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Resumen

La marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum en Phaseolus vulgaris (frijol comdn)
es un problema fitosanitario que afecta directamente al rendimiento y economia de los
agricultores, para su control se emplean productos quimicos de contacto; sin embargo, una
alternativa a este uso es el biocontrol, empleando rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPR) con buena capacidad antagonica. En este trabajo se comprard géneros
bacterianos con caracteristicas PGPR; Bacillus (Bacillus sp. “a”, Bacillus sp. “b”,
Rhizobium, Actinobacteria (Streptomyces sp.) y Azotobacter. Prochloraz como control
quimicoy a Bacillus subtilis como control positivo. Como mejor candidato PGPR y biocontrol
tenemos a la cepa de Bacillus “a” (IBAC0212), con una incidencia de 61.54% en parametros
agronémicos de 0.42g y 17.23cm de peso seco y longitud total. Seguido de Rhizobium
(CIAT899) y de la Actinobacteria (QP12) los cuales tuvieron una severidad 3 e incidencia
antagénica de 76.93%, peso seco 0.34 y 0.31 g y una longitud total de 18 y17 cm,
respectivamente. La Azotobacter (QZ1) mostro buen desempefio PGPR. con un peso seco de
0.38g. El objetivo de este trabajo fue evaluar el biocontrol de las cepas con potencial PGPR
frente a F. oxysporum.

Abstract

The vascular wilt caused by Fusarium oxysporum in Phaseolus vulgaris (common bean) is a
phytosanitary problem that directly affects the yield and armers economy. , for its control
chemical contact products are used. However, an alternative to this use is biocontrol, using
plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) with good antagonistic capacity. In this work
we compare bacterial genera with PGPR characteristics; Bacillus (Bacillus sp. "A", Bacillus
sp. "B", Rhizobium, Actinobacteria (Streptomyces sp.) and Azotobacter. Prochloraz as
chemical control and Bacillus subtilis as positive control. As best candidate PGPR and
biocontrol we have to Bacillus “a” (IBAC0212), with an incidence of 61.54% in agronomic
parameters of 0.42g and 17.23cm of dry weight and total length, followed by Rhizobium
(CIAT899) and Actinobacteria (QP12) which has a severity of grade 3 and incidence
antagonistic of 76.93%, dry weight 0.34 and 0.31 g and a total length of 18 and 17 cm,
respectively, Azotobacter (QZ1) showed good performance PGPR with a dry weight of 0.38g.
The objective of this work was to evaluate the biocontrol of the strains with PGPR potential
against F. oxysporum.
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1. Introduccion

En Per( se cultivan aproximadamente 2000 hectareas
de doce especies comerciales de leguminosas, siendo el
Phaseolus vulgaris el de mayor demanda, por su alto
contenido en nutrientes y bajo costo. Uno de los
problemas fitosanitarios de gran importancia en este
cultivo es el marchitamiento vascular ocasionado por
Fusarium oxysporum, un hongo saprofito, capaz de
sobrevivir y crecer por largos periodos de tiempo en el
material organico del suelo (Fravel et al., 2002). Este
patdgeno presenta estructuras de resistencia llamadas
Clamidosporas que germinan produciendo micelio y
esporas, las cuales penetran en las raices a través de
heridas ocasionadas por el manejo agrondmico,
insectos, nematodos o por las raices secundarias al
emerger (Zapata et al., 2012).

La marchitez vascular en frijol es la enfermedad més
limitante en el proceso productivo, causando grandes
pérdidas econémicas debido a su alto porcentaje de
incidencia y severidad (Galindo y Pardo, 2010; Garcia,
2018), llegando a una pérdida del rendimiento del 53%
(Navarrete-Maya et al., 2009). El manejo convencional
de esta enfermedad por los agricultores es dificil,
teniendo que recurrir al uso de fungicidas que a veces,
resultan deficientes, incrementan los costos de
produccion, contribuyen a la contaminacion ambiental
y deterioran la biota del suelo.

Por ello, ante las limitaciones en el manejo de la
enfermedad, surge la necesidad de plantear alternativas
sustitutivas o complementarias a las existentes, como el
biocontrol o control bioldgico, importante para la
recuperacion del equilibrio de los agroecosistemas y
para el aprovechamiento del potencial antagonista
natural de ciertos microorganismos contra patégenos
vulnerables. El biocontrol es el componente del manejo
integrado de enfermedades mediante el uso de
organismos Vivos tipo PGPR, con el fin de suprimir la
densidad poblacional o el impacto de un organismo
patdgeno especifico, haciéndolo menos dafino
(Avendafio y Arbelaez, 2006; Mejia-Bautista, 2016).

Las PGPRs actian como fitoestimulantes produciendo
sustancias bioactivas para incrementar el crecimiento
de las plantas, ademas las protegen contra los patdgenos
por interacciones de antagonismo directo o indirecto.
Dentro de estos se encuentran: Agrobacterium,

Arthrobacter, Actinomicetos, Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium,
Klebsiella, Micrococcosa, Rhizobium, Pantoea,

Pseudomonas entre otros (Bruto et al., 2014).

El control de los fitopatogenos mediante el uso de
microorganismos antagonistas es una practica mundial,
lo que ha llevado a la investigacion y blsqueda de
nuevos aislamientos que sean efectivos en el control
bioldgico (Flores y Roque, 2017).

En el presente trabajo se evalGan en condiciones de
invernadero, el efecto biocontrolador de cuatro géneros
de PGPR en el marchitamiento vascular del frijol,
ocasionado por F. oxysporum como contribucién al
desarrollo alternativo del manejo integrado de la
enfermedad.

2. Materiales y métodos
2.1 Ubicacion

El ensayo en vivo se llevo acabo en el invernadero de
Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM, Lima-Pert). Los géneros con
caracteristicas PGPR: Bacillus (a y b), Rhizobium,
Streptomyces y Azotobacter fueron obtenidas del banco
de cepas del laboratorio de Ecologia Microbiana y
Biotecnologia (LEMYB) (Dpto. Biologia, Facultad de
Ciencias, UNALM).

2.2 Material bioldgico y medios de cultivo
2.2.1 Germinacion de semillas

Se evalud el porcentaje de germinacion (85%) de
semillas de frijol comdn (Phaeolus vulgaris) var.
canario, obtenidas del Programa de Leguminosas de la
UNALM, pregerminadas por 3 dias, con una radicula
de 2 cm (Zufiiga, 2012).

2.3 Reactivacion y preparacion de inéculos

Las cepas bacterianas fueron reactivas en Agar levadura
Manitol (LMA) por 3 dias, luego sembradas en 15 ml
de Caldo Levadura Manitol (LMC) a 28 °C por 2 dias,
auna OD de 0.5 y una concentracion de 10 UFC/ml.

La cepa de F. oxysporum fue reactivada en el LEMYB,
en Agar Papa Dextrosa (PDA) por una semana a 25 °C
y luego repicado en placas de Agar Avena (OMA), con
10 ml de solucion salina estéril y se recuperaron las
esporas en un recipiente estéril.

Las esporas se cuantificaron en cdmara de Neubauer y
se diluyeron hasta obtener 10° conidias/ml.

2.4 Experimento en invernadero

Se trabaj6 con sustrato de jardin tamizado para maceta,
gue consiste en musgo y suelo de chacra (1:1),
obtenidos del Programa de Ornamentales (UNALM),
esterilizado por 2 dias a 121 °C.

En una maceta de 900 g con el sustrato preparado, se
sembraron 2 semillas pre germinadas, se inoculé 1 ml
de caldo bacteriano a cada maceta. Al control quimico
se le agregd 0.45 g/ml de Prochloraz. Transcurridas
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cinco semanas se le inocul6 el patégeno, inyectando 10
ml de la solucion en el cuello de planta (Figura.1).

Figura 1. Inoculacién de los tratamientos con 10 ml de la
solucién fungica.

Las macetas se distribuyeron en el invernadero en
arreglo completamente al azar (DCA). Se proporcion6
las condiciones adecuadas para el desarrollo de las
plantas con un riego a demanda.

2.5 Datos agronomicos a evaluar
Peso seco, peso fresco, longitud total de raiz y tallo.
2.6 Grado de severidad

La incidencia de las pudriciones de raiz se calculé con la
férmula de Van der Plank(1975):

I =PE/PT X100

Donde, | = indice de incidencia (%), PE= nlimero de
plantas afectadas y PT= nlmero total de plantas.

2.7 Disefio experimental

Se probaron nueve tratamientos con cinco cepas
obtenidas del banco de cepas: QP12, Actinobacteria
(Streptomyces) (1); IBAC0212, Bacillus “a” (2);
Bacillus “b” (5); CIAT899, Rhizobium (3): QZ1,
Azotobacter (6); una cepa comercial de Bacillus subtilis
(10g/LSL) (8x108 UFC/ml) (4) usado como control
positivo.

Un control quimico con Prochloraz (450 g/L EC) (7),
un control sin inocular (H-) (8) y un control inoculado
con el hongo Fusarium (H+) (9).

Empleando un diseflo DCA y distribuidos en tres
blogues, se realizaron 13 repeticiones con 2 plantas en
cada maceta.

2.8 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizaron analisis de
varianza, Anova (p < 0.05) y la comparacion de medias

segun test de rangos multiples de Fisher (LSD), con el
paquete estadistico Statgraphics version 5.0, 2000.

3. Resultados y discusion

Los pardmetros de temperatura durante el ensayo fueron
de 22 °C promedio, méxima de 27 °C y minima 16 °C.

Dos semanas después de la inoculacion con el patdgeno se
procedi6 a evaluar los tratamientos, se observo marchites
foliar, multiples lesiones necréticas y de color rojizo en
cuello de planta y pudricién radicular (Figura 2)

Se obtuvo una Anova de 0.002, con 6 grupos de diferente
homogeneidad entre los tratamientos (Tabla 1).

En los parametros agronémicos obtenidos, se destaca que
Bacillus “a” gener6 mayor peso seco (0.42g), sequido de
Azotobacter con 0.38g. y Rhizobium con 0.37g. En
longitud total, el Actinomiceto con 18.0 cm, Bacillus “a”
con 17.23 cm y Rhizobiun con 17cm; mientras que en
biocontrolador contra F. oxysporum se observa a Bacillus
“a” con una severidad 5 y 61.54% de incidencia, seguido
del Actinomiceto con severidad de 3 e incidencia del
76.93%, los cuales destacan frente a los demas
tratamientos y controles (Tabla 2 y 3) (Figura 3y 4).

De manera general se observa al Bacillus “a” con mejores
caracteristicas frente al control positivo (biocontrol),
respaldado por la cepa comercial de Bacillus subtilis (4)
del mismo género el cual tiene buen peso seco (0.32g),
longitud total (19.38cm), indices de severidad (1) e
incidencia (53.85%).

B. subtililis, es un género muy estudiado y conocido
biocontrolador efectivo, con mecanismo de liberacién de
compuestos antifingicos como la subtilina y otros
antibidticos de la familia de las Iturinas, que actGan sobre
la pared celular de los hongos (Fernandez-Larrea, 2001).

El efecto biocontrolador de B. subtilis ha sido reportado
sobre enfermedades tipo manchas foliares y tizén, que no
son enfermedades producidas por Fusarium; sin embargo,
no hay resultados que indiquen que es biocontrolador del
hongo que produce la marchitez vascular (Guillen et al.,
2006). Las 2 cepas pertenecientes al género Bacillus “a” y
“b” tuvieron un comportamiento distinto, pero con
incidencia mayor al 50% (Tabla 2).

Por otro lado, resalta la eficacia de la Actinobacteria
(Streptomyces), muy conocida por producir compuestos
bioactivos con diferentes actividades antiflngicas y
antivirales (Schumacher et al., 2003), mas del 75% de los
antibidticos comercialmente Utiles se derivan de este
género (Pelaez, 2006); muy valorado en el campo agricola
por su potencial control bioldgico contra los fitopatdgenos
(Gonzalez-Franco y Robles-Hernandez, 2009). También
por producir metabolitos con actividad antimicrobiana,
para biocontrol (Park et al., 2002).
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Enzimas extracelulares como quitinasas y fB-1,3-
glucanasas desempefian una funcion significativa en la
actividad antifngica y  biocontroladora, siendo
responsables del micoparasitismo ejercido por ciertas
cepas de Streptomyces y la supresion de enfermedades
en las plantas (Gonzalez et al., 2004). En nuestro ensayo
el tratamiento con Actinomiceto, mostro severidad de 3
e incidencia del 76.93% respecto al control inoculado.

Mejia-Bautista et al. (2016), evaluaron el antagonismo
in vitro de diez cepas de Bacillus contra Fusarium
equiseti ITCF1, mostrando 100% de incidencia de la
enfermedad en plantulas de chile y severidad de 90.0 %
por F. solani 'y 77.5 % por F. equiseti. En resistencia a
la marchitez, cuatro cepas de B. subtilis CBMT51 y B.
cereus BL18 redujeron la severidad de la enfermedad
ocasionada por F. equiseti y la cepa BL18 para F.
solani, en un 47.7, 37.8 y 50.9 % respectivamente.
Valores muy cercanos a los obtenidos en este estudio.

Dario et al. (2011) evaluaron en PDA, la sensibilidad a F.
graminearum, F. avenaceu y F. verticillioides, frente a
varios fungicidas como Carbendazim, Tebuconazol,
Flutriafol, Metconazol y Procloraz, destacando este ultimo
como el més efectivo. Sin embargo, en nuestro ensayo en
maceta no se observé buenos resultados.

Existen pocos estudios sobre el potencial biocontrol de
la bacteria simbi6tica Rhizobium sobre Fusarium. En
este trabajo no hubo presencia de nodulacion efectiva, El
exceso de materia organica u otros factores como
temperatura, acidez o alcalinidad del sustrato, pueden
inhibir la nodulacion. A pesar de esta carencia, se
observd un buen desempefio en el peso de las plantas
con este tratamiento. Los PRGR hacen disponible los
nutrientes presentes en el sustrato.

Tabla 1. Analisis de la severidad e incidencia de la marchitez
vascular en frijol.

Tratamiento Cantidad  Severidad media-severidad ~ Incidencia  T-Fisher
H-@) () 77 A
13
Bacillus subtilis (4) 13 192(1) 5385 Ab
Prochiolaz (7) 13 269(3) 023 A
Actinomiceto (1) 13 285(3) 76.93 Abe
Rizobium (3) 13 315(3) 1693 Bed
Bacillusa (2) 13 392(5) 6154 cd
Azatobacter (6) 13 392(5 76.92 Cd
Bacillus b (5) 13 438(7) 84.62 D
H#(9) 13 6.85(9) 100,00 c

Tabla 2. Escala para determinar el grado de severidad del
ataque de pudriciones de raiz en el cultivo del frijol, segin
Schoonhoven y Pastor-Corrales, 1987 modificado.

Grado L o
severidad Apariencia del dafio
1 Sin sintomas visibles de la enfermedad.

1-3 Hojas con decoloracion ligera, sin lesiones
3 necréticas o con 10% de follaje marchito,
clordtico y de la raiz cubiertos con lesiones.

Aproximadamente 25% de follaje marchito y la
raiz estan cubiertos con lesiones, con
decoloracién fuerte, aunque los tejidos estén
fuertes.

Aproximadamente 50% de marchitez y clorosis,
raices estan cubiertos con lesiones que se
combinan con ablandamiento. Pudricion y
reduccion considerable del sistema radical.

Aproximadamente 75% o mas de marchitez y
clorosis, raices afectadas por estados avanzados
de pudricién, en combinacion con una reduccion
severa del sistema radical.

Figura 2. Tratamientos con sintomas de la marchitez vascular
a, b, ¢, e raices con lesiones necréticas rojizas. Todos los
tratamientos mostraron algun grado de marchitez
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Figura 4. Tratamientos evaluados. La cepa Bacillus a (2).
Actinomiceto (1) son relevantes respecto al comercial
B. subtilis.

Figura 3. Tratamientos evaluados, Prochloraz (7), H+(9) H-
(8), Bacillus a (2), Bacillus subtlis (4), Azotobacter (6), Bacillus
b (5), Rhizobium (3), Actinomiceto (1).
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Tabla 3. Evaluacion de las caracteristicas agrondmicas de las bacterias PGPR evaluadas.

Peso fresco tallo

Peso
fresco

raiz

Peso
fresco
total

Long.
Tallo

Actinomiceto (1) 0.29 0.02 0.31 3.26 0.21 3.47 14.62 3.38 18.0
Bacillus a (2) 0.39 0.03 0.42 4.63 0.19 4.82 14.69 2.54 17.23
Rhizobium (3) 0.30 0.04 0.34 3.49 0.20 3.69 14.54 2.46 17.0
B. subtilis (4) 0.30 0.02 0.32 4.23 0.23 4.46 16.31 3.08 19.39
Bacillus b (5) 0.26 0.02 0.27 2.87 0.15 3.01 12.54 2.23 14.77

Azotobacter (6) 0.33 0.05 0.38 3.73 0.20 3.92 14.69 2.08 16.77
Prochloraz (7) 0.35 0.01 0.37 2.65 0.13 2.78 12.46 1.92 14.38
H- (8) 0.24 0.02 0.25 3.21 0.20 3.42 14.77 2.46 17.23
H+9 0.25 0.01 0.26 2.46 0.11 2.57 12.23 2.23 14.46
25 .00
mACTINOMICETOLL) m BACILLUS A{2 RIZOBIUNY 3
20.00 mEBACILLUS SUBTILIS(4 @ BACILLUS B(S OTOBACTERIG)
mPROCHLOLAZ(7 | H-8
15.00
10.00 I I I
500
o e i kit DN e
O U o S o sl S o & O
p .v:.,' A ‘.,\» \ A y _"J-,‘ ’\ j.\"‘ ‘.\‘-. ! \C\ R\_'\"
\[\ ; . A re Vi.\\ 4 & O S s 6 \_\\\\‘ z \:‘\\ K ‘\\ {\
X QO ¢ X A X \V A N S
'l—\ & O < 3 O \\?‘- \‘\\' g 3‘ o L&
N \ O %) Q D N )
. & ¢ \"\L ' o3 v

Figura 5. Parametros agronémicos evaluados por tratamiento.
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4. Conclusiones

El tratamiento con mejor resultado en el biocontrol de
Fusarium fue la cepa Bacillus “a” (IBAC0212).

La cepa Rhizobium (CIAT 899), el Actinomiceto
(QP12), y el agroquimico Prochlorax mostraron
eficiencia similar de proteccién, disminuyendo la
severidad a grado 3.

Bacillus “a” (IBACO0212), Rhizobium (CIAT 899),
Actinomiceto (QP12) y Azotobacter (QZ1) mostraron
buenas caracteristicas PGPR.
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