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CARDENAS LOPEZ, J. 1997. Efecto de Pseudomonas fluorescentes sobre

Rosellinia bunodes ,( Berk y Sr.) Sacco en plantas de cafe. Tesis Mag. Sc.

Turrialba, Costa Rica, CATIE. 86 p.

Resumen

En el presente trabajo se evalu6 el efecto de diferentes aislamientos de Pseudomonas

fluorescentes sobre Rosellinia bunodes, agente causante de la lIaga 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 (tecnica

BBl Crystal). Pruebas "in vitro" permitieron determinar una tasa de crecimiento diario de

micelio de Rosellinia bunodes de 0.57 em en Agar extracto de malta (coeficiente de variaci6n

de 6.99). Igualmente se verific6 en condiciones de laboratorio, el efecto inhibitorio del

aislamiento PC 9701 sobre el crecimiento micelial de R. bunodes. En invernadero se evalu6

el antagonismo de los aislamientos PC 9701, PC 9702, PC 9703, PC 9704, F87, P03, P05 Y

C 88 utilizando plantutas ("chapolas") de cafe, las cuales antes de ser sembradas en suelo

estern, fueron inoculadas can cada uno a raz6n de 30 ml de suspensiori bacterial por

plantula, utilizando como sustrato de incremento de la bacteria leche descremada esteril al

5%. Pat6geno y antagonista se evaluaron hasta los 50 dias detectandose diferencias

significativas entre aislamientos del antagonista, can menores porcentajes de mortalidad en

los aislamientos C 88 y PC 9701 (60 Y 74% respectivamente). la recuperaci6n de estos de

la rizosfera de las plantulas de cafe fue alta, con persistencia de hasta 60 001 (dias despues

de la inoculaci6n de la bacteria). EI recuento de UFC/g de raiz a los 30 DOl result6 de 2.38 x

106 para PC 9701 y 1.15 x 106 para C 88. los resultados obtenidos en este estudio muestran

perspectivas importantes para lograr en el futuro el usa de estos agentes de control biol6gico

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

Palabras claves: Cottee arabica, Pseudomonas ceoecie. Rosellinia bunodes, Enfermedades
fungosas , Control biol6gico, Antagonismo.
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CARDENAS LOPEZ, J. 1997. Effect of fluorescent Pseudomonas on Rosellinia

bunodes (Berk and Br.) Sacco 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 eepaeia (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, P03, P05 and C88 isolates' antagonism was evaluated at

the greenhouse employing for this purpose coffee plantlets inoculated with 30 ml 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 plant/ets rhizosphere was high, with a

persistence of up to 60 DAI (days after bacteria inoculation). The number of root UFC/g after

30 DAI was 2.38 x 106 for PC 9701 and 1.15 x 106 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: Gaftea arabiea, Pseudomonas eepacia, Rosellinia bunodes, fungal diseases,
biological control, antagonism. "
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EFECTO DE Pseudomonas FLUORESCENTES SOBRE Rosellinia bunodes

( Berk y Sr.) Sacco EN PLANTAS DE CAFE:

1. JUSTIFICACION

Las enfermedades causadas por hongos del genero Rosellinia han sido

registradas en casi todos los parses del mundo, ocasionando danos de

consideraci6n en muchas especies vegetales, as! como gran dificultad en su

manejo (Aranzazu 1992).

Castro y Esquivel (1991) registraron la lIaga negra 0 podredumbre negra, como

una enfermedad de las ralces del cafeto ocasionada por el habitante natural del

suelo Rosellinia bunodes Berk y Br. Lo anterior confirma 10 establecido par

Waterston (1941), quien describe a Rosellinia como un habitante del suelo, cuyo

parasitismo es incidental a su existencia saprofitica.

En Colombia han sido registrados numerosos y graves ataques ocasionados por

la lIaga negra (R. bunodes) en plantaciones nuevas de cafe, tanto de variedad

caturra como de variedad Colombia (Castro y Esquivel 1991).

En parses centroamericanos como Honduras, Tronconi (1990) , menciona a R.

bunodes como una de las enfermedades presente en las plantaciones

comerciales, sin embargo Alpizar (1989) la incluyecomo un problema que en la

actualidad no reviste gran importancia en las zonas cafetaleras de Costa Rica.

Regaldo y Villanueva (1990) indican que en Mexico la enfermedad ataca tanto

plantaciones j6venes como adultas. Los danos en el arbol de cafeto se distinguen
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par el amarillamiento, marchitez y defoliaci6n .

En la India, Govindarajan (1988) registro ataques mas severos en cafetales a

pleno sol que can sombra. Rosellinia tiene un rango muy amplio de .plantas

hospedantes, atacando numerosas especies cultivadas asl como tarnbien varias

especies de arboles de sombrio en plantaciones de cafe. Algunos hospedantes

de R. bunodes son el cafe (Coffea arabica), la yuca (Manihot esculenta), el cacao

(Theobroma cacao) , los citricos (Citrus sp.), la macadamia (Macadamia

integrifolia) . EI ataque es muy severo en arboles de sombrfo especialmente del

genero Inga spp., frecuentemente utilizados en zonas cafetaleras (Bermudez y

Carranza 1990, Villegas 1997).

Este hongo afecta las plantaciones de cafe, produciendo la muerte de los arboles

y por 10 tanto disminuyendo los rendimientos de la plantacion (Galvez 1990).

EI manejo de la enfermedad esta basado fundamentalmente en retardar la

diserninacion del patoqeno, reduciendo al minimo el inoculo en el suelo, adernas

de favorecer su aireacion y exposici6n solar (Katan 1981).

Hasta el momenta se carece de metodos eficientes que garanticen plenamente la

recuperaci6n de areas afectadas. Sin embargo y como con muchos pat6genos

habitantes del suelo, existe un gran potencial antag6nico ejercido por

microorganismos beneficos tales como : micorrizas vesiculo arbusculares, el

hongo Trichoderma y bacterias del genero Pseudomonas spp. fluorescentes, los

cuales al parecer compiten por espacio y nutrientes, ofreciendo grandes

posibilidades de ser inclufdos satisfactoriamente en un control integrado (Kaska

1976, Burbano 1992, Castro 1995, Valencia 1996).

EI control biol6gico presenta ventajas para el manejo de enfermedades, como la

reduccion del uso de fungicidas, 10 cual favorece a largo plazo un equilibrio en el
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sistema de producclon, costas mas bajos y la proteccion del ecosistema catetero

(Lopez 1994).

EI manejo de las IIagas radicales del cateto producidas par el honga R. bunodes

utilizando el control biologico, tiene amplias posibilidades de exito. 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

produccicn cateteros , bien sea como un componente de los sistemas integrales

de manejo de enfermedades 0 mediante el desarrollo de fungicidas bioloqicos.

Igual mencion hace Valencia (1996) quien encontro inhlbicion del crecimiento de

R. bunodes en laboratorio, al ser puesto a competir con bacterias del genero

Pseudomonas.

Es posible mejorar la capacidad de los microorganismos para controlar las

enfermedades mediante la selecci6n de aquellos can caracteristicas mas

efectivas y ademas brindandoles sustratos que favorezcan su capacidad de

crecimiento y muttiplicacion (Okumoto 1992).

Instituciones como el Centro Agron6mico Tropical de Investigaci6n y Enserianza­

CATIE- y el Centro Nacional de Investigaciones del Cafe -Cenicate- adelantan

trabajos de investigaci6n con agentes de control biol6gico promisorios como

Trichoderma kaningii y rnicorrlzas vesicula arbusculares, enfatizando su

aplicaci6n inicial, en condiciones de invernadero. La posibilidadde la presencia

de Pseudomonas spp. fluorescentes nativas de suelo colombiano, can potencial

antag6nico, ameritan este tipo de investigaciones. Ella permitira a mediano plaza

contar con alternativas confrables que ofrezcan efectividad y persistencia del

control biol6gico en lotes afectados, tanto en cafe como en otros cultivos de

importancia en la diversifrcaci6n del ingreso cafetero.

.Considerando la importancia del cate para Colombia, Centroamerica y mas de 20

paises productores en tada 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

economfas (Saenz 1885, Graff 1986), es necesario profundizar las

investigaciones que permitan encontrar metodos eficientes de control de R.

bunodes con microorganismos antagonistas, entre ellos Pseudomonas spp

fluorescentes.

EI control biol6gico de enfermedades radicales en una amplia variedad de cultivas

ha side explorado por diversos autores, existiendo referencias exitosas con el uso

de bacterias del genera Pseudomonas del tipo fluorescentes (Kloeper 1974,

Austin et et. 1977, Pierson y Weller 1994).

Con el presente trabajo se pretende aportar informaci6n basica que permita el

aislamiento de este tipo de microorganismos de la rizosfera del cafe, asf como

explorar el efecto antag6nico de Pseudomonas spp. sobre R. bunodes, agente

causante de la IIaga negra radical del cafeto.
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2.0BJETIVOS

2.1 General

Evaluar en condiciones de invernadero el etecto antag6nico de Pseudomonas

tluorescentes contra R. bunodesen plantulas ("chapolas") de cafeto.

2.2 Especificos

2.2.1 Determinar una metodologia contiable para aislar, identificar y conservar

Pseudomonas fluorescentes con potencial etecto antag6nico sobre R. bunodes.

2.2.2 Verificar en laboratorio el efecto antag6nico de Pseudomonas tluorescentes

contra R. bunodes.

2.2.3 Evaluar en condiciones de invernadero el etecto antag6nico de especies de

Pseudomonas sobre R. bunodes, en plantulas ("chapolas") de cafeto, var.

Colombia.

2.2.4 Determinar la persistencia de Pseudomonas en la rizosfera de plantulas

("chapolas") de cafeto, var. Colombia, cuando son inoculadas utilizando un

sustrato especifico .



6
3. HIPOTESIS

• Aislamientos nativos en suelo cafetero colombiano de Pseudomonas

fluoreseentes no presentan efeeto antag6nieo sobre el agente causante de la

IIaga negra radical del cateto, R. bunodes

• La utilizaei6n de leehe deseremada como sustrato, no Ie garantiza a

Pseudomonas tluorescentes su persisteneia en la rizostera de plantulas de

cafeto y eteeto antag6nieo sobre R. bunodes.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Aspectos Generales de ·Rosellinia bunodes

4.1.1 Taxonomia

Rosellinia bunodes (Berk y Br.) Sacco pertenece a la clase Ascomicetes, orden

Sphaeriales, familia Xylariaceae, genero Rosellinia (Kannan 1986).

Duque (1933) claslflco el genero Rosellinia como imperfecto 0 Pyrenomiceto,

orden Sphaeriales, familia Sphaeriaceae y /0 describio como un organismo que

posee la forma sexual ascosporica, asexual conldica y la vegetativa.

Sarasola (1975) indica que el hongo puede presentarse en su forma sexual

ascosporica que corresponde a Rosel/inia , en la forma asexual conidica del tipo

Graphium y en la forma vegetativa con cordones miceliales del tipo Dematophora.

Estudios microscoplcos han permitido la observacicn de caracterlsticas

mortoloolcas como el aspecto general de los corernios del genero Graphium, el

extrema del conidioforo , la forma de la conidia. la ascospora y el micelio (Saccas

1956). EI mismo autor afirma que el micelio de R. bunodes posee una forma

cilfndrica tabicada, muy ramificado y de color pardo oscuro; posee una capa

compacta parecida a una corteza. EI estroma inicialmente es pardo rojizo y luego

negro, formado por hifas densamente aglomeradas de varios miHmetros de

espesor que comienzan a emerger en el tejido cortical.

Muthappa (1977) describe a R. bunodes con peritecios densamente agregados,

de 1-2 mm de diametro y 2 mm de altura, asperos y prominentes, hifas

superficiales negras, con micelio sobre la superficie del hospedante. Ostiolos

papilados, ascas cilindricas de tallo largo, unitunicados de 8 esporas, 270-378 x

13-20 (300x17) m, ascosporas cafe oscuras, uniceluladas de pared dellcada,
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simbiforme, extremos prolongadosen forma de hila (Fig. t),

2

Figura 1. Rosellinia bunodes: 1. Peritecios; 2. Secci6n transversal de la ralz

mostrando los puntos negros del hongo; 3. Asca; 4. Ascosporas.

(llustraci6n tomada de Muthappa 1977).
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4. ANTECEDENTES

4.1 Aspectos Generales de 'Rosellinia bunodes

4.1.1 Taxonomia

Rosellinia bunodes (Berk y Br.) Sacco pertenece a la clase Ascomicetes, orden

Sphaeriales, familia Xylariaceae, genero Rosellinia (Kannan 1986).

Duque (1933) claslflco el genero Rosellinia como imperfecto 0 Pyrenomiceto,

orden Sphaeriales, familia Sphaeriaceae y /0 describio como un organismo que

posee la forma sexual ascosporica, asexual conldica y la vegetativa.

Sarasola (1975) indica que el hongo puede presentarse en su forma sexual

ascosporica que corresponde a Rosel/inia , en la forma asexual conidica del tipo

Graphium y en la forma vegetativa con cordones miceliales del tipo Dematophora.

Estudios microscoplcos han permitido la observacicn de caracterlsticas

mortoloolcas como el aspecto general de los corernios del genero Graphium, el

extrema del conidioforo , la forma de la conidia. la ascospora y el micelio (Saccas

1956). EI mismo autor afirma que el micelio de R. bunodes posee una forma

cilfndrica tabicada, muy ramificado y de color pardo oscuro; posee una capa

compacta parecida a una corteza. EI estroma inicialmente es pardo rojizo y luego

negro, formado por hifas densamente aglomeradas de varios miHmetros de

espesor que comienzan a emerger en el tejido cortical.

Muthappa (1977) describe a R. bunodes con peritecios densamente agregados,

de 1-2 mm de diametro y 2 mm de altura, asperos y prominentes, hifas

superficiales negras, con micelio sobre la superficie del hospedante. Ostiolos

papilados, ascas cilindricas de tallo largo, unitunicados de 8 esporas, 270-378 x

13-20 (300x17) m, ascosporas cafe oscuras, uniceluladas de pared dellcada,
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en humus, se Ie considera como parte de la flora natural. La anterior coincide con

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

natural del suelo.

Existen tres factores que favorecen el desarrollo del pat6geno: 1) la presencia de

arboles viejos de sombrfo con sus ralces en proceso de descomposici6n; 2) los

contenidos de materia orqanica en la superficie del suelo y 3) la frecuencia de las

IIuvias, detectandose una incidencia casi insignificante en donde la frecuencia de

las lIuvias es menor y poca la acumulaci6n de humus y restos vegetales (L6pez

de Oliveira 1992). La enfermedad es favorecida adernas por la alta precipitaci6n y

la reducida luminosidad.

Estas condiciones son coincidentes con la informaci6n presentada por L6pez y

Fernandez (1966) quienes indican que R. bunodes se desarrolla mejor en suelos

con humedad alrededor del 70% y alto contenido de materia orqanica. Igualmente

Aranzazu (1992) menciona la penumbra, el exceso de hojarasca, suelos de

textura franco arenosa con buen drenaje interno, sueltos y ricos en materia

orqanlca como factores que favorecen a Rosellinia. En relaci6n 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 Distribuci6n geogrilfica de R. bunodes

Este Ascomiceto tiene una amplia distribuci6nen zonas tropicales, viendoss

favorecido por las caracterlstlcas agroecol6gicas. Fue detectado por primera vez

en 1870 en fragmentos de raices provenientes de Cellan (Saccas 1956).

Actualmente R. bunodes se encuentra ampliamente distribuido tanto en America

tropical como en la Republica Centro Africana, India, Indonesia, Malasia,

Filipinas, Sri Lanka y Zaire (Holliday 1980).
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En los parses productores de cafe de Centro y Suramerica sa ha informado que

causa la musrte de arboles j6venes y viejos, asl 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, cafe y arboles de sombrfo en los departamentos

de Antioquia, Caldas y Cundinamarca, Santander y Valle del Cauca (Merchan

1993).

Duque (1952) reconoci6 la gravedad de la enfermedad en Colombia asl como la

persistencia de los ataques, en trabajos de campo realizados entre los alios 1931

y 1943.

4.2 Importancia econ6mica de R. bunodes en la caficultura mundial

Rose/linia spp., causa pudrici6n de la rafz en muchos cultivos tropicales,

especialmente en tierras recien 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 parses productores de cafe, no se tienen

datos de la cuantificaci6n de perdidas causadas por este pat6geno.

Es importante considerar que el impacto econ6mico producido por R. bunodes

esta representado en la disminuci6n progresiva del nurnero de arboles

productivos, costos directos de control y eliminaci6n de arboles enfermos y el

costo de no poderse resembrar cafe en los suelos contaminados con la

enfermedad.

Castro (1992) observ6 niveles de incidencia hasta del 80% en varias fincas de la

zona cafetera colombiana, con perdidas millonarias no solo en cafe sino tambten

en citricos y macadamia.
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·4.3 Me~anismos de diseminacion y ataque de R. bunodes

La penstracion directa probablemente es la mas cornun forma de ataque en los

hongos. Estes 10 hacen por medic de una hifa fina 0 un apresorio, el cual se
:-

forma entre la zona. de contacto del tubo germinal 0 micelio y la superficie del
. I

hospedante (Agrios 1996).

Duque (1952) describe dos formas de propaqacion para R. bunodes: 1) en la

superficie del suelo por contacto de este con material infectado y 2) por contacto

de las ralces de arboles enfermos con arboles sanos.

EI contacto que ocurre entre las ralces 0 troncos infectados con raices de arboles

sanos por medio de los rtzomorfos es una de las formas mas frecuentes de

dispersion de las lIagas radicales (Lopez 1965).

Estudios de patogenicidad de R. bunodes mostraron que antes de penetrar en las

rafces de su hospedante para establecerse como parasite, necesita tener un

vigoroso crecimiento ectotroflco a 10 largo del sistema radical (Lopez 1965,

Salazar y Aranzazu 1991). EI exrto 0 fracaso en la infeccion dependera del menor

o mayor desarrollo previa adquirido por el hongo.

Cuando la base alimenticia es insuficiente, el hongo no puede lIegar hasta la fase

parasltlca, ya que por agotamiento del sustrato no es capaz de continuar su

crecimiento y muere antes de veneer la resistencia pasiva del susceptivo

(Fernandez y Lopez 1964, Salazar y Aranzazu 1991 ).

En cuanto a la relacion patoqeno-hospedante, Nicole et al. (1994) describen las

estructuras celuJares particulares de los hongos que pueden estar involucradas

en la alteracion de la pared celular. Los patoqenos pueden producir un amplio

arreglo de sus estructuras celulares especializadas enla penetracion del

hospedante. Estos pueden ser apresorios, haustorios 0 microhifas. La alteraci6n
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de los tejidos resulta de la presi6n mecanica y de ta actividad enzimatlca de la

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

con apresorios.

Agrios (1996) afirma que para que un pat6geno infecte una planta, debe ser

capaz de abrirse paso al interior de esta, obtener nutrientes de ella y neutralizar

sus reacciones de defensa.

Debido a la poca informaci6n existente sobre la relaci6n del pat6geno con el

hospedante, Ibarra (1997) actualmente adelanta el estudio del proceso infectivo

de R. bunodes en cafe, el cual es parte del conocimiento basico que se debe

tener sobre la biologfa y ecologfa del pat6geno.

La figura 2 ilustra el mecanisme de penetraci6n de Rosellinia spp. cuando logra

veneer la resistencia de su hospedante.
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Figura 2. Penetraci6n de Rosellinia spp. 1 Proliferaci6n externa; 2. Formaci6n del

"cojfn infeccioso"; 3. Penetraci6n en el tejido; 4. Proliferaci6n interna en

la forma de cord6n subcortical. (llustraci6n tomada de TourvieiUe de

Labrouche 1982).

Castro y Esquivel (1991 ) afirman que en la zona cafetera prevalece la lIaga

negra, se desarrolla rapidarnente y su procesa de penetraci6n es mas precoz y

masivo; por 10 tanto, los efectos en el hospedante se manifiestan mas temprano.

Indican que la slntomatoloqia en el arbol se manifiesta de manera tardia como

clorosis generalizada, necrosis de las hojas, posterior defoliaci6n y por ultimo la

muerte.
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4.4 Manejo integrado de R. bunodes (Berk y Br.)

Se puede afirmar que la asociaci6n de cafe con otros cultivos susceptibles al

pat6geno como yuca y cacao, favorecen la aparici6n de la enfermedad y hace

muy diflcil su manejo (L6pez de Oliveira1992, Castro y Esquivel 1991).

Aranzazu (1992) menciona que el manejo de las enfermedades producidas por

hongos del genero RoseJlinia es muy dificil por su caracter de habitante natural de

los suelos, adernas porque los sfntomas externos aparecen cuando se ha

ocasionado un dana severo al sistema radical.

4.4.1 Control cultural

En el manejo de las lIagas radicales se debe enfatizar en la eliminaci6n de

sustratos frescos. Aranzazu y Salazar (1995) insisten en la necesidad de eliminar

raices sanas y enfermas de arboles infectados pr6ximos a morir 0 recien muertos.

La sotarizacion y alreacion del terreno por un perfodo no inferior a 2 meses antes

de resembrar, es una practice necesaria si se desea recuperar suelos infectados

(Castro 1992, Cristancho 1992).

4.4.2. Control quimico

En el control de patoqenos del suelo, han sido utiJizados productos qufmicos, los

cuales reducen temporalmente su incidencia, pero debido al continuo usc, el

suelo pierde el equilibrio proporcionado por la competencia microbiana y ademas

se Ie permite al pat6geno producir estructuras de resistencia que Ie ayudan a

sobrevivir en condiciones adversas (Restrepo 1997).

Merchan (1993) afirma que .el usa de fungicidas como Captan, Carboxim,

Cyproconazole, Meti! thiofanato, Oxicarboxin, Tiabendazole, Triadimefon y

Tridemorph, incrementan la incidencia y severidad de la enfermedad al favorecer
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el desarrollo del pat6geno, mediante la reducci6n de la microflora antagonista.

Hasta el momenta se carece de rnetodos de control qulrnico eficientes para estas

enfermedades, perc existen recomendaciones como la eliminaci6n de residuos de

arboles producto del desmonte para la incorporaci6n de areas nuevas en la

producci6n de cafe (Castro y Esquivel 1991).

Adernas de las anteriores practices surge la posibilidad de manejar la enfermedad

emp/eando y/o preservando /a microflora del suelo, estimulando los organismos

antag6nicos.

4.4.3 Control biol6gico de hongos del suelo

Baker y Cook (1974) definen el control biol6gico como Ja reducci6n de un

pat6geno 0 de su capacidad para producir la enfermedad logrado por 0 a traves

de uno 0 mas organismos excluyendo al hombre. EI uso de microorganismos

como agentes de control ha despertado mucho interes para la fitopatologlaen los

ultirnos treinta aries.

Andrews (1992) atirma que el control bio/6gico es fundamentalmente ecologia

ap/icada, con la meta especifica de manejar una comunidad microbial para

favorecer al agente de control y desfavorecer al pat6geno.

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 eJ control

biol6gico puede deberse a varios factores, entre los que relacion6 la baja

capacidad competidora de muchos pat6genos.

Bull (1987) considera que el control biol6gico depende del establecimiento y

mantenimiento de un umbral poblacional de las bacterias en el material de
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siembra 0 en el sue/o; per 10 tanto una reduccion 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 edaficos que incluyen temperatura,

humedad, pH y contenido de arcilla, adernas 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 biol6gico. 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 et al. 1993).

La bacteria Pseudomonas cepacia ha sido utilizada en el control de pat6genos

foliares (Knudsen y Spur 1987, Homma et al. 1989). EI hongo Trichoderma spp.

ha side empleado por largo tiempo en el control biol6gico de varias enfermedades

de plantas. Actua como hiperparasito, como preductor de antibi6ticos 0 como

competidor per nutrientes dadas sus caracterlsticas de rapido crecimiento

(Reinecke 1974, Alonso 1994).

Entre los organismos antag6nicos a pat6genos de suelo se documentan

Trichoderma spp., micorrizas vesicula arbusculares, Aspergillus spp., Gliocladium

spp. y bacterias del genera Pseudomonas ( Cristancho 1992, Castro 1995,

Cattelan 1994, Rivillas 1996).
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4.4.3.1 Control biol6gico de R. bunodes

EI control biol6gico de R. bunodes con la utilizaci6n del antagonista Trichoderma

spp. mostr6 buenas posibilidades de aplicaci6n en los sistemas de producci6n

cafeteros (Esquivel et al. 1992, Castro 1993).

Actualmente Castro (1997) adelanta trabajos de investigaci6n para cuantificar el

efecto de Trichoderma koningii (T-3) y Glomus manihotis en er control de R.

bunodes, mientras que L6pez (1997) realiza la evaluaci6n de diferentes sustratos

para la multiplicaci6n de T koningii antagonista de R. bunodes, y pretende

determinar la forma mas adecuada de producci6n y aplicaci6n de este agente

biol6gico.

Igualmente existe gran potencial en el control de este hongo, con bacterias

controladoras biol6gicas, especialmente con Pseudomonas fluorescentes con 10

que se ampliarfa aun mas un esquema de Manejo Integrado de las lIagas

radicales (Valencia 1996).

4.4.3.2 Usa de Pseudomonas fluorescentes

EI genero Pseudomonas pertenece a la divisi6n Gracillicutea (gram negativos),

clase Proteobacteria, subclase Gamma, familia Pseudomonaceae (Montecinos y

Beltra 1996).

Koneman (1989) indica que el genera Pseudomonas presenta celulas con forma

bacilar, rectos 0 Iigeramente curvos, con un tamario comprendido entre 0.5 y 1 urn

de ancho y 1.5 a 5 urn de largo, gram negativos, aerobios, no formadores de

esporas y con movilidad dada por uno 0 varios f1agelos polares.

E/ metabo/ismo de las Pseudomonas es aerobio y el oxfgeno actua como aceptor

de electrones termina/es. Estas bacterias degradan la glucosa y otros



19

carbohidratos por oxidacion, producen una amplia variedad de enzimas, entre

elias oxidasas y catalasas, colonizan abundantemente el suelo, plantas y

animales ( Krieg y Holt 1984).

Las Pseudomonas participan en la nitriflcacion, proceso microbiologico mediante

el cual el NH/ es oxidado a N03- ( Blandon 1996). Igualmente sstan

consideradas como solubilizadoras de fosforo.

Subba (1992) afirma que bacterias como Pseudomonas, Bacillus, Serratia y

Flavobacterium son de gran importancia pues actuan en la solubtlizaclcn y

asirnilacion del tosforo.

Kloeper (1974) describe a Pseudomonas ttuorescens como una bacteria asociada

al filoplano y a la rizosfera. Si la bacteria es introducida en la semilla 0 material de

siembra, puede controlar enfermedades patoqenicas del suelo y promover el

crecimiento al suprimir otros organismos daninos.

Asfmismo, Austin et al. (1977) describen los mecanismos que operan en el control

biologico con P. fluorescens. Como antagonista se cree que reduce en el

patogeno la germinacion de esporas y crecimiento del tuba germinativo y causa

lisis de la hifa, 10 cual reduce el desarrollo de la enfermedad.

Existen cepas de Pseudomonas spp f1uorescentes que producen siderotoros los

cuales inhiben el crecimiento de otros microorganismos de las ralces 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

patoqenos par el hierro y otros nutrientes disponibles en el suelo, debido a la

produccion de quelatantes como los sideroforos (Chet 1990, Chao ata/. 1986).

Los slderoforos son compuestos sintetizados por Pseudomonas spp.

fluorescentes para la captura del hierro. Los pigmentos hidrosolubles
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tluorescentes producidos por estas bacterias actuan como sider6toros (Le6n

1986).

Algunas especies usadas para control biol6gico producen pioverdina, una

pigmentaci6n tluorescente que se difunde en el medio de cultivo (Le6n 1986).

Varios aislamientos de P. f1uorescens presentan dos tipos de antibi6ticos fenil

pirroleclorinados, uno de ellos con acci6n inhibitoria contra oomicetos (Howell et

al. 1980). Pueden tarnbien tener un efecto inductor, mediante algun producto de

su metabo/ismo que genera en las plantas mecanismos de protecci6n y defensa

contra organismos patoqenos (Porras 1996).

Cepas de Pseudomonas spp. f1uorescentes se han usado intensivamente en el

control de Gaeumannomyces graminis var. fritici. La raza 2-79 se aisl6 de raices

de trigo y su mecanisme de acci6n es por antibiosis (Cook 1991).

Pierson y Weller (1994) evaluaron Pseudomonas spp fluorescentes en

combinaci6n e lndtvidualmente para suprimir el crecimiento de Gaeumannomyces

graminis var. tritici, tanto en cameras de crecimiento como en invemadero,

obteniendo resultados promisorios con algunas meze/as, 10 que demuestra los

benefiCios potenciales de usar Pseudomonas spp tluorescentes para suprimir este

problema, planteando /a importancia de los etectos aditivos e interactivos cuando

se introdueen bacterias en el control biol6gico.

Los experimentos de resistencia en plantulas de cafe 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 rnaxirnos

niveles de protecci6n contra la infecci6n por Hemileia vastatrix fueron del 67.4%,

logrado con la mezcla de P. alcaligenes y P.aureofaciens.

Este hecho, afirma Porras (1996), comprueba la inducci6n parcial de resistencia,
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ya que el efecto metab61ico producido par Pseudomonas es asumido ientamente

par la planta.

Diversos estudios han demostrado que el grupo de Pseudomonas fluorescentes

representa un potencial promisorio, no solo para incrementar los rendimientos en

el cultivo de la yuca, sino para preven ir las puorlclones radicales en este cultivo

(Hernandez y Lozano 1985).

Pseudomonas spp. han sido aplicadas eficientemente para suprimir Fusarium

oxysporum en varias especies de plantas; estas bacterias tienen efectos directos

e indirectos .contra F. oxysporum (Lemanceau y Alabouvette 1993, Cattelan

1994).

La inoculaci6n de raices de tomate con P. fluorescens en suelos previamente

solarizados suprimi6 la colonizaci6n por Penicillium pinuphil/um y anul6el retardo

en el crecimiento de las plantas. (Gamliel y Katan 1991, 1993). Estos autores

sugieren que P. fluorescens es un agente efectivo en la supresi6n de pat6genos

del suelo.

Varias investigaciones han demostrado que Pseudomonas spp. es efectiva contra

mal del talluelo (Udamping-off") y la pudrici6n de raiz causada por Aphanomyces

sp. (Lindell y Parke 1989, Parke et al. 1991, Bowers y Parke 1993, King y Parke

1993)

Algunas especies de Pseudomonas son usadas como controladores biol6gicos

por la relativa facilidad para su aislamiento, identificaci6n y manejo. Uno de sus

ambientes naturales es el sue/a , especialmente la materia organica y la rizosfera

donde se desarrollan mas rapidarnente en comparaci6n con otras rizobacterias

(Howie y Echandi 1985, Anuratha y Gnanamanickam 1990).
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Ahl et et. (1986), afirman que Pseudomonas spp. se establecen en la planta en

dos fases: una de adhesion al tejido de la rafz y otra de prcliteracion y

competencia de la bacteria con otros microorganismos.

Baeterias de este tipo pueden ser introducidas en los sistemas radicales y

rizosfera de muchos cultivos con el propos ito de restablecer el equilibrio (Lozano

1991).

Kim et al. (1997) encontraron una excelente persistencia de baeterias como

Bacillus sp. y Pseudomonas f1uorescens en la rizosfera de plantas de trigo,

inclusive despues de 150 dias de haber sido inoculadas las semillas con estos

microorganismos.

4.4.3.3 Formulaci6n de Pseudomonas spp.

Existen diferentes tipos de sustratos para la multipllcacion e incorporacion de

controladores biologicos al suelo. Desde el descubrimiento de la poteneialidad de

mieroorganismos como Trichoderma y Gliocladium como agentes de control

biol6gico de patoqenos del suelo, se han desarollado trabajos que demuestran la

neeesidad de incluir una base alimentieia enriquecida con el agente de control

biol6gico, para que su efecto sea efectivo y persistente en el suelo (L6pez 1997).

Dhingra y Sinclair (1994) eultivaron con exito Gliocladium roseum en una mezela

de 75% de turba, 10% de suelo, 10% de hojas en descomposici6n y 5% de arena.

Una forma cornun de apliear microorganismos es a traves de formulaeiones

Iiquidas. Papavizas et al. (1984) reportan el uso de la fermentaci6n Iiquida para

Gliocladium virens, Trichoderma viride y Trichoderma harzianum utilizando

materiales comunes tales como melaza y levadura.

Son pocos los productos registrados por la agencia de protecci6n ambiental

(EPA) para control biol6gico de enfermedades. Cook (1993) menciona el Gastrol-
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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 tamblen incluye el Dagger-G a base de Pseudomonas fluorescens para

el control de enfermedades de plantulas de algod6n, el G-21 y Gliogard a base

de Gliocladium virens contra Pythium y Rhizoctonia.

EI material que se use para las formulaciones debe cumplir con los requisites

necesarios para promover la persistencia del microorganismo. Cornunmente se ha

usado turba (Thompson 1980) y suelos minerales (Chao y Alexander 1984).

La turba se ha usado para P. f1uorescens en la formulaci6n 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 generos Azospirillum brasilense y

Pseudomonas spp. Este material Ie confiere ventajas a la formulaci6n, ya que

contiene un reservorio de cultivo de bacterias que las libera de forma controlada y

a una tasa constante.

La encapsulaclon con otros materiales tarnbien se ha utilizado. Zidack et a/.

(1995) lograron la encapsulaci6n de bacterias gram (-) y hongos usando

materiales simples, tales como aceite mineral, almid6n de maiz y azucsres en un

producto final que es econ6mico y que presenta excelente viabilidad en

almacenamiento.

Knudesen y Spurr (1987) han usado polvos mojables 0 talcos especialmente con

bacterias liofilizadas de los generos Pseudomonas y Bacillus para aplicaciones

foliares contra Cercospora arachidicola.

Vidhyasekaran y Muthamilan (1995) encontraron que la sobrevivencia de P.

f1uorescens en semillas cubiertas con formulaciones a base de talco permitirian
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que este antagonista sea ofrecido a los agricultores en formulaciones para el

tratamiento de semilla. Igualmente destacan que la aplicaci6n a la zona de la raiz

de P. f1uorescens formulada a base de turba, increment6 las poblaciones de la

bacteria en la rizosfera. Algunas razas de P. f1uorescens han mostrado buen

control de patoqenos radicales cuando se aplican al suelo.

En ensayos adelantados por Ramirez (1996) se propone la utihzacion de turba

molida esteril como base salida para preparar inoculantes de bacterias

antag6nicas de Moniliophthora roreri.

La utilizaci6n de sustratos como pulpa de cafe, cachaza y bagazo de caria fueron

probados para la aplicaci6n de Pseudomonas cepacia y Pseudomonas

f1uorescens a la zona radical de plantas de banana (Gutierrez 1996). Este tipo de

sustratos, afirma Bland6n (1996), actuan direetamente sabre los cultivos

incrementando la permeabilidad celular. Aportan a las plantas, a traves de la

descomposiei6n bioloqica, elementos como N, S y P en formas aprovechables y

se convierten a la vez en sustrato para los microorganismos.

Blandon (1996) tambien encontr6 que la pulpa de cafe es un sustrato rico en

microorganismos celuloliticos, pectino/iticos y aminoliticos, entre los que destaca

las bacterias y los hongos. Entre las bacterias presentes en la pulpa de cafe

sometida a compostaje durante dos meses, la autora encontr6 Pseudomonas,

Bacillus y Streptomyces.



25
5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizaci6n del experimento

EI trabajo se realiz6 en condiciones de laboratorio e invernadero en el Centro

Nacional de Investigaciones del Cafe, CENICAFE, localizado en el municipio de

Chinchlna, Colombia, 5° latitud Norte, 75° 36' longitud Oeste, a una altitud de

1420 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 20.5 °C , 80% de humedad

relativa y una precipitaci6n media de 2540 mm al ario.

Pruebas complementarias fueron adelantadas en los laboratorios del Centro

Agron6mico Tropical de Investigaci6n y Enserianza CATIE, ubicado en el Cant6n

de Turrialba, Costa Rica, go 53' latitud Norte, 83° 34' longitud oeste, a una altitud

de 602 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 22.3 °C, 87.6% de humedad

relativa y una precipitaci6n media anual de 2648 mm.

5.2 Metodologia

La investigaci6n se efectu6 en tres etapas: 1) Aislamiento, identificaci6n y

liofilizaci6n de Pseudomonas f1uorescentes. Igualmente preparaci6n de las

suspensiones de trabajo de estos aislamientos en leche descrernada esterilizada

al 5%; 2) Pruebas en invernadero, utilizando plantulasi 'chapclas") de cafe de 30

dias despues de germinaci6n para evaluar el potencial antag6nico de bacterias

f1uorescentes del genero Pseudomonas sobre el hongo R. bunodes y 3)

Evaluaci6n de los mejores aislamientos obtenidos en la prueba anterior utilizando

un sistema de inoculaci6n que garantizara el establecimiento y persistencia de la

bacteria en la rizosfera de las "chapolas" de cafe (variedad Colombia).
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5.2.1 Primera etapa

Muestreo. Aislamiento e Identificaci6n de Pseudomonas fluorescentes

Para dar cumplimiento a este objetivo, muestras de rafces de arboles de cafe

variedad Colombia de 3-4 arios, sanos y muestras de rafces de arboles con

sintomatologfa inicial de R. bunodes, fueron recolectadas en las fincas La

Merced y Santa Ines del municipio de Palestina, Caldas.

A B

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

caracteristicos del pat6geno). B. Raices sanas. Cenicafe, Colombia.

1997. (foto G. Hoyos.)
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Procesamiento de las muestras

Las raices fueron empacadas y rotuladas en bolsas plastlcas para su

procesamiento en ellaboratorio de la siguiente manera (fig. 4):

• Las raices fueron sacudidas con el prop6sito de retirar el exceso de suelo.

• Se cortaron en fracciones de 8-10 em, incluyendo algunas ralces gruesas y la

gran mayoria de raices secundarias y terciarias .

• 100 g de raices se colocaron en un beaker y se afor6 con agua destilada esteril

hasta 500 c.c.

• EI beaker se someti6 a agitaci6n durante 20 min. a 150 r.p.m.

• De este se tomaron 10 ml para iniciar el proceso de diluciones hasta 10-3

• De cada diluci6n se tomaron 0.1 mJ para ser sembrados (tecnica de superficie)

en 1 caja servida con el medio de cultivo Cetrimid Agar, et cual es especffico

para Pseudomonas fluorescentes.

• Las cajas fueron incubadas a 37°C durante 24 h.

• Posteriormente se realiz6 una selecci6n de colonias utilizando como pararnetro

principal la fluorescencia de estas, la cual fue verificada en una larnpara de luz

ultravioleta de 365 nm.

• Las colonias con fluorescencia fueron repicadas en Cetrimid e incubadas a 27

°C durante 24 h.

De nuevo se verific6 la fluorescencia (fig. 5) para iniciar el proceso de

identificaci6n utilizando el sistema BBL Crystal E/NF para identificaci6n de bacilos

gram negativos fermentadores y no fermentadores.
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EI sistema "BBl Crystal" es un metoda que utiliza sustratos cromoqenos y

convencionales modificados (Becton Dickinson Microbiology Systems, Maryland

U.S.A.)

• Paralelamente al segundo repique y en caso de fluorescencia (fig. 5), fueron

realizadas pruebas convencionales de tincion de gram, oxidasa, indole,

movilidad, nitrato, citrato, L1A, urea, TSI y OF(maltosa, rafinosa, dextrosa,

galactosa, manosa, lactosa) para mayor confiabilidad en el proceso de

identiricacion.

Beaker con 100 9

BBl Crystal
cetrimid

0.1 ml

Cetrimid
24 horas a 37 °C

Figura 4. Proceso de aislamiento e identificaci6n de Pseudomonas

fluorescentes. Cenicate, Colombia. 1997.
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Figura 5. Pseudomonas cepacia en medio agar-cetrimid 24 horas despues de la

siembra. Se puede apreciar la fluorescencia de la colonia. Cenicafe,

Colombia. 1997. (foto G. Hoyos).

Una vez identificadas, fueron preparadas suspensiones bacteriales en leche

descremada aJ 10%, para someterse a liofilizaci6n durante 6.5 horas utilizando el

liofilizador LABCONCO Stoppering Tray Dryer.
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6.5 horns

Liofilizador LABCONCO Stoppering TrayDryer

, -

1

Viabilidad

Fluorescencia

%dehumedad

Fig~ra6. Verifieaeion de la calidad de la liofilizaei6n. Cenlcafe, Colombia. 1997.

Veintieuatro horas despues de Iiofilizadas se contirrno su viabilidad, reactivando la

muestra con 1 ml de agua destilada esteril y posterior siembra en cetrimid-agar e

incubaclon a 27°C durante 24 horas.

Igualmente se verifieD la fluorescencia de la muestra reactivada, exponlendola a

luz U.v. y su porcentaje de humedad utilizando el analizador hal6geno de

humedad Mettler Toledo HR 73 (fig. 6).
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5.2.2 Segunda etapa

Evaluaci6n del efecto antag6nico de Pseudomonas fluorescentes sabre

Rosellinia bunodes

Fueron realizadas pruebas de antagonismo en condiciones de invernadero. Para

ello se parti6 de un aislamiento patoqenico de R. bunodes extraido de raices de

plantulas de cafe de 6 meses. EI medio de cultivo utilizado para obtener el

pat6geno fue Agar-extracto de malta acidificado con acldo lactico al 37% (Castro

1997) (fig. 7). En este medio se determin6 la tasa de crecimiento diario de R.

bunodes, colocando en una caja de petri una fracci6n de micelio del hongo al

cual, luego de tres dias y durante los siguientes ocho dlas, se Ie midi6 su

crecimiento (en em). Como unidad experimental se utiliz6 una caja petri con 20

repeticiones. EI dlsefio utilizado fue completamente al azar. EI experimento se

realiz6 bajolas condiciones ambientales dellaboratorio (± 25 °C) Y

proporcionando oscuridad constante al material experimental.

Figura 7. Micelio de Rosellinia bunodes en Agar extracto de malta (AEM).

Cenicate, Colombia. 1997. (foto G. Hoyos).
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lnoculaclon de la bacteria

En esta segunda etapa fusron utilizados como tratamientos 4 de los 8

aislamientos encontrados en la primera etapa y codificados como PC 9701. PC

9702, PC 9703 Y PC 9704, mas 4 aislamientos facilitados por el CIAT (Centro

Internacional de Agricultura Tropical) codificados como F87, CSS, P03 Y P05.

(cuadro de tratamientos segunda etapa).

Para evaluar el efecto antag6nico de estos aislamientos se sigui6 el siguiente

procedimiento: fueron tomadas por cada aislamiento 50 "chapolas" de cafe

variedad Colombia, sembradas en vasos desechables de 300 9 en suelo

previamente esterilizado en CIAT con vapor de agua proveniente de caldera a 80

°C durante dos h.

La ralz de cada "chapo/a" fue sumergida durante 24 horas en 30 ml de la

suspensi6n del aislamiento de Pseudomonas (concentraci6n de 109 ufclml), luego

de ser preparada en leche descremada esterilizada al 5%. (para la preparaci6n

fue utilizada una caja petri con cetrimid-agar en el cual se sembr6 el aislamiento y

se incub6 durante 24 horas a 27°C). Luego de este tiempo la "chapola" fue

sembrada en el vaso y cinco dias despues se inocul6 con el hongo R. bunodes

(fig. 8).
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Figura 8. Plantula de cafe var. Colombia 50 dlas despues de ser sembrada en

suelo esteril. Cenlcafe, Colombia. 1997. (foto G. Hoyos).

Inoculaci6n del pat6geno

Un aislamiento de R. bunodes cuya patogenicidad fue probada en plantulas de

cafe, variedad Colombia de 6 meses de edad, se increment6 en semilla de sorgo.

Con este prop6sito 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 inocul6 la semilla de sorgo con fracciones de 1 cm2 de crecimiento

micelial del hongo en AEM y posteriormente sa dej6 en incubadora a 27°C y en

completa oscuridad. A los 12 dlas, cuando se present6 un completo cubrimiento

del sorgo por el pat6geno, este se utilize como inoculante.
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Fueron utilizados 4 g de semilla de sorgo con R. bunodes par Kg de suelo

esterilizado. La incorporaci6n al suelo de la semilla de sorgo colonizada por R.

bunodes en la dosis antes indicada, se realiz6 colocando la semilla ligeramente

enterrada alrededor de la "chapola" y se cubrio luego, con suelo de la parte

superior del vasa (fig.9).

60 9 de semilla
de sorgo + R.b.

Sdias despues

Vaso
esteriliz

Chapola de cafe LDE aJ 5% mas eI
aislarniento de Pseudomonas

1.2 9 de sorgo
porvaso

Figura 9. Inoculaci6n de las "chapolas" de cafe con el antagonista y et pat6geno.

Cenicate, Colombia. 1997.
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Cuadra de Tratamientos segunda etapa:

TRATAMIENTO

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

·DESCRIPCION

PC 9701 + R. bunodes

PC 9702 + R. bunodes

PC 9703 + R.bunodes

PC 9704 + R. bunodes

F 87 + R. bunodes

P03 + R. bunodes

POS + R. bunodes

C 88 + R. bunodes

Testigoabsoluto (sin inoculaci6n)

Testigo de referencia (R. bunodes)

Testigo inoculado con PC 9701

Testigo con sustrato(LDE) + R. bunodes

Una vez inoculadas las "chapolas" de cafe con R. bunodes fueron realizadas 7

evaluaciones de mortalidad de plantas (%) con intervalo de 5 dias. (fig. 10).

EI efecto de tratamientos fue evaluado bajo el modele deanal isis para un diserio

experimental completamente aleatorizado en la variable mortalidad de plantas

(%). .La unidad experimental estaba conformada por 10 "chapolas" Y por

tratamiento se tuvieron 5 repeticiones. Para evaluar el efecto de tratamientos se

utiliz6 la prueba de tukey al nivel del 5%. Igualmente se utiliz6 el modele

matematico area bajo la curva de progreso de la enfermedad expresada como

ABCPE= L (Yi + Yi + 1)/2 X dti (Rivas 1996).
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Figura 10. Disposici6n de los tratamientos en el invernadero. Cenicafe,

Colombia. 1997. (foto G. Hoyos).

5.2.3 Tercera etapa

Evaluaci6n de la persistencia en la rlzostera de los aislamientos de
Pseudomonas mas promisorios y verificaci6n de su efecto antagonico sobre
R. bunodes

Se realizaron pruebas de antagonismo en condiciones de invernadero utilizando

"chapolas" de cafe variedad Colombia, las cuales fueron inoculadas con los

aislamientos PC 9701 Y C 88 (estos 2 aislamientos mostraron control sobre el

pat6geno en la segunda etapa), al momento de la siembra en vasos desechables

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

anterior.

Preparaci6n e inoculaci6n de los aislamientos de Pseudomonas

fluorescentes

Los aislamientos fueron preparados en leche descremada esteril al 5%, con el

objeto de garantizar su establecimiento y persistencia una vez dejados en

contacto can la raiz de las "chapolas". (fig. 11).

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

1.5 X 109 ufc/ml

Suspension bacterial en LDE

Leche descremada
esteril (LDE) al 5%

Figura 11. Preparaci6n de la suspensi6n bacterial partiendo de un cultivo de 24

horas en leche esteril al 5%. Cenicafe, Colombia. 1997.

A los cultivos puros de cada uno de los 2 aislamientos se les realiz6 un conteo de

unidades formadoras de colonias par mililitro. La concentracion fue 1.5x109 ufclml.
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La inoculaci6n con los 2 aislamientos se realiz6 al momenta de la siembra y 15

dias despues fue inoculado el pat6geno de manera similar como en la etapa

anterior.

Cuadro de Tratamientos tercera etapa:

TRATAMIENTOS

1

2

3

4

5

6

7

DESCRIPCION

PC 9701 + R. bunodes

C 88 + R. bunodes

PC 9701 Yluego lavado de la raiz + R. bunodes

C 88 Y luego lavado de la raiz + R. bunodes

PC 9701 incrementada en pulpa de cafe + R. bunodes

Testigo absolutotsin inoculaci6n)

Testigo referencia con R. bunodes

Los tratamientos 3 y 4 se utilizaron como testigos para inducci6n de resistencia.

Las raices de las "chapolas" de estos tratamientos fueron lavadas con hipoclorito

de sodio al 0.5% 24 h despues de ser sumergidas en la suspensi6n bacterial y 15

dlas despues fueron inoculadas con R. bunodes.

Se incluy6 un testigo inoculando las "chapolas" con el aislamiento PC 9701

incrementado en pulpa de cafe, la cual habia sido sometida a compostaje durante

2 meses. La bacteria se suspendi6 en LDE al 5% y 24 h despues se coloco 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 despues de inoculadas las bacterias, se lncorporo R.
bunodes utilizando 4 9 I Kg. de suelo.
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Las variables evaluadas fueron peso seco, altura y mortalidad de las "chapolas"

hasta los 50 DOl can R. bunodes.

EI efecto de tratamientos se evalu6 bajo un modelo de anallsis para un disefio

experimental completamente aleatorizado en la variable mortalidad de las

"chapolas" (%). Para las variables peso seco y altura de las plantas se realiz6 un

analisls descriptivo.

La unidad experimental estuvo conformada por 10 "chapa/as" y para cada

tratamiento se tuvieron 5 unidades experimentales. Para evaluar el efecto de

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

Adicionalmente se verific6 la persistencia de la bacteria, realizando aislamientos

de ella a nivel de la rizosfera a los 15; 30, 45 Y 60 001 (dlas despues de /a

inoculaci6n), siguiendo el mismo procedimiento utilizado en la primera etapa. A

los 15 Y30 dias se realiz6 el recuento de UFC/g de raiz.

Como prueba complementaria a nivel de laboratorio se evalu6 el efecto

antag6nico ejercido por el aislamiento PC 9701 sobre el micelio de R. bunodes.

Con tal fin fueron evaluadas 4 diferentes cantidades del in6culo bacterial en cajas

petri conteniendo AEM sin acidificar. Se incluy6 tambien un testigo solo can R.

bunodes. Cada tratamiento correspondi6 a una diferente cantidad de inoculo de

PC 9701 en la caja de petri alrededor del micelio del pat6geno (T1 : 0,1 ml, T2:

0,05 ml, T3: 0,025 ml, T4: 0,0125 ml, T5 testigo sin in6culo de PC 9701). Se utilize

un diseno completamente aleatorizado. La unidad experimental fue la caja petri y

par cada unidad experimental se tuvieron 5 repeticiones. La variable medida

crecimiento micelial del pat6geno cada 24 h.

La prueba de Tukey al 5% se utiliz6 para detectar diferencias entre promedios de

tratamientos.
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6. RESULTACOS

6.1 Muestreo y aislamiento de Pseudomonas fluorescentes.

De un total de 162 cajas de petri, en 3 diferentes medias de cultivo, se obtuvieron

33 colonias can fluorescencia(20.4%)(cuadro 1).

De las 33 colonias can fluorescencia, 29(87.9%} fueron obtenidas utilizando la

metodoloqla uno. Las 4 colonias restantes(12.1%) se aislaron can la metodologfa

dos. Una tercera metodologia de aislamiento colocando pequeiios trozos de

rafces sabre los tres medias utiIizados, no permiti6 el aislamiento de colonias can

fluorescencia.

En cuanto a los tres medias de cultivo evaluados, en Cetrimid se obtuvo el 90.9%

de las colonias con fluorescencia (30 colonias). En medio agar-sangre se

obtuvieron 2 colonias fluorescentes (6.1 %), mientras que en Agar F solo se aist6

una colonia.

De los dos tipos de rafces, tanto de arboles enfermos como sanos, 15 colonias

con fluorescencia se aislaron de ralces de arboles afectados par R. bunodes y las

18 restantes (54.6%) de arboles sanos.

De las 33 colonias obtenidas, el 18.2% (6 colonias), ademas de fluorescentes,

reaccionaron oxidasa positiva e Indole negativo, requisitos indispensables para

continuar el proceso de identificaci6n de microorganismos tipo Pseudomonas

fluorescentes.
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Cuadro 1. Tlplflcaclon por tlnclon de gram y oxidasa de colonias que

presentaron fluorescencia en la lampara de luz ultravioleta de 365

n.rn, Cenicafe, Colombia. 1997.

Colonia Fluoresc. Metodol. Medio Arbol Dilucion T. gram Oxidasa
1 + 1 CET E 10-3 B- +
2 + 2 CET S 10-\ B-
3 + 2 AF S 10-2 B-
4 + 1 CET E 10 ·3 B- +
5 + 1 CET E 10-2 B - +
6 + 1 CET E 10-2 B- +
7 + 1 CET E 10-2 B- +
8 + 1 CET E 10-2 B-
9 + 1 CET E 10-2 B- +
10 + 1 CET E 10 -3 B- T

11 + 1 CET E 10-3 B- +
12 1 CET S 10-3 B- +
13 + 1 CET S 10 -2 B- +
14 + 1 CET S 10 .2 B·
15 + 1 CET S 10-2 B-
16 + 1 CET S 10 ·1 B-
17 + 1 CET S 10-1 B- +
18 + 1 CET S 10-2 B- +
19 + 1 CET S 10 .1 B- +
20 + 1 CET S 10 -1 B·
21 + 1 CET S 10.3 B - +
22 + 1 CET E 10 -2 B - +
23 + 1 CET S 10-\ B -
24 + 1 CET S 10-1 B·
25 + 1 CET E 10 -I B- +
26 1 CET E 10 -\ B-
27 1 CET S 10-2 B- +
28 + 1 CET S 10.2 B - +
29 + 1 CET E 10-2 B · +
30 + 2 AS S 10 -I B ·
31 + 2 AS S 10-I micelio sinpmeba
32 + 1 CET E 10-I B- debil
33 + 1 CET E 10 - I B -

testigo + B- +

Melodologia 1. 100 g. de raices en 500 ml de ACE.

Melodologia 2. 19ual a 1, perc lavando las ralces con hipoolorito de sodioaI5%.

Mediosde cutlivo Celrimid(CET), Agar F(AF), Agar sangre(AS).

S - ArOOI sano. E - Arbol enferrno.
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6.2ldentificaci6n de los microorganismos aislados.

En el cuadro 2 se aprecran los resultados del proceso de identificaci6n de

colonias de bacterias obtenidas en los muestreos realizados en las fincas La

Merced y Santa lnes. 6 colonias reaccionaron oxidasa positiva e indole negativo,

una de elias fue identificada como Chromobacterium violaceum, 4 como P.

cepacia y 1 como P. aeruginosa.

Cuadro 2. Identificaci6n de 6 bacterias seleccionadas por su reacci6n

oxidasa positiva e indole negativo y procedentes de aislamientos

realizados en raices de cafe. Cenicafe, Colombia. 1997.

Colonia C6digo

Cenicafe

3 PC9702

1 PC9701

19 PC9703

6 ChV01

21 PC9704

25 PA9701

~debil

Movilidad

+

*d

+

Perfil Identificaci6n Confiabilidad

(%)

7412311153 Pseudomonas cepacia 100

7413311113 Pseudomonas cepacia 96

7413311153 Pseudomonas cepacia 100

2003311113 Chromobacterium violaceum 100

7413311153 Pseudol11onascepa~a 100

3003111113 Pseudomonas aeruginosa 79.6

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 identificaci6n, el cual

permiti6 seleccionar los aislamientos F 87, C 88, P03 YPOS.
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Cuadro 3. Pruebas de identltlcaclon de 10 aislamientos bacteriaies

facilitados por CIAT. Cenicafe, Colombia. 1997.

. Cepa Fluo1 OXid2 Indol Movil3 Perfil Identificacion Confia4

(%)

C 5a + + + 7433311351 Pseudomonas aeruginosa ·77.8

Pseudomonascepac~ 22.14

P04 + + + 3403313113 Pseudomonas aeruginosa 44.51

Pseudomonas putida 35.01

F 69 + + + 3713333313 Xanthomonas maltophilia 96.23

Pseudomonascepac~ 2.0

POS + + 7413211353 Pseudomonas cepacia 99.5

P03 + + 3633333373 Pseudomonas cepacia 97.62

P02 + + + 3613311353 Pseudomonas aeruginosa 74.14

Pseudomonas cepacia 25.37

C 88 + + + 7633333313 Pseudomonascepacm 98.97

PO 1 + + 3413311313 Pseudomonas aeruginosa 96.2

Pseudomonas cepacia 1.9

PP44 + 7601330122 Xanthomonas maltophifia 97.24

F 87 + + 7433311373 Pseudomonas cepacia 97.68

Pseudomonasaerugmosa 2.4

1. Fluorescencia en medio cetrimid agar.

2. Prueba de oxidasa.

3. Movilidad de la bacteria.

4. Confiabilidad de la prueba dada par "BBL Crystal".

Con el prop6sito de confirmar la identificaci6n de algunos de los microorganismos

presentes en la pulpa de cafe sometida a compostaje, se complementaron con el

metodo "BBL Crystal", los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas por

Bland6n(1996) (Cuadro 4.). Estos resultados fueron el soporte para la utilizaci6n

de la pulpa como sustrato de multiplicaci6n e inoculaci6n de los aislamientos

evaluados en la tercera etapa.
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Cuadro 4. Identificaci6n de algunas de las bacterias presentes en la pulpa de

cafe conocidas como posibles antagonistas. Cenicafe, Colombia.

1997.

Cod. Gram Oxi1 Perfil Identificaci6n

(%)

0.1.1 B- 2222222232 Pseudomonas paucimobiJis

0 .1.2 B- + 7732233373 Pseudomonas cepacia

0.1.3 B- + 7777356557 Serratia marcescens

Q.I.4 B- + 3332232333 Pseudomonascepacm

1. Pruaba de oxidasa.

2. Reaccion indol,

3. Confiabilidad de la prueba dada par "BBL Crystal".

99.0

88.5

99.8

72.6

6.3 Conservaci6n de los aislamientos de Pseudomonas spp fluorescentes

Una vez identificadas las bacterias aisladas en el Centro Nacional de

Investigaciones del Cafe, Cenlcate y las facilitadas par el CIAT, se sometieron al

proceso de liofllizaclon can el fin de garantizar su conservacion y poderlas utilizar

posteriormente en las pruebas en elexperimento en condiciones de invernadero.

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

proceso de liofilizacion. Todos los aislamientos fueron viables y Ia humedad de

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

horas despues de la liofilizaci6n, a los 8 aislamientos de P.

cepacia seleccionados para la segunda etapa. Cenicafe,

Colombia. 1997.

Aislamientos Viabilidad Fluorescencia Humedad

(%)

PC 9701 + + 4.40

PC 9702 + + 4.83

PC 9703 + 4.59

PC 9704 + + 4.59

POS + 4.83

F 87 + + 4.59

C 88 + + 4.83

P03 + 4.59

6.4 Pruebas de antagonismo en condiciones de invemadero

EI cuadra 6 muestra los resultados del analisis de suelo de la finea La Merced, asl

como del suelo utilizado en las pruebas de antagonismo. En ambos casos los

contenidos de materia orqanica, hierro y la textura Franco Arenosa (FA),

condiciones indispensables para el establecimiento de microorganismos como

Pseudomonas, estan en los Ifmites apropiados para el cultivo.
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Cuadro 6. Amllisis de suelos para uno de los sitlos donde sa realizaron

muestreos y para el utilizado en los ' experimentos a nivel de

invemadero. Cenicafe, Colombia. 1997.

AnaJisis Muestra 1204 Muestra 1205

pH 5.1 5.8

M.O 9.6 9.6

crc 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. FA FA

Muestra 1204: Finca /a Merced, Palestina, Caldas. Muestra 1205: Suelo estaci6n cenlcare, La

Granja.

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

En condic iones de laboratorio, can una temperatura promedio de ± 25°C Y en

oscuridad permanente, el crecimiento diario de R. bunodes en AEM midi6 0.57 cm

can un coeficiente de variaci6n de 6.99. AI cabo de 10 dlas el creeimiento

acumulado fue 4.56 em can un coeficiente de variaci6n de 11.77. (cuadra 7 y

figura 12).

Las primeras leeturas mostraron un ereeimiento promedio de 0.70 em/dra con un

coeficiente de variaci6n entre 30.26 y 47.80%. En las leeturas 6, 7 Y 8 el

crecimiento promedio fue 0.38 y el eoeficiente de variaci6n estuvo entre 11.77 y

13.31%
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Cuadra 1. Crecimiento dlarto del micelle de Rose//inia bunodes en AEM.

Cenicafe, Colombia. 1997.

Lectura
(m il' »

1
2
3
4
5
6
7
8

Crec:imi.ento . cel.ia1
( r S

0 .61
1. 2
2.00
2.73
3.33
3.79
4.20
4.56

c.v.

'_ 7 . 9 0
12 . 1_
30 .2 6
2 . 9 2

6 .50
1 3.. 3
1 . 50
1_. 7 7

Crecim iento diario de Rosellinia bunodes en
agar extracto de malta

ems

5

..--- - ---- --- - - - - - - - - - - - - - - - - ----;
~
i

1_' - ----- - - - - - - - - - - - - - ---J/

Jr - - - - - - --- - -- --------------- -- - - - ---- -- - -
;
Jf- - - - -- ----- --
~
;

I

t -------------
~

. f

3 ..

4

1

2

o
3 4 5 6 7 8 9 10

DIAS

Figura 12. Curva de crecimiento diario de R. bunodes en media AEM. Cenicafe ,

Colombia. 1997.
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6.6 Evaluaci6n del antagonismo de Pseudomonas fluorescentes sobre R.

bunodes.

En el Cuadra 8 y la Figura 13 se observa el porcentaje de mortalidad de las

chapolas de cafe en condiciones de invernadero 20 dlas despues de la

inoculaci6n (DOl) con el pat6geno. (coeficiente de variaci6n 52.60%). Sobresalen

los tratamientos 1, 4 Y 8 can porcentajes de mortalidad inferiores al 15%. Los

tratamientos testigos inoculados can R. bunodes presentaron mortalidades

superiores al 50%.

Cuadra 8. Mortalidad de "chapolas" de cafe 20 001 con R. bunodes.

Cenicafe, Colombia. 1997.

Tratamiento

1. PC 9701 + R.bunode s
2. PC 9702 + R.bunodes
3. PC 9703 + R.bunodes
4. PC 9704 + R.bunodes
5. F 87 + R.bunodes
6. P03 + R.bunodes
7. P05 + R.bunodes
8. C 88 + R.bunodes
9. testigo absoluto
10 . testigo ref. eon R.bunodes
11. LDE 5 % + PC 9701
12. LDE 5 % + R.bunodes

Mo r t a1.i.dad
(lis)
8 c

30 abc
46 ab
12 be
50 a
50 a
54 a

12 be
a c

64 a
o e

54 a

Tratamientos con 1a mi s ma l etra no presentan diferenc ia significativa{Tuke y 5%' .
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Figura 13. Mortalidad de "chapolas" de cafe en los diferentes tratamientos 20001

con R. bunodes. Cenicate, Colombia. 1997.

EI Cuadra 9 y la Figura 14 muestran el porcentaje de mortalidad de las "chapolas"

de cafe 35 001 con el pat6geno. (coeficiente de variaci6n 2.46%. R2 0.99).

Aunque ninguno de los tratamientos presenta diferencia significativa con el testigo

de referencia, el area bajo la curva de progreso de la mortalidad a 10 largo de 7

lecturas, es menor para los tratamientos 1(PC9701) YB (CB8).
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Cuadra 9. Mortalidad de "chapolas" de cafe 35 001 con R. bunodes.

Cenicafe, Colombia. 1997.

TrataDi.ento MortaJ.idad
( %)

L PC 9701 + R.bunodes--------g-6a-·-
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.bunodes 100 a
6. P03 + R.bunodes 100 a
7. P05 + 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 9701 a b
12. LDE 5% + R. bunodes 1 00 a

Tr at ami e n t o s c on la misma let r a no p r e s entan d ife rencia s ignifi ca t i v a (Tu ke y 5%).R2 0 .99 .

_at llil 1 .(&)

....
(.) ri.a. ...:. ·kl
c a
.... oJ

" 7
aPC9702
llPC9703
cPC9704

T_i""dos c F8?
llP03

,ll~ I
CT.Ab~oIato. I
IJ R.boocks. :
llLOE. PC I
aLOE-R.b. I

1()()

. ~

i ao
70
60

.' 50

40
30
.all
10

~~o

,..
10
L

Figura 14. Curvas de progreso de la mortalidad de "chapolas" de cafe en los

diferentes tratamientos hasta los 35 DOl con R. bunodes. Cenicate,

Colombia. 1997.
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Luego de la ultima lectura de mortalidad, se cuantific6 el nurnero de "chapolas"

que adernas de estar clor6ticas presentaban tejido foliar necr6tico. EI cuadro 10 Y

la Figura 15 ilustran la calificaci6n de tejido necr6tico las "chapolas" 35 DOl con

R. bunodes. Solo en los tratamientos 1 y 8 rnenos del 20% de las "chapolas"

mostraron esta afecci6n.

Cuadro 10. Numero de "chapolas" con tejido foliar necrotlco presente en 5

repeticiones 35001 con R. bunodes. cenlcafe, Colombia. 1997.

TRATAMIENTOS R1 R2 R3 R4 R5 total

1. PC 9701 + R.bunodes 0 2 3 1 2 8

2. PC 9702 + R.bunodes 6 5 6 5 4 26

3. PC 9703 + R.bunodes 5 2 3 4 5 19

4. PC 9704 + R.bunodes 4 3 2 1 3 13

5. F87+ R.bunodes 6 4 4 8 7 29

6. P03 + R.bunodes 4 7 4 9 10 34

7. P05 + R.bunodes 5 2 7 8 6 28

8. C 88 + R. bunodes 1 2 1 2 1 7

9. Tes. absoluto 0 0 0 0 0 0

10. Tes. de ref. R. bunodes 10 8 8 8 9 43

11. PC 9701 en LDE 0 0 0 0 0 0

12. LDE + R. bunodes 5 4 7 7 7 30

*Total chapolas calificadas por tratamiento: 50
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Figura 15. Numero de "chapolas" de cafe con tejido foliar necr6tico en los

diferentes tratamientos 35 DOl con R. bunodes. Cenicate, Colombia .

1997.

Igualmente se inici6 la recuperaci6n 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

posibilit6 la recuperaci6n de Pseudomonas cepacia y en ambos casos la

fluorescencia fue positiva.

Para la tercera etapa del experimento se realizaron pruebas preliminares con el

prop6sito de determinar la concentraci6n 6ptima de hipoclorito de sodio requerida

para efectuar la remoci6n 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 concentraci6n de 0.5% de
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hipoclor ito de sodio garantiz6 buen nivel de remoci6n, sin causar necrosamiento y

posterior muerte de las "chapolas" '

Cuadro 11. Respuesta de "chapolas" de cafe var. Colombia a la aplicaci6n

de hipoclorito de sodio a la raiz, de acuerdo al porcentaje de

mortalidad de plimtulas. Cenicafe, Colombia. 1997.

Tratamiento Mortalidad(%) dias despues de la aplicaci6n

4 8 12 16 20

Testigo sin hipoclorito de Na. 0 0 0 0 0

Hipoclorito al 0.5% 0 a a a a

Hipoclorito al 1% 0 20 50 100 100

Hipoclorito al 2% a 20 70 90 100

*total de "chapotas: evaluadas portratamiento: 10

6.7 Tercera etapa

EI cuadro 12 y la figura 16 presentan el porcentaje de mortalidad en cada uno de

los tratamientos 20 001 con R. bunodes. (coeficiente de variaci6n 19.98). Los

tratamientos 1, 2 Y6 con el menor porcentaje de mortalidad no tuvieron diferencia

significativa, perc si existi6 entre estos y los tratamientos 3, 4, 5 Y 7, de

porcentajes de mortalidad superiores aI40%.
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Cuadra 12. Mortalidad de "chapolas" de cafe a los 20 DO! con Rosellinia

bunodes. Cenicafe, Colombia. 1997.

.. .._._ .., ,'_ " .• .•_ •..•.. - ..-.-_--, - ".-_-.-~· O.- ~·· .- . ·.."~ ,". . . •. .....•. .__ .. -_ _.._ .~.~ ..

Mortalidad(%):....-- _

100

80

60

40

20

o
r " , ;

1 2 3 4 5 6 7
Tratamientos

Figura 16. Porcentaje de mortalidad de "chapolas" de cafe 20 001 con R.

bunodes. Cenicate, Colombia. 1997.

EI cuadra 13 presenta los porcentajes de mortalidad a los 50 001 con R. bunodes.

(coeficiente de variaci6n 8.41). Los tratamientos 3, 4, 5 y 7, con porcentajes de

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

(coeficiente de variaci6n en esta lectura 8.4).

Cuadro 13. Mortalidad de "chapolas" de cafe a los 50 DOl con R. bunodes.

Cenicafe, Colombia. 1997.

Tratamiento

1. PC 9701 + R.b.~

2. C 88 + R.b.
3. T1 + Hto. de sodio + R.b.
4. T2 + Hto. de sodio + R.b.
5. PC 9701 en pulpa + R.b.
6. Testigo absoluto
7. Testigo de ref. R.b.
~Rosellinia bunodes

Mortalidad
(% )

74 b
60 c
98 a

100 a
100 a
o d

100 a

Tratamientos con 1a misma letra no present an diferencia significativa(tukey 5%) . R2 0 . 97 .

La figura 17 campara la martalidad de las "chapotas" de cafe en las lecturas

realizadas 20 y 50 DDI con R. bunodes.
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Figura 17. Comparaci6n de la mortalidad de "chapolas" de cafe a los 20 y 50001

con R. bunodes. Cenicate, Colombia. 1997.

Los tratamientos 1 y 2 presentaron los porcentajes mas bajos de mortalidad de

"chapolas" con 14 y 74% (20 y 50 001) 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 50 001). EI tratamiento PC 9701 mostr6

diferencia significativa con el tratamiento PC 9701 en pulpa.
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Figura 18. Tratamientos PC 9701 , caa y testigos 50 DOl con R. bunodes.

Cenicate, Colombia. 1997. (foto G. Hoyos)

Adicionalmente se realiz6 la calificaci6n del tejido foliar necr6tico en cada uno de

los tratamientos 30 y 50 001 con R. bunodes (cuadro 14). Los tratamientos 1 y 2

presentaron el menor nurnero de plantulas con tejido afectado para ambas fechas

de calificaci6n con 1 y 30 para el tratamiento 1 y 2 y 22 para el tratamiento 2. EI

tratamiento testigo con R. bunodes presento 31 "chapolas" con tejido necr6tico en

la primera lectura y 50 para la segunda (fig. 19).
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Cuadro 14. Incidencia de tejido foliar necr6tico en "chapolas" de cafe a los

30 y 50 dias despues de la inoculaci6n con R. bunodes. Cenicafe,

Colombia. 1997.

- Trai:.uniento ---~~-~No. y%'de "'chapolas" areciactas·
30001 50001

- _....-.---_.--- ---_. _ ~ #- _.__._----- -- -- - - -_ ._ - _ ._ --- -
loPC 9701 + R.bunodes 1(2) 30 (50)

2.C 88 + R.bunodes 2 (4) 22 (44)

3.Tl + 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. b unode s 16(32) 46(92)

6. Te s t i g o absoluto 0 (0) 0 (0)

7. Testigo r e f . R. bunodes 31 (62) 50 (100)
-_.~-=:'--

~Q_o_la_s(_No_.), _

CD30 DDI
~50 DDI

7621

~ -

I

60 I

50 I
40

30

20

10

o
3 4 5

Tratamientos

Figura 19. Numero de "chapolas" de cafe con tejido foliar necr6tico 30 y 50 DOl

con R. bunodes. Cenicate , Colombia. 1997.
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De las variables altura y peso seco se realiz6 un analists 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 inoculaci6n con el pat6geno. 45 dias

despues la altura prornedio de estos tratamientos fue 7,13, 7,34 Y 7,09 em

respectivamente.

Los valores de peso fresco y seco de los tratamientos 1, 2 Y 6 se presentan en el

cuadra 15. Este anal isis se realiz6 65 001 con los aislamientos bacteriales*.

Cuadra 15. Valores de peso fresco, seco y materia seca de "chapolas" de

los tratamientos 1 y 2 evaluados en la tercera etapa. Cenicafe,

Colombia. 1997.

Tratamiento

PC 9701

C88

Testigo

Peso fresco Peso seeo Materia seca

(g) (9) (%)

1,546 0,365 23,61

2,418 0,623 25,77

1,842 0,456 24,36

* Equipo utilizado: Analizador halogeno de humedad Mettler Toledo HR 73.

6.8 Persistencia de las bacterias en la rizosfera de "chapolas" de cafe.

En los tratamientos 1, 2 Y 5 se pudo recuperar la bacteria hasta 60 dias despues

de su inoculaci6n. Para los tratamientos 3 y 4 la recuperaci6n solo se logr6 hasta

los 45001.
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Cuadra 16. Persistencia de los aislamientos PC 9701 Y C 88 en la rizosfera de

"chapolas" de cafe. Cenicafe, Colombia. 1997.

Dias despues de la inoculaci6n

Tratamlentos 15 30 45 60

1. PC 9701
+ ++ +

2. CBB
++ +

3. T1 + H. de Na 0.5%
+ ++

4. T2 + H. de Na 0.5%
+ ++

5. T1 + pulpa
+ + + +

... +. Crecimiento y f1uorescencia positivosen CetrimidAgar 24 haras DDS.

Complementario a esta prueba se realize el recuento de UFC/g de ralz a los 15 y

30 DOl con los aislamientos. En el cuadro 17 se observan los resultados

obtenidos.

Cuadra 17. Recuento de UFC/g de raiz 15 y 30 001 con los aislamientos PC

9701 YC 88. Cenicafe, Colombia. 1997.

UFC/g raiz

Tratamiento 15001 30001

1. PC 9701
1.51 x 106 2.38 X 106

2. C 88
1.05 x 106 1.15 X 106

3. T1 + H. de Na 0.5%
1.21 x 106 1.21 X 106

4. T2 + H. de Na 0.5%
1.34 x 106 9.84 X 105

5. T1 + pulpa
7.02 x 105 5.40 X 105
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A los 30 001 la bacteria present6 para los tratamientos 1 y 2 una tendencia de

aumento y para los tratamientos 3, 4 Y 5 una tendencia de dism inuci6n en su

poblaci6n.

6.9 Inhibici6n de crecimiento micelial del aislamiento PC 9701 sobre R.

bunodes.

EI cuadro 18 y la figura 20 ilustran el nivel de inhibici6n de erecimiento mieelial de

R. bunodes por parte de P. cepacia PC9701 al cabo de 144 h. La eantidad mas

alta (0.1 ml) present6 la mayor inhibici6n en el ereeimiento acumulado. En los

tratamientos 2(0,05 ml), 3(0,025 ml) y 4(0,0125 ml) no se deteetaron diferencias

significativas entre sl, pero si entre estes y los tratamientos 1(0,1 ml) y 5 (testigo

sin P. cepacia). EI tratamiento 1 present6 un erecimiento acumulado de 0.16 em y

en el tratamiento 5 el ereeimiento fue 1.57 em.

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

cantidades de PC 9701. Cenicafe, Colombia. 1997.

Tratamiento Crecimiento C.V..

1. 0,1 ml 0.16 c 85.0

2. 0,05 ml 0.75 b 41.4

3. 0,025 ml 0.45 be 43.4

4. 0,0125 ml 0.41 be 40.0

5. testigo 1.57 a 41.7

* tratamientos con la misma letra no difieren estadfsticamente (Tukey 5%).
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Figura 20. Nivel de inhibici6n en el crecimiento micelial de R. bunodes can

diferentes cantidades de P. cepacia. Cenicafe. Colombia. 1997.
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7. DISCUSION

Existe un gran volumen de microorganismos en la rizosfera de plantas de cafeto,

.los cua/es lnteractuan de manera diversa. EI proceso de aislamiento permitlo

obtener bacterias fluorescentes del tipo Pseudomonas. En el presente estudio 15

colonias con fluorescencia fueron aisladas de raices de arboles de cafe afectados

por R. bunodes y 18 de arboles sanos. De manera similar Valencia (1996)

determine la presencia de colonias fluorescentes en el rizoplano de raicillas de

cafetos sanos y enfermos. Kloeper (1974) tamoten encontro Pseudomonas

f1uorescens asociada a la rizosfera de diferentes cultivos. En el caso de Cook

(1991) el uso Pseudomonas fluorescentes aisladas de ralces de trigo para el

control de Gaeumannomyces graminis var. trifici.

las tecnicas utilizadas en este trabajo para el proceso de identificacion

permitieron un nivel de confiabilidad superior al 90%, tanto para genero como

para la especie de estos microorganismos. Perez (1997), Blandon (1996) y.Porras

(1996) utilizaron el "BBl Crystal" y lograron identificar con niveles de confiabilidad

superiores al 80% especies de bacterias fluorescentes del genero Pseudomonas

aisladas de hojas, almendras y pulpa de cafe. Esta tecnica funciona para la

clasificacion de bacterias aerobias gram negativas e incluye pruebas para la

fermentacion, oxidacion, degradaclon y la hidrolisis de varios sustratos.

EI proceso de lioftlizecion aseguro una adecuada conservacion de los

aislamientos de Pseudomonas spp obtenidos. En todas las muestras la viabilidad

se determine positiva y el porcentaje de humedad inferior al 5%. Porras (1996)

conserve par Iiofilizacien aislamientos de Pseudomonas fluorescentes. Esto

demuestra las ventajas del usa de la liofilizacicn para conservar microorganismos

promisorios en programas de Manejo Integrado. Antheunisse (1973) 10 menciona

como uno de los rnetodos mas comunrnente usado para la preservaclon de

microrganismos, entre los que menciona Pseudomonas.
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Las caracterlsticas fisico-quimicas de los suelos de la zona cafetera proporcionan

a las Pseudomonas condiciones adecuadas para el establecimiento e interacci6n

con las ralces de las plantas de cafe. Burbano (1989) y Alexander (1961) hacen

especial menci6n de la textura FA como muy favorable para la presencia de

Pseudomonas. Elementos como hierro, f6sforo y el contenido de materia orqanica

se encuentran en niveles 6ptimos tanto para la bacteria como la planta, 10 que

garantiza aun mas su interacci6n. Las Pseudomonas participan en la nitrificaci6n,

son solubilizadoras de fosforo y proveen el hierro Fe+++ que es la forma asimilable

para la planta, debido a la producci6n de quelatantes como los sider6toros (Chet

1990, Chao et. al 1986, Blandon 1996, Valencia 1996). Para facilitar la

disponibilidad de hierro, es necesario que el pH del suelo permanezca en los

Irmites 4.6 y 5.6. La condici6n 6ptima de materia orqanica se debe ubicar entre

11.4 a 12.6%, el f6storo entre 6 y 14 ppm, el potasio entre 0.29 y 0.41 me/100g y

el calcio y Magnesio entre 1.6 y 2.6 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 em

(coeficiente de variaci6n 6.99) demuestra la buena capacidad de avance micelial,

sobre todo cuando dispone de una fuente rica en nutrientes. En AEM los primeros

dlas arrojaron un crecimiento promedio de 0.60 cm/dia, mientras que en el decimo

dia el erecimiento lIeg6 a 0.36 cm. Similar situaci6n obtuvieron Castro (1997) y

L6pez (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 erecimiento diario de R. bunodes en medio AEM de 0.89 em.

con un coeficiente de variaci6n de 8.37. Estas diferencias en la tasa de

crecimiento se pueden explicar por el uso de diferentes aislamientos y pueden

sueeder tambien por la siembra consecutiva del hongo en el mismo medio par

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

bacterias en la rizosfera (4 dlas) no fue suficiente, impidiendo un buen nivel de

colonizaci6n y por 10 tanto- el desarrollo de mecanismos de competencia por

espacio y nutrientes. Bull (1987) encontr6 que el exito del control biol6gico con

bacterias como Pseudomonas depende de un umbral poblacional 6ptimo en el

material de siembra 0 en el suelo. Asimismo Alh et a/. (1986) lograron, al tener

una buena proliferaci6n de la bacteria, un alto nivel de competencia con otros

microorganismos. Este punto es sin duda esencial para que Pseudomonas

exprese su potencial antag6nico.

Los tratamientos 1, 4 Y 8 mostraron los menores porcentajes de mortalidad a los

20 001. Sin embargo en la evaluaci6n a los 35 DOl en ninguno de los

tratamientos se present6 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 10 largo de 7 lecturas, adernas de plantulas

vivas y el menor nurnero de plantulas con tejido foliar necr6tico, 10 que indica

alqun grado de antagonismo de estos dos aislamientos.

Para la tercera etapa en donde la inoculaci6n con R. bunodes se hiz6 15 001 con

los aislamientos bacteria/es, se estableci6 que los tratamientos PC 9701, C 88 Y

testigo sin inoculaci6n, no presentaron diferencias significativas entre sf 20 001

con R. bunodes. Los tratamientos 1 y 2 presentaron 50 DOl 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 area 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 can estas

bacterias sobre pat6genos radicales de cafe, esparraqos y yuca como R. bunodes

y Fusarium spp.
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EI potencial antag6nico de los aislamientos PC 9701 Y C 88 pudo tamblen ser

verificado, pues el promedio de "chapolas" con tejido foliar necr6tico fue 50%

inferior al testigo de referencia con R. bunodes.

Los tratamientos donde se incluy61a remoci6n con hipoclorito de sodio posterior a

la inoculaci6n de la rafz con PC 9701 Y C 88 no presentaron ningun ·nivel de

control sobre el pat6geno, por 10 que no se pudo probar efecto por resistencia

inducida, aunque Porras (1996) observ6 inducci6n parcial de resistencia de

Pseudomonas spp contra Hemileia vastatrix, en experimentos realizados en hojas

desprendidas de plantas de cafeto.

En el tratamiento donde se utiliz6 pulpa de cafe, como sustrato de multiplicaci6n

de la bacteria, se observ6 una alta recuperaci6n a los 30 001 (5,4 x 105 UFC/g de

raiz) , perc las condiciones de colonizaci6n y avance favorecieron mucho mas aJ

pat6geno quea la bacteria. Trabajos adelantados por Ruiz y Leguizamon (1996)

demostraron que altos contenidos de materia orqanica disminuyen el potencial de

control de antagonistas de R. bunodes al facilitar el mantenimiento de su

potencial patoqenico, En la medida que se aument6 el contenido de materia

organica al adicionar la pulpa, el porcentaje de infecci6n aument6 (fig. 21).
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Figura 21. Curvas de progreso de la mortalidad de "chapolas" de cafe en los

diferentes tratamientos hasta los 50 DDI con R. bunodes. Cenlcete,

Colombia. 1997.

La recuperaci6n de la bacteria de la rizosfera de las "chapolas" de cafe 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 logr6 la

recuperaci6n de la bacteria solo hasta los 30 DDI. Para el caso de los

tratamientos 1 y 2 explica el efecto de control sobre el pat6geno y para los

tratamientos 3 y 4 explica la mayor capacidad de colonizaci6n y avance de R.

bunodes.

Esto significa que aunque la bacteria se mantuvo en una cantidad similar a la

inoculada hasta los 30 dlas despues, se produjo tarnbien una predisposici6n de

las raices de las plantulas al pat6geno, facilitandose la colonizaci6n y avance de

este. Par 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 esie ensayo se verifico "in vitro" e! etecto inhibitorio de

Pseudomonas cepacia PC 9701 sobre R. bunodes. Por observaci6n se evidencio

una disminuci6n en la capacidad de avance del micelio, en presencia de P.

cepacia. La presencia de diversos mecanismos de inhibiei6n que presenta esta

bacteria son mencionados por Austin et. al (1977), Lean (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

que interactuaron. La interacci6n de la microflora habitante regular del suelo y la

rizosfera, pretende un equilibrio de la poblaci6n, mas no el exterminio total de

unos por otros.

Pseudomonas cepacia tiene muchas posibilidades de utilizaci6n dentro de un

Manejo Integrado de la lIaga negra radical del cateto, 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 in6culo alto, perc

si 10 es en condiciones normales de Manejo Integrado del problema. Para este

experimento el patoqeno se coloco en niveles de alto potencial de in6culo, 10 que

10 favorecio . A pesar de ello tue posible probar el potencial antag6nico de [a

bacteria.

La adici6n regular de pulpa a los cultivos de cateto ubicados en zonas de alta

incidencia de este pat6geno, proporciona un elemento mas en favor del desarrollo

de Rosellinia bunodes, por 10 que e[ conocimiento de su biologia, epidemiologfa y

de control biolagico son de gran importancia para el futuro de una caficultura

sostenible.
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8. CONCLUSIONES

1. Los aislamientos natives identificados como Pseudomonas cepacia,

provenientes de las muestras analizadas presentaron efecto antaqonlco sobre

Rosellinia bunodes.

2. En condiciones de laboratorio y utilizando medio de cultivo agar extracto de

malta (AEM), se verific6 el efecto inhibitorio de P. cepacia PC 9701 sobre R.

bunodes. Por observaci6n se evidenci6 la disminuci6n en la capacidad de avance

del micelio.

3. P. cepacia ejercio un efecto protector a plantulas (Uchapolas") de cafeto,

inoculadas 15 dlas despues con R. bunodes, agente causante de la lIaga negra

radical.

4. Cuando se aumento el tiempo de colonizaci6n de de P. cepacia en la rizosfera,

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

5. La utilizaci6n de la leche descremada como sustrato de multiplicaci6n de

bacterias fluorescentes, en este caso P. cepecie, permiti6 un buen nivel de

persistencia de la bacteria en la rizosfera de las plantulas de cafeto sembradas en

suelo esterll. La poblaci6n se mantuvo en niveles similares a los inoculados hasta

los 30 dlas despues de la inoculaci6n (001). 60 001 tambien fue posible su

recuperaci6n.

6. La tecnica de liofilizaci6n de los aislamientos de Pseudomonas fluorescentes

obtenidos de ralces de arboles de cafeto, es un metodo adecuado de

conservaci6n de este tipo de microorganismos.
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9. RECOMENDACIONES

1. Evaluar diferentes sustratos de multiplicaci6n de P. cepacia, asl como continuar

el proceso de caracterizaci6n de microorganismos quitinoHticos, glucanoliticos y

celulolfticos, sobre el hongo R. bunodes.

2. Determinar la dinarnlca poblacional y la persistencia de estos microorganismos

en diferentes sustratos, entre ellos la pulpa de cafe.

3. Probar el comportamiento de P. cepacia en combinaci6n con otros agentes de

control biol6gico de R. bunodes, tales como micorrizas vesiculo arbusculares y el

hongo Trichoderma koningii.

4. Estudiar la eficacia de P. cepacia a niveles mas bajos de inoculo de R.

bunodes.

5. Evaluar diferentes tiempos de incculacion del pat6geno, despues de ser

inoculada P. cepacia.

6. Iniciar pruebas de formulaci6n y aplicacion de estas bacterias, solas y en

combinaci6n, utilizando plantulas pr6ximas a ser transplantadas al campo.
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11. ANEXOS

11.1 Medio de cultivo Agar Extracto de malta(AEM)

Composici6n (gil.)

Extracto de malta

Peptona de harina de soya

Agar-Agar

30.0

3.0

15.0

10 g

10 g

1.5 g

1.5 g

12 g

10 ml

Inicialmente se disuelven 50 gil. Y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15

min. Para ajustar el pH final a 5.6 se funde el media de cultivo esteril y se ajusta al

nuevo valor de pH mediante una soluci6n esterilizada por filtraci6n de acido al

10% 6 de acido tartarico al 5%.

11.2 Agar F para Pseudomonas spp fluorescentes.

Compos ici6n (gil.)

Peptona de caseina

.Peptona de carne

Sulfato de magnesia

Hidrogenofosfato dipotasico

Agar-Agar

Glicerina (aditivo)

Preparaci6n

Se disuelven 35 gil de Agar F para Pseudomonas (base) conjuntamente con 10 ml

por litro de glicerina.

Se distribuyen en cajas y se esteriliza en autoclave (15 min. a 121°C).



11.3 Cetrimid Agar

Composici6n (gIl.)

Peptona de gelatina

Clorhidrato de Mg

Sulfato de K

Bromuro de trimetil amenia

Agar-agar

20

1.4

10

0.3

13.6

85

.5%

38%

48.5%

Preparaci6n

Se disuelven 43.5 9 en un Iitro de agua destilada esteril, conjuntamente con 10 ml

de glicerina.

Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.

11.4 Leche descremada

Analisis aproximado

Grasa max.

Proteinas

Lactosa

Minerales 8%

Hum. Max. 4%

Preparaci6n de LDE al 5%

Se taman 50 g de leche descremada por 1 litro de agua destilada esteril. La leche

se disuelve en. el agua a temperatura ambiente . Posteriormente se autoclava

durante 5 minutos a 121°C.
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11.5 Caracterizaci6n microbiol6gica del lombricompuesto de pulpa de cafe

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

Cenicafe, Colombia. 1997.'

Pulpa de cafe sola Pulpa de cafe de 2 meses Lombricompuesto de pulpa

~sca de~re

Candida sp Aspergillus sp Actinomadura sp

Citrobactersp Candida sp Aeromonas sp

Enterobacter sp Enterobactefsp 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 Enterobactersp

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

"ldentificacl6n complementaria hastaespecie.


