianza y las pruebas de Tukey,

nivel del 5% de significancia, se encontraro
diferencias altamenie significativas entre los
tratamientos, tanto para la incidencia como para la severidad. Encontrandose que el grupo de ias cepas
antagonistas {B. subtilis {T1), P. cepacia (T2) y Trichoderma (T3)] son iguales entre si y difieren del grupo de los
testigos relativos [Colletotrichum (Inéculo in vitro-T5), Colletotrichum (Indculo natural-T6)] y del sinergista (P.
aeruginosa-T4)
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Tabla 4. Incidencia y severidad de ila Antracnosis en fruios de tomate de arbol {(Solanum belacea), de acuerdo
al tipo de indculo y la edad del fruto con con el método con herida y sin herida, a los 12 dias

Con herida "~ Sin herida
Tratamiento Incidencia [ Severidad Incidencia Severidad

, | {%) {%)

Verde mediano IN | 100 g 78a 60 ab | 3.1a

Verde grande IN | 100 a 86a 70 ab ' 36a

Maduro IN | 100 a 7.6 ab 40 abc 4.5ab
! Promedio | 100 8.0 56 37
| Verde mediano IV | 100 a 58¢ 20 be 1.2 ab
| Verde grande v | 100 a 6.2 bc 20 bc 1.2ab
| Maduro v | 100 a 52¢c 10¢ 1b
| Promedio | 100 | 5.7 16 i1

IN: Inéculo natural

IV: In6cuto in vitro

Estos resultados continuan ratificando que en el filoplano y en frutos enfermos por Colletotrichum se alberga una
gran cantidad de microorganismos, unos con accidon antagonista con polencialidad de usarse como agentes
biocontroladores y otros con propiedades sinergistas, convirtiéndose este Gltimo caso en uno de los primeros
reportes de la existencia del sinergismo con Colletotrichum en tomate de arbol.

Este fendmeno puede ser la explicacion de los muchos fracasos o controles ineficientes en el manejo de la
enfermedad, corroborada con el comportamiento eficiente del indculo natural, el cual dio una incidencia del 100%
y 8.6 de severidad.

Parbery (1978), menciona que para gue se suceda la infeccion por Colletotrichum, es necesario la formacion de
apresorios. Por lo tanto, el sinergismo con P. aeruginosa es debido a la estimulaciéon de la germinacion y
formacion de apresorios {McCraken), 1979).

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

Con respecto a los antagonistas
fenémeno ampliamente estudiad

por varios investigadores
Tratamiento Incidencia {%) = Severidad Janisiewicz (1988), encontré u
'B. subtilis Vs Colletotrichum 60 ab | 45D efecto antagénico de P. cepacia e
P. cepacia Vs Colletotrichum 20 be 40cb manzano contra P. expansum y B
Trichoderma sp. Vs Collstotrichum 30 be 43¢ch Cinerea.
P. aerugingsa Vs Colletotrichum 100 a 7.5a )
Colletotrichum (IV) - Testigo relativo 100 a 66a por alguno de los diverso
Colletotrichum (IN) - Testigo relativo 100 a 86a mecanismos de accion que posee
[Agua destilada (Testigo absoluto) 00c 00¢c Esta accion antagonista est
! Promedio 50 5 plenamente documentada par

varios palogenos del filopian
{Dubos, 1981, Belanger et al., 199

IN: Indculo natural y Elad, 1995).

IV: Indcuto in vitro

CONCLUSIONES

De 53 aislamientos del filoplano de hojas y frutos de tomate de &rbol, se obtuvieron: de Bacillus, 20 cepas;
Pseudomonas , 31 cepas y de Trichoderma, 2 cepas,

En estudios in vivo, el hecho de que el indculo natural comparade con el indculo in vitro haya causado una mayor
severidad sobre los frutos de tomate de arbol sin herida, es una prueba de la existencia del fendmeno del
sinergismo, ya que P, aeruginosa fue aisiada de alli.
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La cepa de Pseudomonas aeruginosa La cepa de Trichoderma ejercié un buen efecto sobre Colletotrichum en
frutos de tomate de arbol, posiblemente, favorecié la germinacitn y estimul6 la formacion de apresorios de
Colletotrichum, comportandose como una cepa sinergista, dicha cepa causé una gran severidad sobre la fruta en
los estudios in vivo.

Los aislamientos nativos identificados como Trichoderma, Pseudomonas cepacia y Bacillus subtilis, presentaron
un efecto antagdnico sobre Colletotrichum en los estudios in vitro; sin embargo, las cepas de P. cepdacia y
Trichoderma, fueron las dnicas que inhibieron el desarrollo de la enfermedad sobre frutos de arbol en laboratorio.

Teniendo en cuenta la existencia de organismos sinergistas, la decisién de emplear el control biolégico debe ser
cuidadosa, ya que es muy facil potencializar a C. gloeosporiodes.

Todos los resultados estan indicando que para |a zona es factible involucrar dentro del maneje integrado de la
Antracnosis el control biotégico.
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