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RESUMEN

Uno de los principales problemas fitopatolégicos que afecta
el cultivo de arveja es el amarillamiento causado por el hongo
Fusarium oxysporum, generando pérdidas considerables en
las zonas productoras. Este trabajo, se llevé a cabo en el
laboratorio e invernadero de la Universidad de Narifno, situado
a una altura de 2.486msnm, a una temperatura promedio de
18°C, con el fin de evaluar el antagonismo de P, fluorescens
frente a £ oxysporum en arveja L. El aislamiento de F
oxysporum, se realiz6 tomando tejidos afectados de raices
y de tallos de plantas de arveja, los cuales, se sembraron, se
purificaron y se multiplicaron en PDA; la seleccién de la cepa,
se efectud con base en la prevalencia en todas las zonas y por
la velocidad en su crecimiento, obteniendo la cepa FTR. El
aislamiento de P, fluorescens, se practicé en raices y en tallos
de plantas sanas de arveja, que se encontraban en focos con
amarillamiento, que se sembraron y se multiplicaron en agar
Cetrimide, obteniendo las cepas PPC, PPO y PPL, después
de haber realizado pruebas morfolégicas y bioquimicas. Para
evaluar el antagonismo, las pruebas duales se produjeron en
medio Agar Nutriente, donde la cepa PPC presenté mayor
control del crecimiento de F oxysporum bajo condiciones
in vitro. En las pruebas de invernadero, la incidencia de la
enfermedad contrasté de un 90,31 a 6,55% con la bacteria,
con respecto al testigo, mostrando la eficiencia antagénica de
la cepa PPC de P, fluorescens en el control de F. oxysporum,
bajo condiciones controladas.

Palabras clave: Control Bioldgico, Rizobacteria, incidencia,
amarillamiento.

SUMMARY

The yellowing pea caused by Fusarium oxysporum is the
most problem in the crop and its damage to bring economic
losses. This research was carried out in the laboratory and
greenhouse of the University of Narino, located at 2486 masl
to an average temperature of 13°C., in order to evaluate the
antagonism of P fluorescent facing F. oxysporum on pea
Pisum sativum L. The isolation of F oxysporum affected
tissue was made from roots and stems of pea plants,
which were multiplied and purified on PDA, strain selection
was based on the prevalence in all zones and the speed in
their growth, obtaining the strain FTR. The isolation of P
fluorescent was made from roots and stems of healthy pea
plants that were in focus with yellowing, which were purified
and multiplied in Selective Cetrimide Agar, obtaining strains
PPC, PPO and PPL; after biochemical tests. The tests were
made in dual in medium Nutrient Agar, in which the strain
showed higher PPC antagonism to control the growth of F.
oxysporum under In vitro conditions in the laboratory. In
greenhouse tests the incidence rose from 90.31% to 6.55%
with the bacteria compared with the control, showing the
efficiency of the antagonistic strain P fluorescens PPC in the
control of F' oxysporum under controlled conditions.

Key words: Biological Control, Rhizobacteria, incidence,
yellowing.
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INTRODUCCION

En Colombia, la arveja (Pisum sativum L.) es cultivada
en minifundios, localizados en zonas de ladera, en
alturas comprendidas entre los 2.000 y 3.000msnm, con
temperaturas promedios de 12 a 17°C (Tamayo, 2002).
Existen variedades. como la Piquinegra, la Parda, la Pajarito,
la Guatecana y Bogotana (CCI, 2000); sin embargo, el
material Santa Isabel ocupa casi la totalidad del &rea
sembrada, ya que satisface los requerimientos del mercado.
La homogeneidad de la variedad representa una desventaja
desde el punto de vista fitosanitario, haciendo que el manejo
de enfermedades producidas por patégenos sea cada vez
mas costosa y dificil (FENALCE, 2002).

El amarillamiento causado por Fusarium oxysporum f. sp.
pisi Schtdl en arveja, es una de las enfermedades prevalentes
y daninas, en cultivos intensivos. Esta enfermedad puede
ocasionar pérdidas que varian del 30 al 50%, dependiendo
de la incidencia, especialmente, en variedades susceptibles y
bajo condiciones climéaticas favorables para el desarrollo del
patégeno. Los sintomas de la enfermedad inician con una
clorosis, seguida por el achaparramiento de las plantas, que
luego se marchitan y, finalmente, mueren (Tamayo, 2002;
Buitrago et al. 2006; FENALCE, 2007). En el departamento
de Narino al no encontrarse variedades resistentes al
amarillamiento, la rotacién de cultivos y los sistemas de
prevencién, aun cuando sean técnicas seguras, tienen un
valor limitado y, el control quimico, se convierte en uno de
los métodos més utilizados, pero no suficiente, ya que el
hongo se encuentra ampliamente distribuido y es persistente
en los suelos; en tiempos de lluvia, la incidencia incrementa
a escalas epidémicas, con pérdidas considerables para los
agricultores (Sanudo et al. 2001).

Las bacterias del género Pseudomonas tienen un gran
potencial de degradacién de compuestos aromaticos y
xenobidticos, presentando la capacidad de colonizar el
sistema radicular de plantas, formar biopeliculas y ser
manejable desde el punto de vista genético (Matthijs et al.
2007). Pseudomonas fluorescens Migula es un grupo de
bacterias habitantes del suelo, estas son predominantemente
numerosas en la microflora de la rizosfera de muchas plantas,
siendo las primeras en colonizar las raices jévenes. Mucho
de estos organismos suprimen enfermedades en las plantas,
protegiendo las raices y las semillas de la infeccién de los
patégenos presentes en el suelo (Weller, 1988).

Segun Lim et al. 1991; Loper & Buyer, 1991; Mukerji, 2004
y Matthijs et al. 2007, P .fluorescens, se ha registrado como
antagonista de F. oxysporum en varias especies vegetales. En
la actualidad, se estan estudiando nuevas formas de manejo
para el control de plagas y de enfermedades, puesto que
los mercados internacionales tienen estrictas medidas para
el ingreso de productos agricolas con trazas de productos

quimicos, como se establece en el Acuerdo de Medidas
Sanitarias y Fitosanitarias (MSF) (OMC, 2008), por lo cual, se
crea la necesidad de adoptar nuevas alternativas de manejo.

Con base en lo anteriormente expuesto, se planted el presente
trabajo de investigacién, con el objetivo de aislar, desde
la rizosfera de plantas de arveja, cepas de P fluorescens,
para evaluar antagonismo contra F. oxysporum f. sp. pisi
bajo condiciones de laboratorio e invernadero, sobre las
variedades de arveja ICA-CORPOICA Sindamanoy, Obonuco
Andina, Obonuco, San Isidro y Santa Isabel.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo, se realiz6 en el laboratorio de
microbiologia e invernadero de la Universidad de Narifio, en
la sede de Torobajo (Pasto, Narifo), situado a una altura de
2.486msnm y a una temperatura promedio de 13°C.

Para el aislamiento de las P fluorescens, asi como de F
oxysporum, las muestras se recolectaron en lotes de arveja
ubicados en los municipios de Potosi, de Ipiales, de Pupiales,
de Yacuanquer, de Imués, de Tangua y los corregimientos
de Mapachico, de Catambuco y de La Laguna, en el
municipio de Pasto. Para el aislamiento y la purificacién de
F. oxysporum, se tomaron tejidos afectados de raices y de
tallos, se cortaron trozos de 5mm de lado, los cuales, se
desinfectaron durante dos minutos en hipoclorito de sodio
al 0,5%; luego, se hizo un enjuague durante un minuto en
agua destilada. Posteriormente, se colocaron los cortes
sobre papel filtro esterilizado, hasta que no se observé
humedad. Para la siembra, se colocaron cuatro trozos en
cajas de Petri, con medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA), formando un cuadrado; luego, se sometieron a
incubacién a 25 y 28°C, observando diariamente la aparicién
de colonias (Avila de Moreno, (2003). Para la identificacién
del hongo, se montaron placas con las estructuras del hongo
agregando lactofenol, més azul de algodén, para su tincion.
Se observaron al microscopio electrénico, tomando como
criterios taxonémicos los propuestos por Alexopoulus et al.
(1996), Booth (1977) y Barnett (1960).

La cepa de F oxysporum, se seleccioné evaluando el
crecimiento de las colonias durante quince dias, en cajas
Petri con PDA; las mediciones, se hicieron en milimetros dia
y se realizaron con un calibrador pie de rey, seleccionando,
Unicamente, la cepa con una mayor velocidad de crecimiento
y prevalencia en las zonas en estudio, de acuerdo a su
coloraciéon, Alexopoulus et al. (1996); Sanudo et al. (2003).

Para el aislamiento de la bacteria antagonista, el material
vedgetal se seleccion6 de plantas sanas, en donde se
presentaban focos de plantas con los sintomas de
amarillamiento, marchitamiento y muerte, en este caso,
de las raices de plantas; se cortaron en trozos de 5mm de
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longitudy se deposité en Beakers de vidrio, con 300ml de agua
estéril desionizada; después de agitar manualmente durante
15 minutos y de esta solucién, se realizaron las siembras
por diluciéon sobre placas de medio de Agar Cetrimide
(MERCK 5284), que es selectivo para P fluorescens. Para la
purificacién, se tomaron colonias individuales, que fueron
llevadas a cajas Petri con Agar Cetrimide y Agar King B, para
pruebas de fluorescencia (Pérez & Leguizamén, 1998).

La selecciéon de las cepas de la bacteria, se procedié
Unicamente con las colonias que dieron positivo a pruebas
de Fluorescencia, negativas a tincién de Gram y positivas
para oxidasa (Matthijs et al. 2007).

El crecimiento dual, se efectué en cajas Petri con Agar
Nutriente, ya que en PDA el desarrollo de la bacteria es
minimo; se sembraron discos de 10mm de diametro de la
colonia pura de F oxysporum, extraida previamente con
sacabocados en los extremos de la caja Petri con PDA; la
colonia pura de P .fluorescens fue extraida previamente de
cajas con medio de cultivo Agar Cetrimide y sembrada tres
dias después en la misma caja Petri, a una distancia de 70mm
de la colonia de F’ oxysporum, usando, de igual forma, un
disco de 10mm de didametro de cada cepa (Sanudo et al.
2003)

La incubacién, se efectué a temperatura ambiente con
un monitoreo diario durante 45 dias; las mediciones del
crecimiento del hongo, la bacteria y el halo de inhibicién,
se hicieron en mm y fueron realizadas con un calibrador pie
de rey, siendo suspendidas hasta que el halo de inhibicién
de la bacteria logré crecer hasta el extremo opuesto del
crecimiento micelial del hongo (Mérquez et al. 2002).

Se elaboré un Diseno Irrestrictamente al Azar con tres
tratamientos (Cepa PPC, PPO y PPL de P fluorescens) y
cinco repeticiones; los tratamientos correspondieron a
las tres cepas bacterianas. Los resultados obtenidos, se
analizaron mediante un Anélisis de Varianza y una Prueba
de Significancia de Tukey, en el programa estadistico
Statgraphics Plus versién 5.1.

Las pruebas de invernadero, se efectuaron con cuatro
variedades de arveja ICA CORPOICA Sindamanoy (ICS),
Obonuco Andina (OA), Obonuco San Isidro (OSI), Santa
Isabel (SI), empleando un Diseno irrestrictamente al Azar, con
arreglo factorial 4x4, que correspondié a 16 tratamientos y
cinco repeticiones; la unidad experimental estuvo compuesta
por cinco plantas sembradas individuamente en bolsas de
1kg, con suelo previamente esterilizado.

La inoculacién con Pseudomonas consistié en semillas de
arveja, previamente inoculadas durante 24 horas, en una
solucién de 50c.c. de agua esterilizada y P .fluorescens, a
una concentracion de 9 x 106ufc/ml, de acuerdo a la escala

de McFarland’s (Kirdly et al. 1974); las semillas fueron
inoculadas un dia antes de la siembra (Pérez et al. 2000).

La inoculacién con Fusarium consisti6 en el empleo de
semillas de arveja sin contaminacién bacterial, inoculandose
el sustrato siete dias previos a la siembra con F. oxysporum,
con una solucién de 50c.c. de agua esterilizada y F
oxysporum, a una concentracién de 1 x 106 conidias por
mililitro, obtenidas en la cdmara de Neubauer, siendo
aplicada esta solucién por bolsa.

La inoculacién con F oxysporum + R fluorescens consistio
en sustrato inoculado siete dias previos a la siembra con F
oxysporum, en una soluciéon de 50c.c. de agua esterilizada a
una concentraciéon de 1 x 10¢ conidias por mililitro, obtenidas
en la cdmara de Neubauer, siendo aplicada esta solucién por
bolsa, y semillas de arveja, previamente inoculadas 24 horas
antes de la siembra, en una solucién 50c.c. de agua esterili-
zada y P, fluorescens, con una concentracién de 9 x 106 ufc/
ml, obtenidas en la cAmara de Neubauer, las semillas fueron
inoculadas un dia antes de la siembra (Pérez et al. 2000).

Para el caso del testigo, no se realiz6 ningin tipo de
inoculacién en las semillas de arveja y el sustrato.

Las variables evaluadas fueron el porcentaje de emergencia,
la cual, se evalué durante los primeros siete dias posteriores
a la siembra, con la siguiente férmula: Porcentaje de
emerdgencia = (Numero de plantulas emergidas / Nimero
de semillas sembradas) x 100 y dias a emergencia durante
los primeros siete dias posteriores a la siembra, contando
el nimero de dias que se tardé en emerger cada semilla en
la bolsa. La incidencia de la enfermedad, se evalué por la
sintomatologia de las plantas descrita por Tamayo (2002);
esta evaluacion se realizé durante sesenta dias.

Los resultados obtenidos, se sometieron a un Andlisis de
Varianza y una Prueba de Significancia de Tukey al 0.05 en
el programa estadistico Infostat Profesional 1.1. Ademas,
para el anélisis de varianza del porcentaje de emergencia y el
de incidencia, se efectud una trasformacién con la férmula:
Arcosen V X.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el muestreo realizado en las distintas zonas en estudio del
Departamento de Nariho con problemas de amarillamiento
en arveja, se obtuvieron tres tipos de cepas de F. oxysporum
(Tabla 1), que se caracterizaron por presentar macroconidias
curvadas y pluriseptadas, con una célula apical méas o menos
puntiaguda (Figura 1E y 1F); también se hall6 microconidias
unicelulares, similares en ancho a los macroconidias, con
una base redondeada o truncada; el micelio encontrado fue
denso y algodonoso, correspondientes al género Fusarium
(Alexopoulos et al. 1996; Booth,1977; Barnett, 1960).
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Tabla 1. Distribucién y caracteristica morfolégica de las cepas de Fusarium oxysporum.

Color
Rojo Rosado Anaranjado
Zona
Zona centro Catambuco X X
Mapachico X X
La laguna X
Zona cerealista Yacuanquer X X
Imues X X
Tangua X X X
Zona sur Ipiales X
Pupiales X X
Potosi X X

Figura 1. Aislamiento e identificacién de cepas de F. oxysporum y P, fluorescens. A. Cepa de F. oxysporum FTR de coloracién
rojiza. B. Cepa de P, fluorescens PPC. C. Cepa de F fluorescens PPO. D. Cepa de P, fluorescens PPL. E. Conidioforo. F.
Acercamiento macroconidia septada en 3. G. P, fluorescens al microscopio (tincién de Gram). H. Antagonismo.

En la zona Centro, se percibieron cinco cepas; en la
Cerealista, siete y en la zona Sur, cinco, siendo la més
abundante la de coloracion rojiza. Segun Seifert (2001), las
colonias de los distintos F; oxysporum que crecen moderada
a profusamente, tienen diversos colores, especialmente, en
el reverso de la colonia, excepto pardo oscuro o negro.

La seleccion de la cepa de F oxysporum, se basé en la
morfologia o el crecimiento de las cepas, encontrandose
que la cepa FTR, correspondiente al municipio de Tangua
de color rojo (Figura 1A), tuvo un promedio de crecimiento
0,2mm/dia de radio més que las otras cepas aisladas; esta,
al igual que las otras de la misma coloracion, localizadas
en todas las zonas en estudio, obtuvieron un promedio de
crecimiento similar, por lo que fue indiferente la utilizacion
de una cepa especifica en particular de la misma coloracion.




Articulo Cientifico

Guerra, G.A.; Betancourth, C.A.; Salazar, C.E.: Antagonismos Pseudomonas versus Fusarium

Terminado el procedimiento de aislamiento y de purificacién
de la bacteria antagonista, se determind que las cepas fueron
Gram negativas (Figura 1G); al microscopio, se observaron
bacilos cortos; ademés, fueron positivas para las pruebas
de fluorescencia bajo luz ultra violeta y de oxidasa, segin
los resultados obtenidos en las pruebas correspondientes,
por lo tanto, se afirma que corresponden a P fluorescens,
comparado con los pardmetros establecidos por Matthijs et
al. (2007) y Booth (1977).

Se seleccionaron tres cepas potenciales de P fluorescens,
que fueron las encontradas en el municipio de Pasto,

corregimiento de Catambuco: PPC (Figura 1B); en el
municipio de Potosi: PPO (Figura 1C) y, una ultima, en el
municipio de Pasto, corregimiento de La Laguna: PPL
(Figura 1D).

La longitud del halo de inhibicién de P fluorescens frente a
F. oxysporum después del punto de encuentro, se obtuvo
diferencias estadisticas significativas, como se registran en el
anélisis de varianza (Tabla 2).

Al comparar los promedios de longitud de invasién en mm
y utilizando prueba de Tukey, como se observa en la tabla 2,

Tabla 2. Andlisis de varianza y comparacion de los promedios de longitud del halo de inhibicién in vitro dada en mm, de las

tres cepas de P, fluorescens, utilizando prueba de Tukey 95%.

Fv al Sc Cm Fc Ft
Tratamientos 2 414,12 207,06 8,79* 0,0045
Error 12 282,60 23,55
Total 14 696,72
* Diferencias significativas (p < 0,05).
Tratamiento Cepa bacteriana Medida Agrupacion tukey
1 Ppc 11,38 A
2 Ppo 0,45 B
3 Ppl 0,03 B

Tratamientos con letras distintas indican diferencias significativas.

se determiné que la longitud promedio del halo de inhibicién
fue de 11,38mm, en presencia de la cepa bacteriana
PPC, present6 diferencias significativas en relacién a los
tratamientos anteriores, a diferencia de la longitud promedio
reflejada en presencia de las cepas bacterianas PPO y
PPL, con 0,4mm y 0,03mm, no presentaron diferencias
estadisticas significativas.

En los dias a emergencia, se determiné que las variedades
ICA CORPOICA Sindamanoy, Obonuco Andina, Obonuco
San Isidro y Santa Isabel, con el sistema de inoculacién con
P fluorescens mostraron, en promedio, el menor nimero
de dias, con 4,7 dias; ademas, el sistema de inoculacion
con Fusarium+Pseudomonas, con 5,1 dias, revelé los
menores dias a emergencia respecto al testigo, con 5,65
dias, debido a la previa inoculacién con R fluorescens, que
actué como agente promotor de desarrollo y de crecimiento,
concordando con lo encontrado por Garcia (2007).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)
como las P fluorescens, se destacan por sus efectos
positivos, tanto para las plantas como para los ecosistemas;
este efecto se manifiesta a través de diferentes mecanismos
de accién. Existe una cierta proporcién, posiblemente, se
deban a efectos antimicrobiales directos o indirectos, ya que
muchos estudios arrojaron que las P fluorescens inhiben
el crecimiento y deterioran algunos microorganismos
patégenos, entre ellos F oxysporum (Cook, 1993).

Los dias a emergencia con el sistema de inoculacién con
Fusarium con un promedio de 6,35 dias fue el que mas
retraso tuvo con respecto al testigo y a los sistemas de
inoculacién de F fluorescens y de Fusarium+P fluorescens,
debido a la presién ejercida por el patégeno, que impide el
desarrollo en el proceso de germinacién y de emergencia de
la plantula (Agrios, 2002).
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El andlisis de varianza (Tabla 3) del porcentaje de emergencia
mostré diferencias estadisticas altamente significativas
entre las inoculaciones, al igual que entre las variedades
de arveja. En la interaccién, se registraron diferencias
estadisticas significativas, indicando que las inoculaciones
y las variedades no actdan independientemente sobre el
porcentaje de emergencia.

Al comparar los promedios de los porcentajes de emergencia
y utilizando la prueba de Tukey (Tabla 3), se determiné que
los més altos porcentajes los presentaron las variedades San
Isidro, Santa Isabel, Andina y Sindamanoy, con el sistema
de inoculacién de Pseudomonas, con 99,50, 99 y 98,5% de
emerdencia, presentando promedios estadisticos similares
entre si, distinto estadisticamente al sistema de inoculacién de
las variedades San Isidro, Andina, Santa Isabel y Sindamanoy;,

Tabla 3. Anélisis de varianza y comparacion de los promedios del porcentaje de emergencia, utilizando prueba de Tukey 95%.

FV GL SC CM FC p-valor
1,4307 0,4769 289,61%* <0,0001
VARIEDADES 0,0806 0,0269 16,31%* <0,0001
INOC. X VAR. 0,0413 0,0046 2,79% 0,0081
ERROR 64 0,1054 0,0016
TOTAL 79 1,6579
** Diferencias altamente significativas (p < 0,0001) ; *: Diferencias significativas (p < 0,05).

INOCULACIONES VARIEDAD MEDIA AGRUPACION TUKEY
Pseudomonas SAN ISIDRO 99,50 A
Pseudomonas SANTA ISABEL 99,00 A
Pseudomonas ANDINA 98,50 AB
Pseudomonas SINDAMANOY 98,50 AB

Fusarum+Pseudomonas SAN ISIDRO 97,50 BC

Fusarum+Pseudomonas ANDINA 97,00 BC

Fusarum+Pseudomonas SANTA ISABEL 96,50 CDh

Fusarum+Pseudomonas SINDAMANOY 96,00 CDh

Testigo ANDINA 94,00 DE

Testigo SAN ISIDRO 94,00 DE

Testigo SINDAMANOY 93,50 DE

Testigo SANTA ISABEL 93,50 DE
Fusarium ANDINA 88,50 E
Fusarium SAN ISIDRO 88,00 E
Fusarium SANTA ISABEL 85,00 F
Fusarium SINDAMANOY 84,50 F

Tratamientos con letras distintas indican diferencias significativas.
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con el sistema de inoculacién Fusarium+Pseudomonas; al
igual que de las variedades Andina, San Isidro, Santa Isabel
y Sindamanoy, con el sistema de inoculacién Fusarium y de
los testigos, con respecto a los testigos de estas variedades.

Las variedades San Isidro, Andina, Santa Isabel y Sindamanoy;,
con el sistema de inoculacién Fusarium+Pseudomonas,
con 97,5, 97, 96,5 y 96%, respectivamente, presentaron
promedios similares entre si y distintos a las variedades
Andina, San Isidro, Santa Isabel y Sindamanoy, con el
sistema de inoculacién Fusarium, con 88,5, 88, 85y 84,5%
de emergencia que presentaron promedios similares entre si
y diferentes al nivel de significancia (p < 0,05), con respecto
a los Testigos Andina y San Isidro con 94% y de Sindamanoy
y Santa [sabel, con 93,5% de emergencia.

Las variedades Andina, San Isidro, Santa Isabel y
Sindamanoy con los sistemas de inoculacién Pseudomonas
y Fusarium+Pseudomonas tuvieron el més alto porcentaje

de emergencia con respecto al testigo y a las inoculaciones
con Fusarium, debido a que las F fluorescens, ademas de
proteger las plantas al ataque de patdgenos, también son
rizobacterias promotoras de crecimiento, dando como
resultado una reduccién en la severidad de las distintas
enfermedades fungosas que se puedan presentar y un
aumento en el desarrollo de las plantas (Alstrom, 1991).

Las P fluorescens poseen la propiedad de producir
sustancias, cuyas principales ventajas son las de estimular
la germinacién de las semillas, acelerar el crecimiento de las
plantas, especialmente en sus primeros estadios, inducir la
iniciacién radicular e incrementar la formacién de raices y
pelos radiculares (Cornelis, 2008).

En cuanto al porcentaje de incidencia de la enfermedad,
se hallaron diferencias estadisticas altamente significativas
entre los tratamientos; entre las variedades de arveja,
se encontraron diferencias estadisticas significativas.

Tabla 4. Anélisis de varianza y comparacién de los promedios del porcentaje de incidencia de la enfermedad utilizando prueba

de Tukey 95%.
FV GL SC CM FC p-valor
INOCULACIONES 3 50,06 16,69 1711,90%* <0,0001
VARIEDADES 3 0,17 0,06 5,65%* 0,0017
INOC. * VAR. 9 0,56 0,06 6,33%* <0,0001
ERROR 64 0,62 0,01
TOTAL 79 51,40
** Diferencias Altamente significativas (p < 0,0001); *: Diferencias Significativas (p < 0,05).
INOCULACIONES VARIEDAD MEDIA AGRUPACION TUKEY
Fusarium SAN ISIDRO 92,64 A
Fusarium ANDINA 90,98 A
Fusarium SANTA ISABEL 88,86 A
Fusarium SINDAMANOY 88,76 A
Fusarum+Pseudomonas SINDAMANOY 8,98 B
Fusarum+Pseudomonas SANTA ISABEL 8,98 B
Fusarum+Pseudomonas SAN ISIDRO 4,16 C
Fusarum+Pseudomonas ANDINA 4,08 C
Testigo SINDAMANQOY 0,54 D
Testigo ANDINA 0,52 D
Testigo SAN ISIDRO 0,00 D
Pseudomonas SAN ISIDRO 0,00 D
Pseudomonas SANTA ISABEL 0,00 D
Pseudomonas SINDAMANOY 0,00 D
Pseudomonas ANDINA 0,00 D
Testigo SANTA ISABEL 0,00 D

Tratamientos con letras distintas indican diferencias significativas.
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En la interaccién, se percibieron diferencias estadisticas
altamente significativas, indicando que las inoculaciones
y las variedades no actlan independientemente sobre el
porcentaje de incidencia, como se registra en el analisis de
varianza (Tabla 4).

Al comparar los promedios del porcentaje de incidencia y
utilizando la prueba de Tukey, como se observa en la tabla
4, se determiné que el maés alto porcentaje de incidencia se
presentd en las variedades San Isidro, Andina, Santa Isabel
y Sindamanoy, con el sistema de inoculacién con Fusarium
92,64, 90,98, 88,86 y 88,76% de incidencia, presentando
promedios estadisticos similares entre si.

Distinto, estadisticamente de las variedades Sindamanoy;,
Santa Isabel, San Isidro y Andina, con un sistema de
inoculacién con Fusarium+Pseudomonas; al igual que
San Isidro, Santa Isabel, Sindamanoy y Andina, con un
sistema de inoculacién con Pseudomonas y de los testigos
Sindamanoy, Andina, San Isidro y Santa Isabel.

Las variedades San Isidro, Andina, Sindamanoy 'y
Santa Isabel, con un sistema de inoculacion con
Fusarium+Pseudomonas, con 4,16, 4,08 y 8,98% de
incidencia que presentaron promedios similares entre si y
diferentes al nivel de significancia (p < 0,05), con respecto
a los Testigos con las variedades San Isidro y Santa Isabel,
con 0% y de las variedades Sindamanoy y Andina, con
0,54 y 0,52% de incidencia, al igual que con el sistema de
inoculacién con Pseudomonas, con las variedades San Isidro,
Santa Isabel, Sindamanoy y Andina, con 0% de incidencia.

En las variedades ICA CORPOICA Sindamanoy, Obonuco
Andina, Obonuco San Isidro y Santa Isabel, frente a las
inoculaciones con F oxysporum, con un promedio de
90,31% de incidencia, se presenté un alto porcentaje de
incidencia de la enfermedad con respecto a los testigos,
de ahi que se confirma lo reportado por Campuzano et al.
(1992; 2001), Checa (1995) y Sanudo et al. (1993), quienes
afirman que estos genotipos son altamente susceptibles a la
enfermedad.

Las variedades de arveja inoculadas con F oxysporum
presentaron lesiones localizadas, principalmente, en la base
del tallo y en la parte superior de la raiz; las lesiones fueron
alargadas, pardo rojizas, ligeramente hundidas (Buitrago
et al. 2006; Sanudo et al. 2001); estas lesiones se pueden
extender a las raices secundarias y la parte inferior del
sistema radical.

La lesién del tallo es primariamente cortical, pero en algunos
casos, se puede extender una decoloracion rojiza del sistema
vascular, hasta una corta distancia sobre la lesion cortical.
Este dltimo sintoma consigue incluir a confusién con el
marchitamiento, pero, en general, el limitado alcance de la

decoloracion vascular es suficiente para distinguir el ataque
del patégeno. En las partes epigeas, los sintomas consisten
en un precario desarrollo; en los casos extremos, la planta se
marchita y muere (Martinez et al. 2004).

Las inoculaciones con P, fluorescens disminuyen la incidencia
de la enfermedad, lo cual, se debe a la baja presion ejercida
por el patégeno (Mukerji, 2004) y a la produccién de uno
o mas metabolitos, como el 2- 4 diacetyl-phloroglucinol,
incluyendo sideréforos, antibiéticos, cianuro y enzimas liticas
e, incluso, las P, fluorescens pueden inducir resistencia para
ciertos patégenos en las plantas; esta induccion activa los
mecanismos de defensa de la plantas, ya sea como barreras
fisicas o quimicas, dependiendo del hospedante y de la
efectividad de la colonizacion de las raices por Pseudomonas.
Se piensa que las pyoverdinas producidas por P, fluorescens
facilitan el control biolégico, apropidndose del hierro que
estd presente en la rizosfera, ayudando a la limitacién severa
de hierro en el ambiente en las raices de la planta, por
consiguiente, se observa el descenso de otros organismos
y por ultimo, la supresién de distintos microorganismos
(Buyer & Leong, 1986).

El papel de las enzimas micoliticas, como la quitina,
producidas por las P fluorescens, en la supresién de
patégenos es de gran importancia en su control de
patégenos. Si las plantas no contienen quitina en las paredes
de las células, se puede hacer el uso de protectores de plantas
con quitina, que también lo tienen los hongos patégenos.
Microscopias electréonicas han revelado la interaccion de F
oxysporum y R fluorescens, y la degradacién del micelio
de F. oxysporum, puesto que las enzimas liticas producidas
de manera extracelular inhiben el micelio y el crecimiento
del conidiéforo, en vez de la germinacién de la espora.
La micdlisis, por lo tanto, se define como la pérdida del
protoplasma en la estructura del hongo y la disolucién
enzimatica de la célula (Lim et al. 1991).

P fluoresens produce antibiético, siendo éste altamente
inhibitorio para F oxysporum; se mostraron que los
mecanismos de supresién en contra de los hongos puede
involucrar enzimas liticas en vez de antibibticos. P stutzeri
YPL-1 produce, de manera extracelular, quitinasa y
laminariansa, cuando crece el micelio de F. oxysporum fsp.
solani, produciéndose polimeros de quitina y de laminarina
(Lim et al. 1991).

Los antibiéticos producidos por algunas P fluorescens son
de gran importancia, destacandolos en la supresién de
enfermedades en las plantas (Mukerji, 2004). La resistencia
sistémica inducida por P fluorescens inducen a un cambio
sostenido en la planta, incrementando la tolerancia a
la infeccién de patégenos, este fendmeno promueve la
resistencia inducida, activando las defensas de las plantas
(dknes et al. 1993).
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Las cepas de F fluorencens fueron eficientes para el control
de F. oxysporum en condiciones controladas, pero existe la
necesidad de ser probada en condiciones de campo, para
evaluar su eficiencia en el control del patégeno. Igualmente,
se detect6 que la cepa de P fluorencens PPC disminuy6 la
incidencia de la enfermedad de un 90,31% a 6,55% con
relacién al testigo en presencia de la bacteria, mostrando
gran eficiencia en el control de F. oxysporum, en condiciones
de invernadero.
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