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CARDENAS LOPEZ, J. 1997. Efecto de Pseudomonas fluorescentes sobre
Rosellinia bunodes ( Berk y Br.) Sacc. en plantas de café. Tesis Mag. Sc.
Turrialba, Costa Rica, CATIE. 86 p.

Resumen

En el presente trabajo se evaludé el efecto de diferentes aislamientos de Pseudomonas
fluorescentes sobre Rosellinia bunodes, agente causante de la llaga negra radical del cafeto.
Algunos aislamientos se obtuvieron de raices de cafetos, variedad Colombia (zona central
cafetera colombiana) y otras cepas de Pseudomonas fueron facilitadas por el CIAT. Los
aislamientos provenientes de campo se identificaron como Pseudomonas cepacia (técnica
BBL Crystal). Pruebas “in vitro” permitieron determinar una tasa de crecimiento diario de
micelio de Rosellinia bunodes de 0.57 cm en Agar extracto de malta (coeficiente de variacion
de 6.99). Ilgualmente se verifico en condiciones de laboratorio, el efecto inhibitorio del
aislamiento PC 9701 sobre el crecimiento micelial de R. bunodes. En invernadero se evalué
el antagonismo de los aislamientos PC 9701, PC 9702, PC 9703, PC 9704, F87, PO3, PO5 y
C 88 utilizando plantulas (“chapolas”) de café, las cuales antes de ser sembradas en suelo
estéril, fueron inoculadas con cada uno a razén de 30 ml de suspensioén bacterial por
plantula, utilizando como sustrato de incremento de la bacteria leche descremada estéril al
5%. Patégeno y antagonista se evaluaron hasta los 50 dias detectandose diferencias
significativas entre aislamientos del antagonista, con menores porcentajes de mortalidad en
los aislamientos C 88 y PC 9701 (60 y 74% respectivamente). La recuperacion de éstos de
la rizosfera de las plantulas de café fue alta, con persistencia de hasta 60 DDI (dias después
de la inoculacién de la bacteria). El recuento de UFC/g de raiz a los 30 DDI resulté de 2.38 x
10°para PC 9701 y 1.15 x 10° para C 88. Los resultados obtenidos en este estudio muestran
perspectivas importantes para lograr en el futuro el uso de estos agentes de control biolégico

en programas de Manejo Integrado de la llaga radical del cafeto.

Palabras claves: Coffea arabica, Pseudomonas cepacia, Rosellinia bunodes, Enfermedades
fungosas, Control biolégico, Antagonismo.



CARDENAS LOPEZ, J. 1997. Effect of fluorescent Pseudomonas on Rosellinia
bunodes (Berk and Br.) Sacc. on coffee plants. Thesis Mag. Sc.
Turrialba, Costa Rica, CATIE. 86 p.

SUMMARY

The purpose of this research was to evaluate the effect of different fluorescent
Pseudomonas spp isolations on Rosellinia bunodes, causal agent of coffee black radical rot
disease. Some isolates were obtained from coffee roots, var. “Colombia” (central Colombian
coffee production area) and other Pseudomonas strains were facilitated by CIAT. The field
isolates were identified as Pseudomonas cepacia (Crystal BBL technique). In vitro
evaluations allowed to determine a 0.57 cm daily growth rate of Rosellinia bunodes mycelium
in malt extract agar (variation coefficient 6.99). The PC 9701 isolate inhibitory effect on the
mycelial growth of R. bunodes was verified under laboratory conditions. Likewise, the PC
9701, PC 9702, PC 9704, F87, PO3, PO5 and C88 isolates’ antagonism was evaluated at
the greenhouse employing for this purpose coffee plantlets inoculated with 30 mi bacterial
suspension of each isolate prior their culture in sterile soil. Sterile skimmed milk at 5% was
used as bacteria increase substrate. Both pathogen and antagonist were evaluated after 50
days, observing significant differences between the antagonist’s isolates. The isolates which
showed the lowest mortality percentages were C 88 and PC 9701 (60 and 74% respectively).
The recovery index of these isolates from coffee plantlets rhizosphere was high, with a
persistence of up to 60 DAI (days after bacteria inoculation). The number of root UFC/g after
30 DAl was 2.38 x 10° for PC 9701 and 1.15 x 10° for C 88. The results obtained through
this research evidence important perspectives to attain a future utilization of the above

mentioned bio-controllers for coffee radical rot integrated management programs.

Key words: Coffea arabica, Pseudomonas cepacia, Rosellinia bunodes, fungal diseases,
biological control, antagonism.
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3
sistema de produccién, costos mas bajos y la proteccién del ecosistema cafetero

(Lépez 1994).

El manejo de las llagas radicales del cafeto producidas por el hongo R. bunodes
utilizando el control biologico, tiene amplias posibilidades de éxito. Trabajos
adelantados por Esquivel et. al (1992) y Castro (1995) indican que el manejo de
R. bunodes, utilizando el antagonista Trichoderma, es promisorio en sistemas de
produccién cafeteros, bien sea como un componente de los sistemas integrales
de manejo de enfermedades o mediante el desarrollo de fungicidas bioldgicos.
Igual mencién hace Valencia (1996) quien encontré inhibicidén del crecimiento de
R. bunodes en |aboratorio, al ser puesto a competir con bacterias del género

Pseudomonas.

Es posible mejorar la capacidad de los microorganismos para controlar las
enfermedades mediante la seleccién de aquellos con caracteristicas mas
efectivas y ademas brindandoles sustratos que favorezcan su capacidad de

crecimiento y multiplicacion (Okumoto 1992).

Instituciones como el Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Ensefianza-
CATIE- y el Centro Nacional de Investigaciones del Café -Cenicafé- adelantan
trabajos de investigacion con agentes de control biolégico promisorios como
Trichoderma koningii y micorrizas vesiculo arbusculares, enfatizando su
aplicacion inicial, en condiciones de invernadero. La posibilidad de la presencia
de Pseudomonas spp. fluorescentes nativas de suelo colombiano, con potencial
antagodnico, ameritan este tipo de investigaciones. Ello permitira a mediano plazo
contar con alternativas confiables que ofrezcan efectividad y persistencia del
control biolégico en lotes afectados, tanto en café como en otros cultivos de

importancia en la diversificacion del ingreso cafetero.

.Considerando la importancia del café para Colombia, Centroamerica y més de 20

paises productores en todo el mundo, en donde el cultivo tiene una alta influencia
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social, es generador de empleos y ocupa un lugar preponderante en sus

economias (Saenz 1885, Graff 1986), es necesario profundizar las
investigaciones que permitan encontrar métodos eficientes de control de R.
bunodes con microorganismos antagonistas, entre ellos Pseudomonas spp

fluorescentes.

El control biolégico de enfermedades radicales en una amplia variedad de cultivos
ha sido explorado por diversos autores, existiendo referencias exitosas con el uso
de bacterias del género Pseudomonas del tipo fluorescentes (Kloeper 1974,
Austin ef al. 1977, Pierson y Weller 1994).

Con el presente trabajo se pretende aportar informacién bésica que permita el
aislamiento de este tipo de microorganismos de la rizosfera del café, asi como
explorar el efecto antagénico de Pseudomonas spp. sobre R. bunodes, agente

causante de la llaga negra radical del cafeto.












simbiforme, extremos prolongados en forma de hilo (Fig. 1).

Figura 1. Rosellinia bunodes: 1. Peritecios; 2. Seccion transversal de la raiz
mostrando los puntos negros del hongo; 3. Asca; 4. Ascosporas.
(llustracion tomada de Muthappa 1977).
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en humus, se le considera como parte de la flora natural. Lo anterior coincide con

lo expuesto por Waterston (1941), quien describe a Rosellinia como un habitante

natural del suelo.

Existen tres factores que favorecen el desarrollo del patégeno: 1) la presencia de
arboles viejos de sombrio con sus raices en proceso de descomposicién; 2) los
contenidos de materia orgénica en la superficie del suelo y 3) la frecuencia de las
lluvias, detectandose una incidencia casi insignificante en donde la frecuencia de
las lluvias es menor y poca la acumulacién de humus y restos vegetales (Lopez
de Oliveira 1992). La enfermedad es favorecida ademas por la alta precipitacion y

la reducida luminosidad.

Estas condiciones son coincidentes con la informacién presentada por Lépez y
Fernandez (1966) quienes indican que R. bunodes se desarrolla mejor en suelos
con humedad alrededor del 70% y alto contenido de materia organica. Igualmente
Aranzazu (1992) menciona la penumbra, el exceso de hojarasca, suelos de
textura franco arenosa con buen drenaje interno, sueltos y ricos en materia
organica como factores que favorecen a Rosellinia. En relacién con el ambito de
temperatura, se ubica entre 7 y 33 °C con un 6ptimo de 25 a 27 °C (Merchan
1989).

4.1.3 Distribucion geogréfica de R. bunodes

Este Ascomiceto tiene una amplia distribucion en zonas tropicales, viéndose
favorecido por las caracteristicas agroecolégicas. Fue detectado por primera vez
en 1870 en fragmentos de raices provenientes de Ceilan (Saccas 1956).

Actualmente R. bunodes se encuentra ampliamente distribuido tanto en América
tropical como en la Republica Centro Africana, India, Indonesia, Malasia,
Filipinas, Sri Lanka y Zaire (Holliday 1980).
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En los paises productores de café de Centro y Suramérica se ha informado que

causa la muerte de &rboles jévenes y viejos, asi como de especies utilizadas

como sombrio (Galvez 1990).

En Colombia la enfermedad causada por R. bunodes, se conoce desde 1931,
cuando fue encontrada en cacao, café y arboles de sombrio en los departamentos
de Antioquia, Caldas y Cundinamarca, Santander y Valle del Cauca (Merchan
1993).

Duque (1952) reconocio la gravedad de la enfermedad en Colombia asi como la
persistencia de los ataques, en trabajos de campo realizados entre los afios 1931
y 1943,

4.2 Importancia econémica de R. bunodes en la caficultura mundial

Rosellinia spp., causa pudricion de la raiz en muchos cultivos tropicales,
especialmente en tierras recién habilitadas para nuevas siembras (Waller 1987).

A pesar que los ataques de R. bunodes ocasionan la muerte de muchos arboles
en plantaciones comerciales de varios paises productores de café, no se tienen
datos de la cuantificacion de pérdidas causadas por este patogeno.

Es importante considerar que el impacto econémico producido por R. bunodes
esta representado en la disminucién progresiva del numero de &rboles
productivos, costos directos de control y eliminacion de arboles enfermos y el
costo de no poderse resembrar café en los suelos contaminados con la

enfermedad.

Castro (1992) observé niveles de incidencia hasta del 80% en varias fincas de la
zona cafetera colombiana, con pérdidas millonarias no solo en café sino también

en citricos y macadamia.
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de los tejidos resulta de la presién mecanica y de ia actividad enzimética de la

cutinasa, pectinasa y celulasa, que ha sido parcialmente demostrada en hongos

con apresorios.

Agrios (1996) afirma que para que un patégeno infecte una planta, debe ser
capaz de abrirse paso al interior de ésta, obtener nutrientes de ella y neutralizar

sus reacciones de defensa.

Debido a la poca informacién existente sobre la relacion del patégeno con el
hospedante, Ibarra (1997) actualmente adelanta el estudio del proceso infectivo
de R. bunodes en café, el cual es parte del conocimiento basico que se debe

tener sobre la biologia y ecologia del patégeno.

La figura 2 ilustra el mecanismo de penetracién de Rosellinia spp. cuando logra

vencer la resistencia de su hospedante.
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el desarrollo del patégeno, mediante la reduccién de ia microflora antagonista.

Hasta el momento se carece de métodos de control quimico eficientes para estas
enfermedades, pero existen recomendaciones como la eliminacion de residuos de
arboles producto del desmonte para la incorporacion de areas nuevas en la

produccion de café (Castro y Esquivel 1991).

Ademas de las anteriores practicas surge la posibilidad de manejar la enfermedad
empleando y/o preservando la microflora del suelo, estimulando los organismos

antagoénicos.
4.4.3 Control biolégico de hongos del suelo

Baker y Cook (1974) definen el control biolégico como la reduccién de un
patégeno o de su capacidad para producir la enfermedad logrado por o a través
de uno o mas organismos excluyendo al hombre. El uso de microorganismos
como agentes de control ha despertado mucho interés para la fitopatologia en los

ultimos treinta arios.

Andrews (1992) afirma que el control biolégico es fundamentalmente ecologia
aplicada, con la meta especifica de manejar una comunidad microbial para

favorecer al agente de control y desfavorecer al patégeno.

Las relaciones existentes entre los organismos habitantes del suelo, tienden en
condiciones normales a mantener el equilibrio (Finegan 1996). De la misma
manera Isaac (1992) menciona que restablecer el equilibrio mediante el control
biolégico puede deberse a varios factores, entre los que relaciond la baja

capacidad competidora de muchos patdgenos.

Bull (1987) considera que el control bioclégico depende del establecimiento y
mantenimiento de un umbral poblacional de las bacterias en el material de
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siembra o en el suelo; por lo tanto una reduccién de la viabilidad puede reducir su

eficiencia.

Igualmente Weller (1988), indica que el establecimiento y supervivencia de las
bacterias en el suelo depende de factores edéficos que incluyen temperatura,
humedad, pH y contenido de arcilla, ademas de la manera en que las bacterias se
cultivan y se formulan, pues se afecta la viabilidad y tolerancia a condiciones

adversas una vez aplicadas al suelo.

Son varios los ejemplos que se pueden citar con microorganismos como agentes
de control biolégico. Kaska (1976) describe a Serratia marsescens como una
bacteria productora de enzimas, la cual puede ejercer control sobre varios grupos
de plagas. Este microorganismo se ha usado para el control de Xanthomonas
campestris, var. vignaradiatae en frijol (Bora ef al. 1993).

La bacteria Pseudomonas cepacia ha sido utilizada en el control de patégenos
foliares (Knudsen y Spur 1987, Homma ef al. 1989). El hongo Trichoderma spp.
ha sido empleado por largo tiempo en el control biolégico de varias enfermedades
de plantas. Actlia como hiperparasito, como productor de antibiticos o como
competidor por nutrientes dadas sus caracteristicas de rapido crecimiento
(Reinecke 1974, Alonso 1994).

Entre los organismos antagénicos a patégenos de suelo se documentan
Trichoderma spp., micorrizas vesiculo arbusculares, Aspergillus spp., Gliocladium
spp. y bacterias del género Pseudomonas ( Cristancho 1992, Castro 1995,
Cattelan 1994, Rivillas 1996).
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carbohidratos por oxidacion, producen una amplia variedad de enzimas, entre

ellas oxidasas y catalasas, colonizan abundantemente el suelo, plantas y
animales ( Krieg y Holt 1984).

Las Pseudomonas participan en la nitrificacion, proceso microbiolégico mediante
el cual el NH,Y es oxidado a NOs; ( Blandén 1996). Igualmente estén

consideradas como solubilizadoras de fosforo.

Subba (1992) afirma que bacterias como Pseudomonas, Bacillus, Serratia y
Flavobacterium son de gran importancia pues actian en la solubilizacion y

asimilacion del fosforo.

Kloeper (1974) describe a Pseudomonas fluorescens como una bacteria asociada
al filoplano y a la rizosfera. Si la bacteria es introducida en la semilla o material de
siembra, puede controlar enfermedades patogénicas del suelo y promover el

crecimiento al suprimir otros organismos daninos.

Asimismo, Austin et al. (1977) describen los mecanismos que operan en el control
biolégico con P. fluorescens. Como antagonista se cree que reduce en el
patégeno la germinacidn de esporas y crecimiento del tubo germinativo y causa
lisis de la hifa, lo cual reduce el desarrollo de la enfermedad.

Existen cepas de Pseudomonas spp fluorescentes que producen sideréforos los
cuales inhiben el crecimiento de otros microorganismos de las raices al competir

por el hierro disponible en el suelo (Schroth y Hancock 1982).

Especies de Pseudomonas como P. putida y P. fluorescens compiten con los
patégenos por el hierro y otros nutrientes disponibles en el suelo, debido a la
produccion de quelatantes como los sideréforos (Chet 1990, Chao et al. 1986).

Los sideréforos son compuestos sintetizados por Pseudomonas spp.
fluorescentes para la captura del hierro. Los pigmentos hidrosolubles
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fluorescentes producidos por estas bacterias actian como sideroforos (Ledn

1986).

Algunas especies usadas para control biolégico producen pioverdina, una
pigmentacion fluorescente que se difunde en el medio de cultivo (Ledn 1986).

Varios aislamientos de P. fluorescens presentan dos tipos de antibidticos fenil
pirroleclorinados, uno de ellos con accion inhibitoria contra oomicetos (Howell et
al. 1980). Pueden también tener un efecto inductor, mediante algin producto de
su metabolismo que genera en las plantas mecanismos de proteccion y defensa

contra organismos patogenos (Porras 1996).

Cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes se han usado intensivamente en el
control de Gaeumannomyces graminis var. tritici. La raza 2-79 se aisl6 de raices

de trigo y su mecanismo de accién es por antibiosis (Cook 1991).

Pierson y Weller (1994) evaluaron Pseudomonas spp fluorescentes en
combinacion e individualmente para suprimir el crecimiento de Gaeumannomyces
graminis var. trtici, tanto en camaras de crecimiento como en invernadero,
obteniendo resultados promisorios con algunas mezclas, lo que demuestra los
beneficios potenciales de usar Pseudomonas spp fluorescentes para suprimir este
problema, planteando la importancia de los efectos aditivos e interactivos cuando

se introducen bacterias en el control biolégico.

Los experimentos de resistencia en plantulas de café mostraron un mejor
comportamiento inductor al emplear Pseudomonas spp mezcladas que en forma
individual, encontrandose correlacion entre las pruebas de antagonismo
bacteriano y la capacidad inductora de la bacteria (Porras 1996). Los méaximos
niveles de proteccién contra la infeccién por Hemileia vastatrix fueron del 67.4%,
logrado con la mezcla de P. alcaligenes y P. aureofaciens.

Este hecho, afirma Porras (1996), comprueba la induccién parcial de resistencia,
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A, a base de Agrobacterium agrobacter K-84 para el control de agallas causadas

por A. tumefasciens en los cultivos que se presenta esta enfermedad.

Este autor también incluye el Dagger-G a base de Pseudomonas fluorescens para
el control de enfermedades de plantulas de algoddn, el G-21 y Gliogard a base
de Gliocladium virens contra Pythium y Rhizoctonia.

El material que se use para las formulaciones debe cumplir con los requisitos
necesarios para promover la persistencia del microorganismo. Comunmente se ha
usado turba (Thompson 1980) y suelos minerales (Chao y Alexander 1984).

La turba se ha usado para P. fluorescens en la formulacion del producto comercial
Dagger-G (Weller 1988).

Bashan (1986) menciona el uso de alginato de sodio y leche descremada en
forma peletizada para bacterias de los géneros Azospirillum brasilense y
Pseudomonas spp. Este material le confiere ventajas a la formulacién, ya que
contiene un reservorio de cultivo de bacterias que las libera de forma controlada y

a una tasa constante.

La encapsulacién con otros materiales también se ha utilizado. Zidack et al.
(1995) lograron la encapsulacién de bacterias gram (-) y hongos usando
materiales simples, tales como aceite mineral, aimidén de maiz y azdcares en un
producto final que es econdémico y que presenta excelente viabilidad en

almacenamiento.

Knudesen y Spurr (1987) han usado polvos mojables o taicos especialmente con
bacterias liofilizadas de los géneros Pseudomonas y Bacillus para aplicaciones

foliares contra Cercospora arachidicola.

Vidhyasekaran y Muthamilan (1995) encontraron que la sobrevivencia de P.
fluorescens en semillas cubiertas con formulaciones a base de taico permitirian
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5.2.1 Primera etapa

Muestreo, Aislamiento e Identificacion de Pseudomonas fluorescentes

Para dar cumplimiento a este objetivo, muestras de raices de arboles de café
variedad Colombia de 3-4 afios, sanos y muestras de raices de arboles con
sintomatologia inicial de R. bunodes, fueron recolectadas en las fincas La

Merced y Santa Inés del municipio de Palestina, Caldas.

A B
Figura 3. A. Raices de plantulas de cafeto con micelio (uno de los signos

caracteristicos del patégeno). B. Raices sanas. Cenicafé, Colombia.
1997. (foto G. Hoyos.)
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El sistema “BBL Crystal” es un método que utiliza sustratos cromégenos v

convencionales modificados (Becton Dickinson Microbiology Systems, Maryland

USA)

« Paralelamente al segundo repique y en caso de fluorescencia (fig. 5), fueron
realizadas pruebas convencionales de tincion de gram, oxidasa, indole,
movilidad, nitrato, citrato, LIA, urea, TSI y OF(maltosa, rafinosa, dextrosa,
galactosa, manosa, lactosa) para mayor confiabilidad en el proceso de

L

Beaker con 100 g 101102103

' 0.1 mi
Fluorescencia + .

Cetrimid
24 horas a 37 °C

identificacion.

Raices de café

e

BBL Crystal culpiid
Figura 4. Proceso de aislamiento e identificacion de Pseudomonas
fluorescentes. Cenicafé, Colombia. 1997.
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Figura 5. Pseudomonas cepacia en medio agar-cetrimid 24 horas después de la
siembra. Se puede apreciar la fluorescencia de la colonia. Cenicafeé,
Colombia. 1997. (foto G. Hoyos).

Una vez identificadas, fueron preparadas suspensiones bacteriales en leche
descremada al 10%, para someterse a liofilizacién durante 6.5 horas utilizando el
liofilizador LABCONCO Stoppering Tray Dryer.
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6.5 horas

|

Viabilidad % de h@édad
(1]

ezl
e
Fluorescencia

Figura 6. Verificacion de la calidad de la liofilizacion. Cenicafé, Colombia. 1997.

Veinticuatro horas después de liofilizadas se confirmé su viabilidad, reactivando la
muestra con 1 ml de agua destilada estéril y posterior siembra en cetrimid-agar e
incubacién a 27 °C durante 24 horas.

Igualmente se verificé la fluorescencia de la muestra reactivada, exponiéndola a
luz UV. y su porcentaje de humedad utilizando el analizador halégerio de
humedad Mettler Toledo HR 73 (fig. 6).
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5.2.2 Segunda etapa

Evaluacion del efecto antagénico de Pseudomonas fluorescentes sobre

Rosellinia bunodes

Fueron realizadas pruebas de antagonismo en condiciones de invernadero. Para
ello se partié de un aislamiento patogénico de R. bunodes extraido de raices de
plantulas de café de 6 meses. El medio de cultivo utilizado para obtener el
patdgeno fue Agar-extracto de malta acidificado con &cido lactico al 37% (Castro
1997) (fig. 7). En este medio se determind la tasa de crecimiento diario de R.
bunodes, colocando en una caja de petri una fraccion de micelio del hongo al
cual, luego de tres dias y durante los siguientes ocho dias, se le midié su
crecimiento (en cm). Como unidad experimental se utilizé una caja petri con 20
repeticiones. El disefo utilizado fué completamente al azar. El experimento se

realizé bajo las condiciones ambientales del laboratorio (+ 25 °C) vy

proporcionando oscuridad constante al material experimental.

Figura 7. Micelio de Rosellinia bunodes en Agar extracto de malta (AEM).
Cenicafé, Colombia. 1997. (foto G. Hoyos).
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Figura 8. Plantula de café var. Colombia 50 dias después de ser sembrada en
suelo estéril. Cenicafé, Colombia. 1997. (foto G. Hoyos).

Inoculacién del patégeno

Un aislamiento de R. bunodes cuya patogenicidad fue probada en plantulas de
café, variedad Colombia de 6 meses de edad, se incrementd en semilla de sorgo.
Con este propésito se utilizaron 60 g de sorgo y 20 ml de agua destilada por
erlenmeyer, esterilizando el sorgo durante 30 min. a 121 °C.

Luego se inoculé la semilla de sorgo con fracciones de 1 cm® de crecimiento
micelial del hongo en AEM y posteriormente se dejé en incubadora a 27 °C y en
completa oscuridad. A los 12 dias, cuando se presenté un completo cubrimiento

del sorgo por el patdgeno, éste se utiliz6 como inoculante.
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Fueron utilizados 4 g de semilla de sorge con R. bunodes por Kg de suelo

esterilizado. La incorporacion al suelo de la semilla de sorgo colonizada por R.
bunodes en la dosis antes indicada, se realizé colocando la semilla ligeramente
enterrada alrededor de la “chapola” y se cubrié luego, con suelo de la parte

superior del vaso (fig.9).

s
Chapoladecafé [ DE al 5% mas el Vaso con suelo
aislamiento de Pseudomonas esterilizado

S dias después

60 g de semilla
de sorgo + R.b.

Figura 9. Inoculacién de las “chapolas” de café con el antagonista y el patégeno.
Cenicafé, Colombia. 1997.






Figura 10. Disposicion de los tratamientos en el invernadero. Cenicafé,
Colombia. 1997. (foto G. Hoyos).

5.2.3 Tercera etapa

Evaluacién de la persistencia en la rizosfera de los aislamientos de
Pseudomonas mas promisorios y verificacion de su efecto antagénico sobre
R. bunodes

Se realizaron pruebas de antagonismo en condiciones de invernadero utilizando
“chapolas’ de café variedad Colombia, las cuales fueron inoculadas con los
aislamientos PC 9701 y C 88 (estos 2 aislamientos mostraron control sobre el
patdégeno en la segunda etapa), al momento de la siembra en vasos desechables

de 300 g. (cuadro de tratamientos tercera etapa).
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El suelo utilizado fue previamente esterilizado de igual manera como en la etapa

anterior.

Preparacion e inoculacién de los aislamientos de Pseudomonas

fluorescentes

Los aislamientos fueron preparados en leche descremada estéril al 5%, con el
objeto de garantizar su establecimiento y persistencia una vez dejados en
contacto con la raiz de las “chapolas”. (fig. 11).

1.5 x 10° ufc/ml

Cultivo puro de Pseudomonas spp
fluorescentes, incubado 24 horas a 27 °C

Suspension bacterial en LDE

Leche descremada
estéril (LDE) al 5%

Figura 11. Preparacion de la suspensién bacterial partiendo de un cultivo de 24
horas en leche estéril al 5%. Cenicafé, Colombia. 1997.

A los cultivos puros de cada uno de los 2 aislamientos se les realizé un conteo de

unidades formadoras de colonias por mililitro. La concentracién fué 1.5x10° ufc/mi.
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La inoculacién con los 2 aislamientos se realizé al momento de la siembra y i5

dias después fue inoculado el patégeno de manera similar como en la etapa

anterior.

Cuadro de Tratamientos tercera etapa:

TRATAMIENTOS DESCRIPCION
1 PC 9701 + R. bunodes
2 C 88 + R. bunodes
3 PC 9701 y luego lavado de |a raiz + R. bunodes
4 C 88 y luego lavado de 1a raiz + R. bunodes
5 PC 9701 incrementada en pulpa de café + R. bunodes
6 Testigo absoluto(sin inoculacion)
7 Testigo referencia con R. bunodes

Los tratamientos 3 y 4 se utilizaron como testigos para induccién de resistencia.
Las raices de las “chapolas” de estos tratamientos fueron lavadas con hipoclorito
de sodio al 0.5% 24 h después de ser sumergidas en la suspension bacterial y 15

dias después fueron inoculadas con R. bunodes.

Se incluyé un testigo inoculando las “chapolas” con el aislamiento PC 9701
incrementado en pulpa de café, la cual habia sido sometida a compostaje durante
2 meses. La bacteria se suspendié en LDE al 5% y 24 h después se colocd de
manera uniforme en la pulpa. Una vez que transcurrieron 24 h se dispusieron 30

g. de pulpa inoculada en cada “chapola”.

Para todos los tratamientos después de inoculadas las bacterias, se incorporé R.
bunodes utilizando 4 g / Kg. de suelo.
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Las variables evaluadas fueron peso seco, altura y mortalidad de ias “chapolas”

hasta los 50 DDI con R. bunodes.

El efecto de tratamientos se evalud bajo un modelo de andlisis para un disefio
experimental completamente aleatorizado en la variable mortalidad de las
“chapolas” (%). Para las variables peso seco y altura de las plantas se realizé un

analisis descriptivo.

La unidad experimental estuvo conformada por 10 “chapolas” y para cada
tratamiento se tuvieron 5 unidades experimentales. Para evaluar el efecto de

tratamientos fue utilizada la prueba de Tukey al nivel del 5%.

Adicionalmente se verificd la persistencia de la bacteria, realizando aislamientos
de ella a nivel de la rizosfera a los 15, 30, 45 y 60 DDI (dias después de la
inoculacion), siguiendo el mismo procedimiento utilizado en la primera etapa. A

los 15 y 30 dias se realizo el recuento de UFC/g de raiz.

Como prueba complementaria a nivel de laboratorio se evalué el efecto
antagonico ejercido por el aislamiento PC 9701 sobre el micelio de R. bunodes.
Con tal fin fueron evaluadas 4 diferentes cantidades del inéculo bacterial en cajas
petri conteniendo AEM sin acidificar. Se incluyd también un testigo solo con R.
bunodes. Cada tratamiento correspondié a una diferente cantidad de inéculo de
PC 9701 en la caja de petri alrededor del micelio del patégeno (T1: 0,1 ml, T2:
0,05 ml, T3: 0,025 ml, T4: 0,0125 ml, T5 testigo sin inéculo de PC 9701). Se utilizé
un disefio completamente aleatorizado. La unidad experimental fue la caja petri y
por cada unidad experimental se tuvieron 5 repeticiones. La variable medida

crecimiento micelial del patégeno cada 24 h.

La prueba de Tukey al 5% se utilizo para detectar diferencias entre promedios de

tratamientos.
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Cuadro 1. Tipificacion por tincién de gram y oxidasa de colonias que

presentaron fluorescencia en la lampara de luz ultravioleta de 365
n.m. Cenicafé, Colombia. 1997.

Colonia Fluoresc.  Metodol. Medio Arbol Dilucién T. gram QOxidasa
1 + 1 CET E 102 B- -
2 + 2 CET S 101 B- +
3 + 2 AF S 102 B- -
4 - 1 CET E 107 B- -
5 + 1 CET E 107 B- -
6 + 1 CET E 102 B- +
7 + 1 CET E 102 B- -
8 + 1 CET E 1072 B- .
9 + 1 CET E 102 B- -
10 - 1 CET E 107 B- +
11 + 1 CET E 107 B- +
12 + 1 CET S 1073 B- +
13 - 1 CET S 102 B- -
14 - 1 CET S 102 B- -
15 - 1 CET S 102 B- -
16 + 1 CET S 101 B- .
17 + 1 CET S 107 B- +
18 - 1 CET S 10 B- +
19 + 1 CET S 107 B- +

20 - 1 CET S 10" B- -
21 - 1 CET S 103 B- B
22 - 1 CET E 102 B- +
23 + 1 CET S 10! B- +
24 - 1 CET S 107 B- .
25 + 1 CET E 10" B- -
26 - 1 CET E 101 B- .
27 + 1 CET S 102 B- +
28 + 1 CET S 107 B- -
29 + 1 CET E 10 B- -
30 - 2 AS S 101 B- .
31 + 2 AS S 10 micelio  sin prucba
32 + 1 CET E 10" B- débil
33 + 1 CET E 10" B- -
lmtigo_ + - - - - B- +

Metodologia 1. 100 g. de raices en 500 mi de ADE.

Metodologia 2. Igual a 1, pero lavando las ralces con hipoclorito de sodio al 5%.
Medios de cultivo Cetrimid(CET), Agar F(AF), Agar sangre(AS).

S - Arbol sano. E - Arbol enfermo.
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6.2 Identificacién de los microorganismos aislados.

En el cuadro 2 se aprecian los resultados del proceso de identificacion de
colonias de bacterias obtenidas en los muestreos realizados en las fincas La
Merced y Santa Inés. 6 colonias reaccionaron oxidasa positiva e indole negativo,
una de ellas fue identificada como Chromobacterium violaceum, 4 como P.

cepacia y 1 como P. aeruginosa.

Cuadro 2. Identificacion de 6 bacterias seleccionadas por su reaccién
oxidasa positiva e indole negativo y procedentes de aislamientos

realizados en raices de café. Cenicafé, Colombia. 1997.

Colonia Cédigo Movilidad Perfil Identificacion Confiabilidad

Cenicafé (%)

3 PC9702 + 7412311153  Pseudomonas cepacia 100

PC9701 *d 7413311113  Pseudomonas cepacia 96

19 PC9703 - 7413311153  Pseudomonas cepacia 100

6 ChVv 01 . 2003311113  Chromobacterium violaceum 100

21 PC9704 + 7413311153  Pseudomonas cepacia 100
25 PAS701 - 3003111113  Pseudomonas aeruginosa 79.6

*débil

Como microorganismos complementarios para las pruebas de antagonismo en
invernadero, fueron utilizados 4 de los 10 aislamientos facilitados por el CIAT. En
el cuadro 3, se muestran los resultados del proceso de identificacién, el cual

permitid seleccionar los aislamientos F 87, C 88, PO3 y PO5.



Cuadro 3. Pruebas de identificacién de 10 aislamientos bacteriaies
facilitados por CIAT. Cenicafé, Colombia. 1997.
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Cepa Fluo' Oxid® Indol Movil® Perfil Identificacién Confia®
(%)
C 5a + + = + 7433311351 Pseudomonas aeruginosa 77.8
Pseudomonas cepacia 22.14
PO 4 + + 0 + 3403313113 Pseudomonas aeruginosa 44.51
Pseudomonas putida 35.01
F 69 - + . - 3713333313 Xanthomonas maltophilia 98.23
Pseudomonas cepacia 2.0
PO 5 - * - + 7413211353 Pseudomonas cepacia 99.5
PO 3 - + - + 3633333373 Pseudomonas cepacia 97.62
PO 2 + + 2 + 3613311353 Pseudomonas aeruginosa 74.14
Pseudomonas cepacia 25.37
(of:1:1 + + < + 7633333313 Pseudomonas cepacia 98.97
PO 1 - + - + 3413311313 Pseudomonas aeruginosa 96.2
Pseudomonas cepacia 1.9
PP 44 - - - + 7601330122 Xanthomonas malfophilia 97.24
F 87 - + - 2 7433311373 Pseudomonas cepacia 97.68
Pseudomonas aeruginosa 2.4

1. Fluorescencia en medio cetrimid agar.

2. Prueba de oxidasa.

3. Movilidad de |a bacteria.

4. Confiabilidad de la prueba dada por “BBL Crystal".

Con el propésito de confirmar la identificacién de algunos de los microorganismos

presentes en [a pulpa de café sometida a compostaje, se complementaron con el
método “BBL Crystal”, los resuitados de las pruebas bioquimicas realizadas por
Blanddn(1996) (Cuadro 4.). Estos resultados fueron el soporte para la utilizacion

de la pulpa como sustrato de multiplicacién e inoculacién de los aislamientos

evaluados en la tercera etapa.
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Cuadro 4. Identificacion de algunas de las bacterias presentes en la pulpa de

café conocidas como posibles antagonistas. Cenicafé, Colombia.

1997.
Cod. Gram Oxi' In* Perfil Identificacién Con®
(%)
Q.11 B- - - 2222222232 Pseudomonas paucimobilis 99.0
Q.l.2 B- + - 7732233373 Pseudomonas cepacia 88.5
Q.3 B- + - 7777356557  Sermatia marcescens 99.8
Q.l.4 B- + S 3332232333 Pseudomonas cepacia 726

1. Pruaba de oxidasa.
2. Reaccién indol.

3. Confiabilidad de la prueba dada por “BBL Crystal".

6.3 Conservacion de los aislamientos de Pseudomonas spp fluorescentes

Una vez

identificadas las bacterias aisladas en

el Centro Nacional de

Investigaciones del Café, Cenicafé y las facilitadas por el CIAT, se sometieron al

proceso de liofilizacién con el fin de garantizar su conservacion y poderias utilizar

posteriormente en |las pruebas en el experimento en condiciones de invernadero.

En el cuadro 5 se presentan los resultados del control de calidad efectuado al

proceso de liofilizaciéon. Todos los aislamientos fueron viables y la humedad de

las muestras inferior a 5%.
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Cuadro 5. Pruebas de viabilidad, fluorescencia y humedad efectuada 24

horas después de la liofilizacién, a los 8 aislamientos de P.
cepacia seleccionados para la segunda etapa. Cenicafé,
Colombia. 1997.

Aislamientos Viabilidad Fluorescencia Humedad

(%)

PC 9701 + + 4.40
PC 9702 + + 4.83
PC 9703 + 4.59
PC 9704 + + 4.59
PO5 + B 483

F 87 + + 4.59
c8s + + 4.83
PO3 + 4.59

6.4 Pruebas de antagonismo en condiciones de invernadero

El cuadro 6 muestra los resultados del andlisis de suelo de la finca La Merced, asi
como del suelo utilizado en las pruebas de antagonismo. En ambos casos los
contenidos de materia orgénica, hierro y la textura Franco Arenosa (FA),
condiciones indispensables para el establecimiento de microorganismos como

Pseudomonas, estén en los limites apropiados para el cultivo.
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Cuadro 6. Analisis de suelos para uno de ios sitios donde se realizarcn

muestreos y para el utilizado en los experimentos a nivel de

invernadero. Cenicafé, Colombia. 1997.

Analisis Muestra 1204 Muestra 1205

pH 541 5.8

M.O 9.6 9.6
CIiC 16 16
K 0.67 0.44
Fe 205 173
Cu 9 10
N 0.39 0.39
Ca 1.9 1.9
P 13 6
Mg 1.0 0.8

Text. F.A. F.A.

Muestra 1204: Finca la Merced, Palestina, Caldas. Muestra 1205: Suelo estacion Cenicafé, La
Granja.

6.5 Tasa de crecimiento diario de R. bunodes en medio AEM

En condiciones de laboratorio, con una temperatura promedio de + 25 °C y en
oscuridad permanente, el crecimiento diario de R. bunodes en AEM midié 0.57 cm
con un coeficiente de variacién de 6.99. Al cabo de 10 dias el crecimiento
acumulado fue 4.56 cm con un coeficiente de variacién de 11.77. (cuadro 7 y

figura 12).

Las primeras lecturas mostraron un crecimiento promedio de 0.70 cm/dia con un
coeficiente de variacion entre 30.26 y 47.80%. En las lecturas 6, 7 y 8 el
crecimiento promedio fue 0.38 y el coeficiente de variacion estuvo entre 11.77 y
13.31%
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Cuadrc 7. Crecimiente diaric del micelic de Rosellinia bunodes en AEM,

Cenicafé, Colombia. 1997.

7 Lectura " Crecimiento micelial c.V.
(dias) {cms)

1 0. 61 47.80

2 1.29 42.11

3 2.00 30.26

4 2.73 20.92

= 1.9 16.50

6 3.79 13,31

7 4.20 11.50

st P, - P 11.77

Crecimiento diario de Roseliinia bunodes en
agar extracto de malta

DIAS

Figura 12. Curva de crecimiento diario de R. bunodes en medio AEM. Cenicafé,
Colombia. 1997.
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6.6 Evaluacion del antagonismo de Pseudomonas fiuorescenies sobre R.

bunodes.

En el Cuadro 8 y la Figura 13 se observa el porcentaje de mortalidad de las
chapolas de café en condiciones de invernadero 20 dias después de la
inoculacion (DDI) con el patégeno. (coeficiente de variacion 52.60%). Sobresalen
los tratamientos 1, 4 y 8 con porcentajes de mortalidad inferiores al 15%. Los
tratamientos testigos inoculados con R. bunodes presentaron mortalidades

superiores al 50%.

Cuadro 8. Mortalidad de “chapolas” de café 20 DDI con R. bunodes.
Cenicafé, Colombia. 1997.

Tratamiento Mortalidad
(%)
1. PC 9701 + R.bunodes 8 ¢
2 PC 9702 + R.bunodes 30 abc
3. PC 9703 + R.bunodes 46 ab
4, PC 9704 + R.bunocdes 12 be
5. F 87 + R.bunodes 50 a
6. P03 + R.bunodes 50 a
f PO5 + R.bunodes 54 a
8 C 88 + R.bunodes 12 bc
9. testigo absoluto 0c
10. testigo ref. con R.bunodes 64 a
1l1. LDE 5% + PC 9701 0 ¢
12. LDE 5% + R.bunodes 54 a

Tratamientos con la misma letra no presentan diferencia significativa(Tukey S%).
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Figura 13. Mortalidad de “chapolas” de café en los diferentes tratamientos 20 DDI
con R. bunodes. Cenicafé, Colombia. 1997.

El Cuadro 9 y la Figura 14 muestran el porcentaje de mortalidad de las “chapolas”
de café 35 DDI con el patégeno. (coeficiente de variacion 2.46%, R? 0.99).
Aunqgue ninguno de los tratamientos presenta diferencia significativa con el testigo
de referencia, el area bajo la curva de progreso de la mortalidad a lo largo de 7
lecturas, es menor para los tratamientos 1(PC9701) y 8 (C88).
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Cuadro 9. Mortalidad de “chapolas” de café 35 DDI con R. bunodes.

Cenicafé, Colombia. 1997.

Tratamiento Mortalidad
. N B ) (%)
1. PC 9701 + R.bunodes 96 a
2. PC 9702 + R.bunodes 100 a
3. PC 9703 + R.bunodes 100 a
4., PC 9704 + R.bunodes 100 a
5. F 87 + R.buncdes 100 a
6. P03 + R.bunodes 100 a
7. PO5 + R.bunodes 100 a
8. C 88 + R.bunodes 98 a
9. testigo absoluto 0 b
10. testigo ref. con R.bunodes 100 a
11. LDE 5% + PC 92701 0 b
12. LLDE 5% + R. bunodes 100 a

Tratamientcs con la misma letra no presentan diferencia significativa{Tukey 5%).R® 0.99.

ERortafidad §2)

Figura 14. Curvas de progreso de la mortalidad de “chapolas’ de café en los
diferentes tratamientos hasta los 35 DDI con R. bunodes. Cenicafé,
Colombia. 1997.
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Chapolas(No.)

Tratamientos

Figura 15. Numero de “chapolas” de café con tejido foliar necrético en los
diferentes tratamientos 35 DDI con R. bunodes. Cenicafé, Colombia.
1997.

Igualmente se inicid la recuperacidon de la bacteria de la rizosfera de las
“chapolas”’, siguiendo el procedimiento utilizado en la primera etapa. Solo en los
tratamientos 1 y 8 correspondientes a los aislamientos PC 9701 y C 88, se
posibilité la recuperacion de Pseudomonas cepacia y en ambos casos la

fluorescencia fue positiva.

Para la tercera etapa del experimento se realizaron pruebas preliminares con el
propoésito de determinar la concentracion éptima de hipoclorito de sodio requerida
para efectuar la remocion de la bacteria de las raices de las “chapolas”, una vez
hubieran sido inoculadas con los aislamientos a evaluar. En el cuadro 11 se

aprecian los resultados de dicha prueba. Solo la concentracion de 0.5% de
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Cuadre 12. Mertalidad de “chapolas” de café a los 20 DD! con Rosellinia

100

80

60

40

20

bunodes. Cenicafé, Colombia. 1997.

T Iratamiento Mortalidad

e e (%)

1. PC 9701 + R.bunodes 14 d
2. C 88 + R.buncdes 10 d
3. Tl + Hto. de sodio + R.bunodes 70 ab
4. T2 + Hto. de sodio + R.bunodes 64 b
5. PC 9701 en pulpa + R.bunodes 42 ¢
6. Testigo absoluto 0 d

7. Testigo de ref. R.bunodes 84 a

5 L L o S WL o 5 s st R -

Tratamientos con la misma letra no presentan diferencia significativa(Tukey 5%).

R? 0.94.

Mortalidad(%)

i 2 3 4 5 6 7

Tratamientos

Figura 16. Porcentaje de mortalidad de “chapolas” de café 20 DDI con R.

bunodes. Cenicafé, Colombia. 1997.

El cuadro 13 presenta los porcentajes de mortalidad a los 50 DDI con R. bunodes.
(coeficiente de variacion 8.41). Los tratamientos 3, 4, 5 y 7, con porcentajes de

mortalidad superiores al 75% no presentaron diferencias significativas entre si.
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Los tratamientos 1, 2 y 6 difieren estadisticamente enire si y con los anteriores.

(coeficiente de variacion en esta lectura 8.4).

Cuadro 13. Mortalidad de “chapolas” de café a los 50 DDI con R. bunodes.
Cenicafé, Colombia. 1997.

Tratamiento Mortalidad
(%)
1. PC 9701 + R.b.* 74 b
2. C 88 + R.b. 60 c
3. Tl + Hto. de sodio + R.b. 98 a
4. T2 + Hto. de sodio + R.b. 100 a
5. PC 9701 en pulpa + R.b. 100 a
6. Testigo absoluto 0d
7. Testigo de ref. R.b. 100 a

*Rosellinia bunodes

Tratamientos con la misma letra no presentan diferencia significativa(tukey 5%) R® 0.97.

La figura 17 compara la mortalidad de las “chapolas” de café en las lecturas
realizadas 20 y 50 DDI con R. bunodes.
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Mortalidad(%)
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Tratamientos
Figura 17. Comparacion de la mortalidad de “chapolas” de café a los 20 y 50 DDI

con R. bunodes. Cenicafé, Colombia. 1997

Los tratamientos 1 y 2 presentaron los porcentajes mas bajos de mortalidad de
“chapolas” con 14 y 74% (20 y 50 DDI) y 10 y 60% (20 y 50 DDI),
respectivamente. Los porcentajes de mortalidad del tratamiento testigo con R.
bunodes fueron 84 y 100% (20 y 50 DDI). El tratamiento PC 9701 mostré
diferencia significativa con el tratamiento PC 9701 en pulpa.



Figura 18. Tratamientos PC 9701, C88 y testigos 50 DDI con R. bunodes.
Cenicafé, Colombia. 1997. (foto G. Hoyos)

Adicionalmente se realiz6 la calificacion del tejido foliar necrético en cada uno de
los tratamientos 30 y 50 DDI con R. bunodes (cuadro 14). Los tratamientos 1 y 2
presentaron el menor numero de plantulas con tejido afectado para ambas fechas
de calificacion con 1 y 30 para el tratamiento 1 y 2 y 22 para el tratamiento 2. El
tratamiento testigo con R. bunodes presenté 31 “chapolas” con tejido necrético en

la primera lectura y 50 para |la segunda (fig. 19).
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Cuadro 14. Incidencia de tejido foliar necrético en “chapolas” de café a los

30 y 50 dias después de la inoculacién con R. bunodes. Cenicafé,

Colombia. 1997.
Tratamiento " No. y % de “chapolas” afectadas
30 DDI 50 DDI
"1.PC 9701 + R.bunodes ) : 1) 30 (60)
2.C 88 + R.bunodes 2(4) 22 (44)
3.T1 + Hto. de sodio + R.bunodes 29 (58) 48 (96)
4.T2 + Hto. de sodio + R.bunodes 26 (52) 43 (86)
5.PC 9701 en pulpa + R.bunodes 16 (32) 46 (92)
6.Testigo absoluto 0(0) 0(0)
7.Testigo ref. R.bunodes 31 (62) 50 (100)
*Total “chapolas” calificadas por tratamsento: 50
Chapolas(No.)
60
50
40
£330 DDI
30 =50 DDi
20
10 . ]
0 o —
1 2 3 4 5 6 7

Tratamientos
Figura 19. Numero de “chapolas” de café con tejido foliar necrético 30 y 50 DDI

con R. bunodes. Cenicafé, Colombia. 1997.



De las variables altura y peso seco se realizé un andiisis descriptivo.

Los tratamientos 1, 2 y 6 presentaron altura de “chapola” promedio de 5,04, 5,32 y
5,12 cm respectivamente al momento de la inoculacién con el patégeno. 45 dias
después la altura promedio de estos tratamientos fue 7,13, 7,34 y 7,09 cm

respectivamente.

Los valores de peso fresco y seco de los tratamientos 1, 2 y 6 se presentan en el
cuadro 15. Este analisis se realizé 65 DDI con los aislamientos bacteriales™.

Cuadro 15. Valores de peso fresco, seco y materia seca de “chapolas” de
los tratamientos 1 y 2 evaluados en la tercera etapa. Cenicafé,
Colombia. 1997.

Tratamiento Peso fresco Peso seco Materia seca

. (9 (9) (%)
PC 9701 1,548 0,365 23,61
C 88 2,418 0,623 25,77
Testigo 1,842 0,456 24,36

* Equipo utilizado: Analizador halégeno de humedad Mettler Toledo HR 73,

6.8 Persistencia de las bacterias en la rizosfera de “chapolas” de café.

En los tratamientos 1, 2 y 5 se pudo recuperar la bacteria hasta 60 dias después
de su inoculacién. Para los tratamientos 3 y 4 la recuperacién solo se logrd hasta
los 45 DDI.
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Cuadro 18. Persistencia de los aislamientos PC 9701 y C 88 en ia rizosfera de

“chapolas” de café. Cenicafé, Colombia. 1997.

Dias después de la inoculacién

Tratamientos 15 30 45 60
1.PC 9701 ) i P 3
2.c88 3 . £ "
3.T1 +H. de Na 0.5% N 5 P -
4.T2+H, de Na 0.5% . P " -
5. T1 + pulpa . " " +

*+. Crecimiento y fluorescencia positivos en Cetrimid Agar 24 horas DDS.

Complementario a esta prueba se realizé el recuento de UFC/g de raiz a los 15 y
30 DDI con los aislamientos. En el cuadro 17 se observan los resultados
obtenidos.

Cuadro 17. Recuento de UFC/g de raiz 15 y 30 DDI con los aislamientos PC
9701 y C 88. Cenicafé, Colombia. 1997.

UFC/g raiz
Tratamiento 15 DDI 30 DDI
G el 1.51 x 10° 2.38 x 10°
S0 1.05 x 10° 1.15 x 10°
3. T1 + H. de Na 0.5% 1.21 x 10° 1.21 x 10°
e v H.aNe 058 1.34 x 10° 9.84 x 10°

S.T1+ pulpa 7.02 x 10° 5.40 x 10°
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A los 30 DDI la bacteria presenté para los tratamientos 1 y 2 una tendencia de

aumento y para los tratamientos 3, 4 y 5 una tendencia de disminucién en su

poblacioén.

6.9 Inhibicion de crecimiento micelial del aislamiento PC 9701 sobre R.

bunodes.

El cuadro 18 y la figura 20 ilustran el nivel de inhibicion de crecimiento micelial de
R. bunodes por parte de P. cepacia PC9701 al cabo de 144 h. La cantidad mas
alta (0.1 ml) presenté la mayor inhibicién en el crecimiento acumulado. En los
tratamientos 2(0,05 ml), 3(0,025 ml) y 4(0,0125 ml) no se detectaron diferencias
significativas entre si, pero si entre éstos y los tratamientos 1(0,1 ml) y 5 (testigo
sin P. cepacia). El tratamiento 1 presenté un crecimiento acumulado de 0.16 cm y

en el tratamiento 5 el crecimiento fue 1.57 cm.

Cuadro 18. Crecimiento acumulado de R. bunodes en AEM con diferentes

cantidades de PC 9701. Cenicafé, Colombia. 1997.

Tratamiento Crecimiento C.V.
1. 0,1 ml 0.16c 85.0
2. 0,05 mi 0.75b 41.4
3. 0,025 mi 0.45 bc 43.4
4. 0,0125mi 0.41 be 40.0
5. testigo 1.57 a 41.7

* tratamientos con la misma letra no difieren estadisticamente (Tukey 5%).
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Figura 20. Nivel de inhibicion en el crecimiento micelial de R. bunodes con
diferentes cantidades de P. cepacia. Cenicafé. Colombia. 1997
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Las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos de la zona cafetera proporcionan

a las Pseudomonas condiciones adecuadas para el establecimiento e interaccion
con las raices de las plantas de café. Burbano (1989) y Alexander (1961) hacen
especial mencién de la textura FA como muy favorable para la presencia de
Pseudomonas. Elementos como hierro, fésforo y el contenido de materia organica
se encuentran en niveles éptimos tanto para la bacteria como la planta, lo que
garantiza aln mas su interaccion. Las Pseudomonas participan en la nitrificacion,
son solubilizadoras de fosforo y proveen el hierro Fe™™ que es la forma asimilable
para la planta, debido a la produccién de quelatantes como los sideréforos (Chet
1990, Chao et a/ 1986, Blandon 1996, Valencia 1996). Para facilitar la
disponibilidad de hierro, es necesario que el pH del suelo permanezca en los
limites 4.6 y 5.6. La condicién optima de materia organica se debe ubicar entre
11.4 a 12.6%, el fésforo entre 6 y 14 ppm, el potasio entre 0.29 y 0.41 me/100g y
el calcio y Magnesio entre 1.6 y 26 y 0.6 a 1.4 me/100g respectivamente
(Valencia 1995).

La tasa de crecimiento diario de R. bunodes en medio AEM de 0.57 cm
(coeficiente de variacion 6.99) demuestra la buena capacidad de avance micelial,
sobre todo cuando dispone de una fuente rica en nutrientes. En AEM los primeros
dias arrojaron un crecimiento promedio de 0.60 cm/dia, mientras que en el décimo
dia el crecimiento llegé a 0.36 cm. Similar situacién obtuvieron Castro (1997) y
Lopez (1997) al trabajar bajo condiciones semejantes de laboratorio y con el
mismo aislamiento de R. bunodes. (cuadro 7 y figura 14). Sin embargo Valencia
(1996) menciona un crecimiento diario de R. bunodes en medio AEM de 0.89 cm,
con un coeficiente de variacién de 8.37. Estas diferencias en la tasa de
crecimiento se pueden explicar por el uso de diferentes aislamientos y pueden
suceder también por la siembra consecutiva del hongo en el mismo medio por

varias generaciones.
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Para la segunda etapa es evidente que el tiempo de estabiecimientc de estas

bacterias en la rizosfera (4 dias) no fue suficiente, impidiendo un buen nivel de
colonizacién y por lo tanto- el desarrollo de mecanismos de competencia por
espacio y nutrientes. Bull (1987) encontré que el éxito del control bioldgico con
bacterias como Pseudomonas depende de un umbral poblacional éptimo en el
material de siembra o en el suelo. Asimismo Alh et al. (1986) lograron, al tener
una buena proliferacién de la bacteria, un alto nivel de competencia con otros
microorganismos. Este punto es sin duda esencial para que Pseudomonas

exprese su potencial antagénico.

Los tratamientos 1, 4 y 8 mostraron los menores porcentajes de mortalidad a los
20 DDI. Sin embargo en la evaluacion a los 35 DDI en ninguno de los
tratamientos se presenté diferencia significativa con el testigo de referencia. No
obstante los tratamientos 1 (PC9701) y 8 (C88) presentaron una curva de
progreso de la enfermedad menor a lo largo de 7 lecturas, ademés de plantulas
vivas y el menor numero de plantulas con tejido foliar necrético, lo que indica

algun grado de antagonismo de estos dos aislamientos.

Para |a tercera etapa en donde la inoculacién con R. bunodes se hiz6 15 DDI con
los aislamientos bacteriales, se establecié que los tratamientos PC 9701, C 88 y
testigo sin inoculacion, no presentaron diferencias significativas entre si 20 DDI
con R. bunodes. Los tratamientos 1 y 2 presentaron 50 DDI con R. bunodes un
nivel de control de 74 y 60% respectivamente. Estos niveles permitieron
corroborar el antagonismo de Pseudomonas cepacia (aislamientos PC 9701 y C
88) sobre R. bunodes. Igualmente el drea bajo la curva de progreso de la
enfermedad fue menor para los tratamientos 1 y 2. Estudios anteriores de Lozano
(1985), Valencia (1996) y Perez (1997) presentaron resultados similares a los de
este trabajo, pues obtuvieron niveles de antagonismo significativos con estas
bacterias sobre patégenos radicales de café, esparragos y yuca como R. bunodes

y Fusarium spp.
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£l potencial antagénico de los aislamientos PC 8701 y C 88 pudo también ser

verificado, pues el promedio de “chapolas” con tejido foliar necrético fue 50%

inferior al testigo de referencia con R. bunodes.

Los tratamientos donde se incluyé la remocion con hipoclorito de sodio posterior a
la inoculacién de la raiz con PC 9701 y C 88 no presentaron ningun nivel de
control sobre el patégeno, por lo que no se pudo probar efecto por resistencia
inducida, aunque Porras (1996) observd induccion parcial de resistencia de
Pseudomonas spp contra Hemileja vastatrix, en experimentos realizados en hojas

desprendidas de plantas de cafeto.

En el tratamiento donde se utiliz pulpa de café, como sustrato de multiplicacién
de la bacteria, se observé una alta recuperacion a los 30 DDI (5,4 x 10° UFC/g de
raiz), pero las condiciones de colonizacién y avance favorecieron mucho més al
patégeno que a la bacteria. Trabajos adelantados por Ruiz y Leguizamon (1996)
demostraron que altos contenidos de materia organica disminuyen el potencial de
control de antagonistas de R. bunodes al facilitar el mantenimiento de su
potencial patogénico. En la medida que se aumenté el contenido de materia
organica al adicionar la pulpa, el porcentaje de infeccién aumento (fig. 21).
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Figura 21. Curvas de progreso de la mortalidad de “chapolas” de café en los
diferentes tratamientos hasta los 50 DDI con R. bunodes. Cenicafé,
Colombia. 1997.

La recuperacidn de la bacteria de la rizosfera de las “chapolas” de café fue
positiva inclusive hasta los 60 dias para los tratamientos 1, 2 y 5. En los
tratamientos donde fue utilizado hipoclorito de sodio al 0.5% (3 y 4) se logré la
recuperacion de la bacteria solo hasta los 30 DDI. Para el caso de los
tratamientos 1 y 2 explica el efecto de control sobre el patégeno y para los
tratamientos 3 y 4 explica la mayor capacidad de colonizacién y avance de R.
bunodes.

Esto significa que aunque la bacteria se mantuvo en una cantidad similar a la
inoculada hasta los 30 dias después, se produjo también una predisposicién de
las raices de las plantulas al patégeno, facilitdndose la colonizacién y avance de
este. Por tanto a pesar de la presencia de la bacteria, el potencial infectivo de R.

bunodes fue superior.
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En las condiciones de este ensayo se verificd “in vitro” el efecto inhibitoric de

Pseudomonas cepacia PC 9701 sobre R. bunodes. Por observacién se evidencid
una disminucién en la capacidad de avance del micelio, en presencia de P.
cepacia. La presencia de diversos mecanismos de inhibicion que presenta esta
bacteria son mencionados por Austin ef. a/ (1977), Ledn (1986), Cook (1991) y
Valencia (1996).

En las condiciones del experimento los resultados en invernadero mostraron
niveles de control aceptables, dadas las caracteristicas de los microorganismos
gue interactuaron. La interaccién de la microflora habitante regular del suelo y la
rizosfera, pretende un equilibrio de la poblacién, mas no el exterminio total de

unos por otros.

Pseudomonas cepacia tiene muchas posibilidades de utilizacion dentro de un
Manejo Integrado de la llaga negra radical del cafeto, en el agroecosistema
cafetero, una vez se logre una adecuada formulacion y aplicacion de la bacteria a
la rizosfera de plantas, para implementar el manejo preventivo. Este componente
no garantiza plena eficiencia en condiciones de un potencial de inéculo alto, pero
si lo es en condiciones normales de Manejo Integrado del problema. Para este
experimento el patégeno se colocd en niveles de aito potencial de indculo, lo que
lo favorecid. A pesar de ello fue posible probar el potencial antagénico de la

bacteria.

La adicién regular de pulpa a los cultivos de cafeto ubicados en zonas de aita
incidencia de este patdégeno, proporciona un elemento mas en favor del desarrolio
de Rosellinia bunodes, por lo que el conocimiento de su biologia, epidemiologia y
de control biolégico son de gran importancia para el futuro de una caficultura

sostenible.
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8. CONCLUSIONES

1. Los aislamientos nativos identificados como Pseudomonas cepacia,
provenientes de las muestras analizadas presentaron efecto antagdnico sobre

Rosellinia bunodes.

2. En condiciones de laboratorio y utilizando medio de cultivo agar extracto de
malta (AEM), se verificd el efecto inhibitorio de P. cepacia PC 9701 sobre R.
bunodes. Por observacion se evidencié la disminucion en la capacidad de avance

del micelio.

3. P. cepacia ejercio un efecto protector a plantulas (‘chapolas”) de cafeto,
inoculadas 15 dias después con R. bunodes, agente causante de la llaga negra

radical.

4. Cuando se aumento el tiempo de colonizacién de de P. cepacia en la rizosfera,

se logré un mayor efecto de control de la bacteria sobre R. bunodes.

5. La utilizacién de la leche descremada como sustrato de multiplicacién de
bacterias fluorescentes, en este caso P. cepacia, permiti6 un buen nivel de
persistencia de la bacteria en la rizosfera de las plantulas de cafeto sembradas en
suelo estéril. La poblacién se mantuvo en niveles similares a los inoculados hasta
los 30 dias después de la inoculacién (DDI). 60 DDI también fue posible su

recuperacion.

6. La técnica de liofilizacién de los aislamientos de Pseudomonas fluorescentes
obtenidos de raices de arboles de cafeto, es un método adecuado de

conservacion de este tipo de microorganismos.
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11.5 Caracterizacién microbiolégica del lombricompuesto de pulpa de café

realizado por la Disciplina de Quimica Industrial de Cenicafé en 1996.

Cenicafé, Colombia. 1997.

Pulpa de café sola Pulpa de café de 2 meses Lombricompuesto de pulpa
fresca de café

Candida sp Aspergillus sp Actinomadura sp
Citrobacter sp Candida sp Aeromonas sp
Enterobacter sp Enterobacter sp Aspergillus sp
Escherichia sp Escherichia sp Bacilos Gram ()
Hafnia sp Fusarium sp Citrobacter sp
Rhodotorula sp Geotrichum sp Cladosporium sp
Serratia sp Intraesporangium sp Chromobacterium sp
Staphylococo sp Klebsiella sp Enterobacter sp
Streptomyces sp Penicillium sp Escherichia sp
Torulopsis sp * Pseudomonas cepacia  Fusarium sp

Sarcina sp Geotrichum sp

Staphilococcus sp Klebsiella sp

Streptomyces sp Penicillium sp

Providencia sp
* Pseudomonas cepacia
Streptomyces sp

*Identificacién complementaria hasta especie.



