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RESUMEN

CASTRO T., AM.; RIVILLAS O., C.A. Entrophospora colombiana, Glomus manihotis y
Burkholderia cepacia en el control de Rosellinia bunodes agente causante de la llaga negra
del cafeto. Cenicafé 53(3): 193-218. 2002.

Se evalué € efecto de las micorrizas arbusculares en el control de lallaga negra del cafeto en condiciones
de invernadero dispuesto con polisombra, bajo un disefio completamente a azar al interior de tres grupos
de plantas. Grupo 1 (agentes biocontroladores), grupo 2 (agentes biocontroladores con alta presion del
patégeno) grupo 3 (agentes biocontroladores con baja presion del patdgeno). Hubo mayor crecimiento
de las plantas de café y valores més altos en los niveles de colonizacién en aquellos tratamientos donde
seinoculd G. manihotis solo y en asociacion con E. colombiana, con 42 y 43% de colonizacion radical,
respectivamente. Luego de inoculado el patégeno, € promedio de colonizacién fue de 63% para G.
manihotis + R. bunodes y 56% para la mezcla de las 2 MA + R. bunodes. E. colombianay B. cepacia
inoculadas individualmente estimularon el crecimiento de las plantas. La persistencia de la bacteria fue
ata sola y asociada con las dos especies de MA y R. bunodes. No hubo diferencias entre tratamientos
para la actividad metabdlica del micelio de las MA, que mostr6é un rango de actividad hifal entre 60 y
77% en cada una de | as especies eval uadas en |0s tres grupos de plantas evaluadas. Los cafetos inoculados
oon R. bunodes no mostraron la enfermedad. La informacién basica debera complementarse en
condiciones de campo.
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ABSTRACT

Under greenhouse conditions with 50% of shadow the effects of arbuscular mycorrhizas (AMF) on
Rosellinia bunodes were evaluated, following a randomized design for each one of the three groups of
plants. Group 1 (bio-controller agents); group 2 (bio-controller agents with the pathogen fungus by
creating high inoculum’s pressure of this latter on the plants); and group 3 (bio-controller agents with
the pathogen fungus by creating low pathogen pressure on the plants). It was a greater growth of the
coffee plants and higher values in the colonization levels in those treatments where G. manihotis was
inoculated alone or in association with E. colombiana, showing 42% and 43% of radical colonization,
respectively. After the pathogen inoculation the average of colonization was higher with 63% for G.
manihotis + R. bunodes and 56% for the mixture of both Mycorrhizae + R. bunodes. Under the
experiment conditions, E. colombiana and B. cepacia individually inoculated did not have a stimulator
effect in the growth of the plants. The persistence of the bacterium was high when it was inoculated
alone or in association with the two species of AMF and R. bunodes. Regarding the metabolic activity
of mycelium of the AMF statistical differences between treatments were not detected. The plants
inoculated with R. bunodes 5 months after the bio-controller agents (group 1 and group 2) and evaluated
3 months later, did not show any symptoms or signs of the disease. This information should be
complemented under field conditions.
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La llaga negra causada por Rosellinia
bunodes, es una enfermedad de importancia
econémica en Colombia y en otros paises
productores de café, ya que el ataque es muy
severo y una vez ha infectado el sistema ra-
dical de unaplanta, es muy dificil que el arbol
pueda sobrevivir.

El uso de productos quimicos ha traido
consigo un desbhalance en la biota nativa,
residuos de fungicidas en las plantas y con-
taminacion del medio ambiente; aspectos que
han estimulado el manejo de esta enfermedad
con microorganismos benéficos, con antece-
dentes de biocontroladores contra el ataque
de numerosos patégenos radicales en diferen-
tes cultivos.

Las Micorrizas Arbusculares (MA) ofre-
cen un amplio potencial biolégico en la agri-
cultura, ya que pueden ser utilizadas como
agentes que mejoran la nutricion de la planta,
sirven como agentes biocontroladores lo cual
ha sido demostrado en diferentes experimen-
tos en los cuales las plantas colonizadas por
estos hongos son mas tolerantes al ataque de
numerosos patdgenos. Ademas, promueven el
desarrollo de las plantas.

Las bacterias pertenecientes al género
Pseudomonas también han mostrado que
poseen un alto potencial de antagonismo fren-
te a ataque de diversos patdégenos en diferen-
tes cultivos; la bondad de esta clase de bac-
terias se debe en parte a la capacidad que
tienen de producir componentes antimicrobiales
(sideréforos y antibiéticos) y enzimas
extracelulares (quitinasas y R 1,3 gluconasa)
(18).

El propdsito de este estudio fue evaluar el
efecto de E. colombianay G. manihotisy la
bacteriaB. cepacia en el manejo deR. bunodes
en plantas de café.
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MATERIALESY METODOS

Ubicacion del experimento. El estudio serea-
liz6 en Cenicafé, Chinchind, Caldas, localizado
a1.400msnm, con una precipitacién promedio
anual de 2.125mmy unatemperaturapromedio
de 21,5°C. Las plantas estuvieron durante el
experimento en una casa de mallas dispuesta
con polisombraaunaalturade 1,40m por encima
de las plantas, con el fin de facilitar el esta-
blecimiento y desarrollo del hongo patdgeno
luego de su inoculacién. Durante la interac-
cion de los agentes biocontroladores con el
patégeno, se tuvo una temperatura promedio
de 15°C con unahumedad relativadel 93% en
las horas de la mafiana (7:00am) y unatempe-
ratura promedio de 23°C con una humedad
relativadel 70% al medio dia(12:00 meridiano).

Material vegetal - sustrato y riego. Para el
desarrollo del experimento se emplearon
chapolas de café de la variedad Colombia de
2 meses de germinadas las cuales se inocula-
ronconG. manihotis, E. colombianay labacteria
B. cepacia y se mantuvieron en invernadero
durante 5 meses en materos de 3kg de capa-
cidad; luego las plantas se transplantaron a
bolsas de 5kg de capacidad para inocular el
patégeno. El sustrato empleado fue suelo
esterilizado de |la Estacion Central Naranjal,
con 12% de materia organica, 60ppm de Py
estructurafranco-arcillosa. Durante el experi-
mento las plantas recibieron riego oportuno
(capacidad de campo) con agua destilada,
evitando la sequedad del sustrato.

M icroor ganismos. En el experimento se eva-
luaron 4 microorganismos con marcadas dife-
rencias en su modo de accion. El hongo pa-
tégeno Rosellinia bunodes, se aislé de raices
de plantas de café con sintomas y signos de
la enfermedad (finca Santa Inés, Municipio
Palestina). Las MA utilizadas fueron
Entrophospora colombiana y Glomus mani-
hotis aisladas de suel os cafeteros. También se
utilizé labacteriaBurkholderia cepacialacual




se aislé de raices de plantas de café sanas
(CepaPC 9701).

Aislamiento y purificacién de Rosellinia
bunodes. Una vez obtenidas las raices de
plantas de café con sintomas y signos de la
enfermedad, en el |aboratorio de fitopatol ogia
de Cenicafé seprocedi6 aredizar €l aislamien-
to, purificacién e incremento del patdgeno y
en las mismas condiciones del experimento se
hicieron las pruebas de patogenicidad.

En condiciones de laboratorio las raices
infectadas se sembraron en el medio de cultivo
agar extracto de malta (MEA) y se sigui6 la
metodol ogia empleada por Valencia (43).

Para la purificacién de R. bunodes se rea-
lizaron continuos repi ques de éste, en el medio
de cultivo MEA. También durante el desarro-
Ilo del experimento se efectuaron sucesivas
reactivaciones del hongo con el fin de man-
tenerlo patogénico.

I ncremento del hongo patdgeno. El incremento
de Rosdllinia bunodes se realizd a partir de
unacepapura, lacual sesembré enun erlenmeyer
gue contenia 60g de semillade sorgo en 20ml
de aguadestilada, material quefue previamen-
te esterilizado durante 2 horas. Esta siembra
se incub6 a temperatura ambiente y en oscu-
ridad hasta que el hongo cubriera por comple-
to las semillas (10).

Trabagjos realizados con R. bunodes por
Restrepo (31), mostraron que 20 dias después
de sembrado el hongo en el sorgo, esel tiempo
ideal para utilizarlo en las pruebas de patoge-
nicidad.

Pruebas de patogenicidad de Rosellinia
bunodes. Estas pruebas se realizaron a partir
de un incremento de R. bunodes de 25 dias de
sembrado en sorgo. Por cada kilogramo de
suelo se mezclaron 2, 4 y 8g de sorgo
incrementado con el patdgeno y se tuvo un

tratamiento testigo. Con estas mezclas se lle-
naron vasos de icopor de 375ml de capacidad
y en cada uno de ellos se sembré una chapola
de café. Las chapolas se dejaron en una casa
de mallas 'y se evaluaron alos 15 y 30 dias.

Tincion de raices. Latincion de raices para
medir el porcentaje de colonizacion por parte
delas MA se efectud utilizando la técnica de
Phillipsy Hayman (29); modificadapor Rivillas
(32).

Desarrollo del experimento. Unavez quelas
plantas de caf é fueron colonizadas por lasMA
y la bacteria B. cepacia (5 meses), éstas se
inocularon con R. bunodes con el propésito
de determinar el efecto de estos agentes
biocontroladores y sus interacciones sobre el
patégeno. De esta manera, se dispuso de tres
grupos de plantas. El primero correspondio
a los tratamientos con los agentes
biocontroladores solamente. El segundo y tercer
grupo correspondieron a los tratamientos con
los agentes biocontroladores y el patégeno.

L os tratamientos evaluados en este expe-
rimento se presentan en la Tabla 1.

* Inoculacion delasmicorrizas arbuscul ares.
Paralainoculacion de las chapolas se utiliza-
ron 30g de in6culo completo de cada especie
deMA. Elin6culo deE. colombianacontenia
28 esporas/g de suelo y 31% de colonizacién
radical enlosfragmentos deraiz; en tanto que
e indculo de G. manihotis tuvo 90 esporas/
g de suelo y 98% de colonizacién radical. En
la parte superior de labolsa se hizo €l orificio
de siembra y en éste se coloco €l in6culo de
cadamicorrizaarbuscular (momento delasiem-
bra) para dejarlo en intimo contacto con las
raices de las chapolas de café (32).

* |noculacion de Burkholderia cepacia.
Las raices de | as chapolas de café que se ino-
cularon con la bacteria se sumergieron en un
recipiente que contenialeche descremada estéril
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Tabla 1. Descripcion de tratamientos

Tratamiento Sustrato E. colombiana G. manihotis B. cepacia R. bunodes
1 1 MS — —_— —_
2 1 MS —_— MS —_—
3 1 MS MS e —_—
4 1 MS MS MS —_—
5 1 —_— MS —_— —_—
6 1 —_— MS MS —_—
7 1 —_— e MS
8 1 MS e —_— 150*
9 1 MS —_— MS 150*
10 1 MS MS —_— 150*
11 1 MS MS MS 150*
12 1 e MS —_— 150*
13 1 e MS MS 150*
14 1 —_— —_— MS 150*
15 1 MS —_— —_— 150**
16 1 MS —_— MS 150**
17 1 MS MS —_— 150**
18 1 MS MS MS 150**
19 1 —_— MS —_— 150**
20 1 —_— MS MS 150**
21 1 —_— —_— MS 150**
22 1 Testigo (Sustrato esterilizado)

23 1 Testigo (Sustrato nativo)

MS : Momento de siembra: Sistema de inoculacién uno * Sistema de inoculacién dos **

al 5% con la suspension bacterial (concentra-
cion de 10° bacterias /ml de agua). Estas
estuvieron en agitacion a 110rpm durante 24h.
Luego se sembr6 cada chapola en el matero

©).

* Inoculaciéon de Rosellinia bunodes. Si-
multdneamente alainoculacion deR. bunodes
en las plantas del experimento, se inocularon
30 chapolas de café con sus respectivos tes-
tigos con €l fin de confirmar la patogenicidad
del hongo en chapolas de café. Lainoculacion
del patégeno se realizé6 empleando dos siste-
mas diferentes. Con base en los resultados
obtenidos en las pruebas de patogenicidad
para determinar la dosis, se utilizaron 4g de
indculo por kilogramo de suelo, por ser ladosis
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gue mostro resultados de mortalidad a los 15
dias de inoculadas | as chapol as (88%) simila-
res a la dosis de 8g/kg de suelo la cual tuvo
90% de mortalidad. Ladosis de 2g/kg de suelo
mostré la més baja mortalidad (58%).

SISTEMA 1

L as plantas de caf é previamente inocul adas
con lasdos MA y labacteria, setransplantaron
a bolsas plésticas y unavez realizada la siem-
bra se les removi6 e suelo arededor de la
planta a diferentes profundidades, con el fin
de dejar el indculo de R. bunodes (4g de in6-
culo/kg de sustrato) en la rizosfera de esas
plantas de café. Con este sistema de inocula-




cién se crearon unas condiciones de mayor
presién del patégeno sobre las raices coloni-
zadas por los diferentes agentes
biocontroladores.

SISTEMA 2

Las plantas de café previamente inocula-
das con los agentes biocontroladores se
transplantaron alabolsa con el pil6n de suelo
guetraian del matero de 3kg (siembraoriginal)
y el complemento de suelo fue la mezcla de
éste con €l inéculo del patdgeno (4g de in6-
culo/kg de sustrato). Este inéculo se coloco
alrededor de la rizosfera de la planta
transplantada. Con este sistema de inocula-
¢ion se busco favorecer el efecto protector de
|os agentes biocontroladores sobre la planta.

Las plantas de café inoculadas con R.
bunodes y los agentes biocontroladores per-
manecieron en lacasade mallas durante 3 meses.

Deter minacion ddl por centajedecolonizacion.
Por cada planta evaluada (unidad experimen-
tal) se prepararon 3 placas en las que se
colocaron 5 trozos de raices por cada placa.
Lasraices se observaron al microscopio deluz
en 10X para contar los campos colonizados
con algunasdelasestructurasdelasMA (hifa,
arbusculos, vesiculas, esporas) y los campos
sin colonizar. En algunas ocasiones se utili-
zaron los objetivos 40X y 100X (con aceite de
inmersion) para detallar |as diferentes estruc-
turas de las MA.

Actividad delaenzimasuccinato dehidr ogenasa
enlahifadelasMA. Laactividad delaenzima
succinato dehidrogenasa se realizé usando el
método descrito por Hamel et al. (16).

Reaislamiento delabacteria. Pararedlizar el
reaislamiento deB. cepaciaapartir delasraices
delas plantas de café se sigui6 lametodol ogia
empleada por Cérdenas (8).

Por centajederaices afectadas por el hongo
patogeno. El porcentaje de raices infectadas
por R. bunodes se efectué usando una escala
(9) con valores de 0 a 5, asi:

Grado 0: Sistema radical sano

Grado 1: Sistemaradical afectado 20%
Grado 2: Sistema radical afectado 40%
Grado 3: Sistema radical afectado 60%
Grado 4: Sistema radical afectado 80%
Grado 5: Sistema radical muerto.

Para seguridad de la observaciéon de los
sintomas y signos de la enfermedad, se eva-
luaron al estereoscopio todas las raices de las
plantas inoculadas con el patégeno.

Transcurridos 3 meses de inoculado
R. bunodes, se realiz6 la evaluacion de todos
los tratamientos con el fin de determinar los
niveles de colonizacion de las MA, €l creci-
miento y desarrollo de las plantas, la persis-
tenciade labacteriaen larizosferay el grado
de infeccién radical por parte del patdgeno.

Variablesevaluadas

- Colonizacion de raices por las MA (%).

- Actividad metabdlicadel miceliodelasMA

(%).

Raices atacadas por R. bunodes (%6).

- PersistenciadeB. cepacia (UFC/g de suel o)

- Crecimiento delaplantade café (areafoliar,
peso fresco de raiz y parte aérea).

Lacuantificacion delasvariablessereaizo
a través de un muestreo destructivo de cada
unidad experimental.

Disefio experimental y andlisisestadistico. El
disefio que se utilizé en el experimento fue
completamente a azar al interior delos 3 grupos
de plantas que se conformaron. Se utilizd un
andlisis de varianza paralas variabl es porcen-
taje de colonizacion, actividad metabdlica de
la hifay crecimiento de las plantas. La com-
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paracion de promedios entre tratamientosy la
deteccion dediferencias estadisticasentre ellos
se hizo através de la prueba de Tukey al 5%.

RESULTADOSY DISCUSION

Evaluacion del grupo 1. EnlaTabla2, segprecian
los resultados obtenidos (valores transforma-
dosalog 10) en el crecimiento de las plantas
en los tratamientos donde se inocularon los
agentes biocontroladores. Se detectaron di-

ferencias estadisticas entre tratamientos, con
valoresmasaltosen d crecimiento delasplantas
de café en los tratamientos donde se inocul 6
G. manihotis solo (Figura 1) y en asociacion
con E. colombiana (Figura2). Con lamezcla
de las MA se obtuvo un peso fresco de raiz
de 4.83gy 13,149 de peso fresco aéreo valores
altamente contrastantes con |os obtenidos por
las plantas testigo que fueron de 0,68y 1,23g,
respectivamente (Tabla 2), mostrando de esta
forma; la eficacia de estos hongos para esti-
mular el crecimiento de las plantas. Fue im-

Tabla 2. Variables de crecimiento en plantas de café, 8 meses después de inoculadas con E. colombiana, G.

manihotisy B. cepacia.

TRATAMIENTO PESO FRESCO AREA FOLIAR
(@** (cm?) **
RAIZ AEREO
Entrophospora colombiana 0,75 c* 1,46 b 55b
E. colombiana + B. cepacia 0,70c 1,50b 57b
E. colombiana+ G. manihotis 4,83 a 13,14 a 5l7a
E.c +G.m +B.c 2,60 ab 8,22a 36la
Glomus manihotis 3,66 ab 9,73a 415a
G. manihotis+ B. cepacia 315ab 8,72a 368 a
Burkholderiacepacia 0,65¢ 1,16b 37b
Testigo (Suelo estéril) 0,68c 1,23b 48b
Testigo (Suelo nativo) 244b 6,77 a 318a

*  Letras iguales comparan igualdad estadistica segin Tukey a 5%

** Datos transformados a Log 10

Figura 1.
Crecimiento de
las plantas de
café, 8 meses
después de la
inoculacion con
G. manihotis
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Figura 2.
Crecimiento de las
plantas de café, 8
meses después de la
inoculacion con E.
colombiana +

G. manihoatis.

portante apreciar el desarrollo aéreo de las
plantas en los tratamientos donde se inocul &
G. manihotis, con un érea foliar de 415cm?,
mientras las plantas testigo solamente tuvie-
ron48cn? deéreafoliar (Tabla2). Enesteestudio,
G. manihotis tuvo un buen comportamiento
en las plantas, lo cual se detectd en un mayor
crecimiento de éstas, comparado con las plan-
tas testigo y las inoculadas con E. colombia-
na o con B. cepacia (Tabla 2).

Con los resultados obtenidos en este tra-
bajo se confirma la eficacia y efectividad de
esta especie al colonizar raices de plantas de
café (1, 25, 28, 34, 39). Parraet al. (28), de-
mostraron que G. manihotis en cultivos de
café var. Colombia, estimul6 el crecimiento y
favorecio el desarrollo vegetativo de las plan-
tas de café comparado con las plantas testigo.
Igualmente Rivillas (32), encontr6 que G.
mani hotisfue la especie mas efectivaen cuanto
aincrementar el crecimientoy desarrollo delas
variedades Colombiay Caturracomparadacon
Scutellospora heterogama y Acaulospora
tuberculata, bajo condiciones de invernade-
ro. Enlapresenteinvestigacion, lostratamien-
tos donde se inocul 6 E. colombiana solay en
combinacion con B. cepacia, no mostraron

diferencias estadisticas entre tratamientos,
siendo evidente la escasa influencia que tu-
vieron las interacciones de estos dos micro-
organismos en el crecimiento delas plantasde
café. E. colombiana es un microorganismo
gue necesita de sustratos mejorados y suelos
acidos (mezclados con arena) para su estable-
cimientoy desarrollo en las plantas (14, 25, 33,
44).

E. colombiana present6 un limitado desem-
pefio como estimulante del crecimiento de las
plantas, resultado observado en las 3 varia-
bles de crecimiento evaluadas, 8 meses des-
pués de lainocul acidn con este hongo (Figura
3). En la Tabla 2, se aprecia que no hubo
diferencias estadisticas en €l crecimiento de
las plantas que se inocularon con E. colom-
biana (peso fresco deraiz 0,759 y peso fresco
de parte aérea 1,469) y las plantastestigo (peso
fresco de raiz 0,689 y peso fresco de parte
aéreal,23g). Las condicionesfisicasdel suelo
denoir mezclado con otro sustrato que mejorara
sus condiciones, no favorecieron el desarrollo
deestaMA, mostrandola como la especie més
afectada y con mayores limitaciones como
estimuladoradel crecimiento de plantasde café.
Igualmente, los contenidos de P, Na, Fey Al
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Figura 3.
Crecimiento de las
plantas de café, 8
meses después de
la inoculacién con
E. colombiana.

de este suelo no fueron los mas adecuados
para el establecimiento de esta MA.

Un grupo de plantas testigo sembradas en
el suelo nativo, mostraron un notable creci-
miento, reflejado en un mayor peso fresco de
raiz y parte aéreay €l areafoliar, comparado
con las plantas testigo sembradas en suelo
esterilizado (Tabla2; Figura4). Deestaforma
se confirma que en un suelo sin esterilizar hay
especies nativas de MA adaptadas a esas
condiciones. Estas especies tuvieron 54% de
colonizacion radical (Tabla 3) y promovieron
el crecimiento de las plantas de café, demos-
trando que la complementariedad de especies
nativasde MA proporcionan un beneficio para
lasplantas. Al identificar las especies nativas
presentes en este suelo se encontraron espo-
ras pertenecientes a los géneros Glomus spp.,
Sclerocystis spp. y Acaulospora spp.

Las plantas de café inoculadas con B.
cepacia no mostraron diferencias estadisticas
entre tratami entos con respecto alasvariables
de crecimiento, comparadas con las plantas
testigo. Cérdenas (8), obtuvo resultados simi-
lares cuando inocul 6 B. cepacia (PC 9701) en
chapolas de café var. Colombia. Ese autor
encontré que plantas inoculadas con la bac-
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teriano mostraron diferencias estadisticas con
respecto al tratamiento testigo. Las plantas de
caféalos 60 diasdeinoculadas con labacteria
presentaron un crecimiento limitado (peso fresco
de chapola 1,54g) comparadas con las plantas
gue no fueron inoculadas (peso fresco de
chapola0,84g).

En este estudio se apreci6 el escaso cre-
cimiento de las plantas en aquellos tratamien-
tosdonde seinocul 6 solamente labacteria. Ya
se habia demostrado que la actividad
estimuladoradel crecimientoy de competencia
de Pseudomonas spp. en la rizosfera de las
plantas se aumenta en suelos mejorados con
otras clases de sustratos, en especial con arena
(17, 19, 20, 21, 24). Sin embargo, respecto a
crecimiento de las plantas inducido por la
bacteriaexisten ciertas controversias. Blancol
et al. (6), encontraron que las bacterias per-
tenecientes al género Pseudomonas producen
sideréforos que es un mecanismo para promo-
ver el crecimiento de las plantas. Estos
sideréforos son compuestos bacterianos que
compiten con |os microorgani smos patégenos
por hierro (Fe), por tanto, a tomar el Fe pre-
sente en el suelo, se reduce la cantidad dis-
ponible para los patdgenos alli presentes dis-
minuyendo su agresividad en el ataque hacia




Tabla 3. Porcentaje de colonizacion en raices de plantas de café, 8 meses después delainoculacion conE.

colombiana, G. manihotisy B. cepacia.

Tratamiento

Colonizacion (%) **

Entrophospora colombiana

E. colombiana + B. cepacia

E. colombiana + G. manihotis
E.c+G.m+B.c

Glomus manihotis

G. manihotis+ B. cepacia
Burkholderiacepacia

Testigo (Suelo estéril)
Testigo (Suelo nativo)

17c*
17¢
43ab
32b
42ab
33ab
0
54 a

Promedios con letras iguales no presentan diferencia estadistica. Tukey a 5%

** Datos transformados a Log 10

'!‘\.J"'

Figura 4.

Tratamiento testigo (suelo
esterilizado), 8 meses
después de sembradas las
plantas de café

laplanta. De este modo las bacterias facilitan
latomade Fe por parte delaplanta permitien-
do que las plantas se desarrollen mejor sin la
presencia de agentes microbianos perjudicia-
les para ellas. Estos conceptos son compar-
tidos por Hebbar et al. (17), quienes observa-
ron en condiciones in vitro que B. cepacia
promovio el crecimiento de plantas de maiz.
Leben et al. (23), observaron en condiciones
de invernadero que P. fluorescens inoculada
en semillas de papa no mostré diferencias sig-
nificativas en cuanto a crecimiento entre los

N\

~f

tratamientos inoculados y sin inocular. Todos
estos resultados indican que las condiciones
en las que serealizaun experimento, especial -
menteel sustrato y lacondicién ambiental, juegan
un papel muy importante en la asociacién y
beneficio delas plantas con los microorganis-
mos.

B. cepacia sola y asociada con las dos
especies de MA, mostré una alta persistencia
ocho meses después de inoculada en las
chapolas de café. Esta persistencia se deter-
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mind al obtener f&cilmente su aislamiento en
un medio de cultivo para Pseudomonas (agar
P) (Figura5) a partir de las raices inocul adas.
También se observd su alto efecto de sinergismo
con G. manihotisy E. colombiana, reflgjado
en €l establecimiento de los 3 microorganis-
mosen larizosferadelas plantasde café. Existen
evidencias que las bacterias promotoras del
crecimiento como Pseudomonas putida 'y P.
fluorescens actlian en forma de sinergia con
algunas especies de MA (42). Blancol et al.
(6), mencionan que el efecto es mayor si los
mi croorgani smos se inoculan simultaneamen-
te al momento de lasiembrade las plantas, tal
como se realiz6 en esta investigacion.

Algunos estudios han comprobado que las
rizobacterias, en especial |as pertenecientes al
género Pseudomonas tienen un efecto
estimulador en €l establecimiento de las ecto
y las endomicorrizas. Frey-Klett et al. (12),
evaluaron la ectomicorriza Laccaria bicolor
y labacteriaP. fluorescensinocul adas en pinos.
Los autores plantean algunas hipotesis rela-
cionadas con €l efecto de la estimulacion de
la bacteria hacia la micorriza. Una primera

Figura 5.

Persistencia de la bacteria en
asociacion con las dos
especies de MA, 8 meses
después de la colonizacion
(crecimiento en agar P
después de 24 horas).
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hip6tesishacereferenciaal hecho quelabacteria
puede actuar cuando las MA ya se han es-
tablecido. Una segunda hipétesis sugiere que
la bacteria puede actuar las primeras 5 sema-
nas mejorando lareceptividad de laraiz hacia
el hongo y una tercera hipétesis plantea que
puede existir un efecto temprano delabacteria
sobre el desarrollo presimbi6tico del hongo.
En el presente estudio, se considera que estos
aspectos pudieron jugar un papel importante
en larelacion de las dos especies de MA con
labacteriay de estaformaconsolidar el efecto
de sinergismo entre estos microorgani Smos.

Los niveles de colonizacion mostraron
diferencias estadisticas entre las plantas ino-
culadas con E. colombiana, G. manihotis y
conlamezclade ambasMA. Estasdiferencias
fueron constantes durante todo el experimen-
to, resultando los tratamientos con G. mani-
hotisy con lamezclalos de mas altos porcen-
tajes de colonizacion (Tabla 3).

Los tratamientos con E. colombiana y G.
manihotis no mostraron diferencias estadisti-
cas con los tratamientos donde se inocularon
los 3 agentes biocontrol adores. En ambos casos,




el porcentaje de colonizacion fue similar, 43%
de colonizacién radical paraE. colombiana +
G. manihotis y 32% de colonizacion radical
paraE. colombiana+ G. manihotis+ B. cepacia
(Tabla 3). Estos resultados muestran que la
bacteria no influyé negativamente en el esta-
blecimiento de las MA, confirmando el
sinergismo de los tres microorgani smos.

Los tratamientos donde se inocularon G.
manihotis y B. cepacia tuvieron 33% de
colonizacién radical y no mostraron diferen-
cias estadisticas con los inoculados solo con
G. manihotis(42% decolonizaciénradical). La
asociacion de labacteria con G. manihotis, no
perturbd el grado de colonizacion de estaMA.

E. colombiana no mostré diferencias es-
tadisticas en el grado de colonizacion, solay
en asociacién con B. cepacia (en ambos casos
tuvo 17% de colonizacién radical), resultado
gue demuestra nuevamente que la asociacion

Cy,
Figura 6. "‘n’

Presencia de arbusculos
en las raices de las
plantas de café
inoculadas con E.
colombiana + G.
manihotis (40X).

de la bacteria con cualquiera de |las dos espe-
cies de MA no afectd su establecimiento en
las raices de las plantas de café. Bianciotto
et al. (5), encontraron Pseudomonas adheri-
das alas hifasy alas esporas germinadas de
micorrizas arbusculares bajo condiciones de
sustrato esterilizado. Este grado de asocia-
¢ion o compatibilidad variacon el aislamiento
bacterial y sugieren los autores que el grado
de antagonismo o sinergismo en las interac-
cionesentre MA y bacterias puede estar mediado
por €l contacto fisico entre €ellos.

La evaluacion de los niveles de coloniza-
cion radical en todos los tratamientos mostro
unagran produccion de arbisculosy en menor
proporciéon micelio interno (Figura 6). Los
arbusculos son las estructuras esenciales en
lasimbiosisdelas MA con las plantas, ya que
a través de estas estructuras se realizan los
intercambios de metabolitos entre la plantay
el hongo.
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Las plantas correspondientes al tratamien-
to testigo en el cua no se inoculd ningdn
microorganismo, sembradas en el suelo nati-
vo, mostraron un alto grado de colonizacion
(54%), resultado que indica la presenciay el
efecto de las MA nativas en este suelo y las
posi bles asociaciones con otros microorganis-
mos los cuales no fueron valorados en este
estudio. En estas plantas, ese nivel de colo-
nizacién repercutid en un mayor crecimiento
de ellas, comparadas con las plantas testigos
sembradas en suelo esterilizado.

La evaluacion de la actividad metabdlica
del micelio de E. colombiana y G. manihotis
(Tabla 4), no mostré diferencias estadisticas
entre tratamientos, obteniéndose altos niveles
de actividad en todos | os tratamientos evalua-
dos (mayores del 60%).

En la asociacion de las dos especies de
MA con la bacteria se observaron altos nive-
les de actividad de la hifa, resultados que
coinciden con los trabajos realizados por
Gryndler y Vosatka (15), Barea et al. (3),
Ravnskov y Jakobsen (30), quienes mencio-
nan que Pseudomonas spp. no exhibe una

actividad inhibitoria contra especies de MA y
por el contrario, las bacterias presentan un
efecto estimulador en el desarrollo del micelio
y esporas de estos hongos. También indican
gue las bacterias tienen un efecto estimulador
en la actividad dehidrogenasa de algunas es-
pecies de MA.

Al observar las hifas se aprecio una mayor
actividad de las hifas de G. manihotis com-
paradas con la actividad de las hifas de E.
colombiana (Figuras 7, 8 y 9), corroborando
deestamaneraqueG. manihotisfue unaespecie
efectiva en las raices de plantas de las café
al extender sus hifasy el micelio a exterior
de las raices para tomar los nutrimentos ne-
cesarios y mejorar lanutricién de las plantas.
En este estudio se aprecio que algunas hifas
no presentaron actividad. Saito et al. (36),
demostraron en raices de cebolla inoculadas
con Glomus mosseae, que la actividad de la
hifa dentro de la raiz no fue homogénea y
sugieren guel as hifas viejas son mucho menos
activas fisiologicamente que las hifas mas
jévenes. Por tal motivo, las hifas
fisiol6gicamente activas son las quetienen una
mayor capacidad de tomar |os metabolitos del

Tabla 4. Actividad metabolicadel micelio deE. colombiana y G. manihotis en raices de plantas de café, 8

meses después de su inoculacion.

Tratamiento Actividad metabdlica
(%)
Entrophospora colombiana 64 a*
E. colombiana + B. cepacia 62 a
E. colombiana + G. manihotis 6la
E.c+G.m+B.c 63a
Glomus manihotis 64 a
G. manihotis+ B. cepacia 53a
Burkholderiacepacia _
Testigo (Suelo estéril) _
Testigo (Suelo nativo) Ob

*  Promedios con letras iguales no presentan diferencia estadistica. Tukey a 5%
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Figura 7.

Actividad metabdlica de las
hifas de G. manihotis, 8
meses después de la
inoculacion. (100x).

Figura 8. Espora de G. manihotis con su hifa mostrando
una actividad de 100% (40X).

suelo y llevarlos al interior del hongo para
realizar latranslocacion de mineraleshaciala
planta por medio de los arblsculos.

Evaluacién del grupo 2. Se observé que el
crecimiento de las plantas no se vio afectado
cuando se inoculé el patdgeno utilizando el
sistema 1, en los tratamientos con G. mani-
hotisy en asociacion conE. colombiana (Tabla
5; Figura 10).

Las plantas inoculadas con E. colombiana
y con R. bunodes continuaron presentando el
limitado efecto estimulador de la MA en el
crecimiento de las plantas, con resultados
similares alos obtenidos en el Grupo 1 donde
no se inoculé el patégeno. En todas las va-

Figura 9. Actividad metabdlica de las hifas de E.
colombiana, 8 meses después de la inoculacion. (100x).

riables de crecimiento evaluadas, la unién de
esta MA con el patdgeno no mostré diferen-
cias estadisticas con las plantastestigo en suelo
esterilizado (Tablab).

G. manihotis evidenci6 nuevamente que es
una especie que induce el crecimiento de las
plantas, a pesar de la asociacion con €l pat6-
geno. Esteresultado esimportante por cuanto
muestra a esta especie con otro atributo como
es su efecto protector de raices de plantas de
café frente al ataque de R. bunodes. Lainocu-
lacién con este patégeno no fue un impedimen-
to para que las plantas continuaran su desa-
rrollo normal. Este desarrollo de las plantas
inoculadas con G. manihotis y con el hongo
patégeno, se reflejé en el peso fresco de raiz
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Figura 10.
Crecimiento de las
plantas de café, 8
meses después de
inoculados los agentes
biocontroladores y 3
meses después de la
inoculacion con R.
bunodes (Sistema 1).

—
e S,

Tabla 5. Variablesdecrecimientoenplantasdecafé, 8 mesesdespuésdeinocul adosl osagentesbiocontrol adores
y 3 meses después de lainoculacion con R. bunodes (Sistema 1y 2).

Sistema Peso Fresco (G) Area Foliar
inoculacion Tratamiento ** (Cm?) **
Raiz Aéreo
1 E. colombiana + R. bunodes 0,63 d* 1,20 ¢ 54 c
E. ¢ + B. ¢ + R. bunodes 0,81 cd 159 ¢ 49 ¢
E.c+ G.m + R bunodes 6,02 ab 13,68 a 493 ab
E.c+Gm+B.c+RbD 2,48 abc 7,39 ab 297 ab
G. manihotis + R. bunodes 6,51 ab 14,90 a 548 a
G. m+ B. ¢ + R bunodes 532 ab 9,73 &b 475 a
B. cepacia + R. bunodes 2,29 bed 4,03 bc 185 bc
Testigo (Suelo estéril) 0,68 d 1,23 ¢ 48 c
Testigo (Suelo nativo) 2,44 ahbc 6,77 ab 318 ab
2 E. colombiana + R .bunodes 1,14 de 2,74 cd 120 bc
E. c+ B. ¢ + R bunodes 0,67 e 1,34 cd 54 ¢
E.c+ G.m + R bunodes 6,23 a 16,33 a 620 a
E.c+G.m+B.c+ Rb 1,85 cd 7,24 ab 342 a
G. manihotis + R. bunodes 530 ab 13,55 a 505 a
G. m+ B. ¢ + R bunodes 1,41 cde 4,33 bc 231 ab
B. cepacia + R. bunodes 0,82 de 1,02 d 61 bc
Testigo (Suelo estéril) 0,68 e 1,23 d 48 c
Testigo (Suelo nativo) 2.44 bc 6.77 a 318 a

*  Promedios con letras iguales no presentan diferencia estadistica. Tukey a 5%

** Datos transformados a

206 Cenicafé, 53(3):193-218.2002

Log 10.




y aéreo con valoresde 6,519y 14,90g, respec-
tivamente; comparado con € testigo en sustrato
esterilizado que tuvo valores de 0,64g en el
peso fresco de raiz y 1,23g en el peso fresco
aéreo (Tablab). Al comparar €l tratamiento de
G. manihotis + R. bunodes con los valores
obtenidos por esa MA en el Grupo 1, donde
obtuvo 3,669 en el peso fresco deraizy 9,739
en el peso fresco aéreo (Tabla 2), se aprecia
que hubo un mayor crecimiento de las plantas
inducido por esta MA cuando se asoci6 con
el patégeno, lo cual abrelaposibilidad de que
€l sustrato deinoculacion del patégeno (sorgo)
pudo servir como basealimenticiaparalasMA,
potencializando su accion en las plantas de
café.

B. cepacia mezclada con el patdgeno no
mostré diferencias estadisticas en las varia-
blesde crecimiento respecto alas plantastestigo
ene sudoesterilizado (Tabla5). En esteestudio;
la bacteria no cumplié un papel relevante en
|aestimulacion del crecimiento delas plantas;
sin embargo, fue evidente que la presencia de
ésta, a inocular el patégeno, contribuyé al
crecimiento delas plantas, ya que éstas tuvie-
ron un mayor crecimiento (peso fresco deraiz
2,299y peso fresco aéreo 4,03g) que las plan-
tas testigo en suelo esterilizado (peso fresco
de raiz 0,68g y peso fresco aéreo (Tabla 5).

LapersistenciadeB. cepacia continud siendo
ata, a pesar de la incorporacion del hongo
patdgeno. Este es un aspecto fundamental ya
que abre una perspectiva importante paratra-
bajar con esta bacteria protegiendo raices de
plantas de caf é frente al ataque deR. bunodes.

En este Grupo 2, donde hubo una mayor
presion del indeulo del patégeno hacialasraices
y también hacialos agentes biocontroladores,
se demostr6 que los tres agentes
biocontroladores presentes en el sistema ra-
dical de las plantas, ocuparon gran parte de
lasraices evitando lapenetracion deR. bunodes.

Igualmente, en este grupo la variable co-
lonizacion, no mostro diferencias estadisticas
entre tratamientos. Sin embargo, el testigo
nativo mostro diferencias estadisticas con los
demas tratamientos, demostrando la gran im-
portancia de las MA nativas y su rol cuando
no se modifican las condiciones que le son
favorables. Convienetener presente que estos
microorganismos son habitantes nativos de
lossuelos, lo cual, sinembargo, no implicaque
ellos puedan formar simbiosis con todas las
plantas 0 que en determinados momentos
algunas condiciones ambientales o del suelo
no loslimiten en el desarrollo delosdiferentes
suCesos que se registran entre los simbiontes.
También se observd, que en presencia del
patégeno se aumentaron los niveles de colo-
nizacion (Tabla6), comparados con losniveles
obtenidos en los tratamientos sin R. bunodes
(Tabla 3). Las MA necesitan de fuentes nu-
tritivas para su desarrollo (38, 44); por ello es
factible que el sorgo utilizado como sustrato
parainocular el patdgeno haya servido como
base alimenticia para estos hongos através de
su proceso de biotransformaciéon y de esta
manera, se haya potencializado su efecto pro-
duciendo mayores niveles de colonizacion en
presenciadel patégeno. Las plantas testigo en
suelo nativo, sin la presencia del patdgeno,
mostraron un mayor grado de colonizacién
radical corroborando |o discutido anteriormente;
sobre la adaptabilidad que tuvieron las MA
nativas en el suelo de Naranjal, con 54% de
colonizacién radical, valor considerado alto
comparado con |os demés tratamientos (Tabla
6).

El sinergismo presentado entre las dos
especies de MA en términos de proteccion de
|as raices, fue importante, yaque se demostro;
luego de inocular a R. bunode, que el porcen-
taje de colonizacion radical no disminuyd con
la asociacion de las dos especies de MA (sin
lapresenciadel patégeno 43%) (Tabla3); (con
la presencia del patégeno 45%) (Tabla 6),
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Tabla 6. Porcentaje de colonizacion en raices de plantas de café, 8 meses después de lainoculacion conE.
colombiana, G. manihotisy B. cepaciay 3 meses después de lainoculacion con R. bunodes (sistemauno y

dos).
Sistema Tratamiento Sistema de Colonizacion
inoculacion (%) **
1 E. colombiana + R. bunodes 1 24 b*
E. c+ B. ¢ + R bunodes 1 18 b
E.c+ G. m + R bunodes 1 45 ab
E.c + G. m + B. c+ R. bunodes 1 42 ab
G. manihotis + R. bunodes 1 34 ab
G. m+ B. ¢ + R bunodes 1 33ab
B. cepacia + R. bunodes 1 e
Testigo (Suelo estéril) 1 0
Testigo (Suelo nativo) 1 54 a
2 E. colombiana + R. bunodes 2 24 b
E. c + B. ¢ + R bunodes 2 19b
E.c+ G.m + R bunodes 2 56 a
E.c + G.m + B. c+ R bunodes 2 41 a
G. manihotis + R. bunodes 2 63 a
G. m+ B. ¢ + R bunodes 2 40 a
B. cepacia + R. bunodes 2 o
Testigo (Suelo estéril) 2 0
Testigo (Suelo nativo) 2 54 a

* Promedios con letras iguales no presentan diferencia estadistica. Tukey a 5%

**  Datos transformados a Log 10.

resultado que demuestralacomplementariedad
de las dos especies de MA para proteger €l
sistema radical de plantas de café.

Al evaluar lavariable colonizacion se observd
gue en los tratamientos donde no se inocul6
el patégeno, no hubo presencia de vesiculas,
propagulos de reserva de las MA (reservas de
carbono en formade lipidos), mientras que en
los tratamientos donde se inocul 6 R. bunodes
se observaron vesiculas (Figura 11), aspecto
gue indica que el patégeno al competir por
espacio y nutricion con las MA en las raices
delasplantas, propicié unacondicién de estrés
gue se reflejé en la produccion de propagul os
de reserva por parte de estos hongos.

G. manihotis a pesar de estar en contacto
con el patdgeno; presentd altos niveles de
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colonizacién superiores a E. colombiana,
confirmando que se trata de una especie agre-
sivaque colonizaraices de plantas de café, con
mayor adaptacion que E. colombiana a las
condiciones del suelo de Naranjal. El suelo de
Naranjal tiene alto contenido de fésforo (60
ppm), cifraque histéricamente hasido méasbaja,
condicién que pudo originarse por el mangjo
agrondmico de ese lote (aplicacién de fertili-
zantes). Este aspecto pudo influir en el com-
portamiento de E. colombiana en €l presente
trabajo. Algunos autores han mencionado, que
los atos contenidos de este elemento en €l
suelo causan detrimento en el funcionamiento
de las MA (42).

Las dos especies de MA G. manihotis y
E. colombiana inoculadas individualmente y
en asociacién, mostraron niveles altos de ac-




Figura 11.

Vesiculas en las raices de
las plantas de café,
inoculadas con E.
colombiana + G.
manihotisy R. bunodes
(40X).

tividad metabdlicadelas hifas, smilaresalos
obtenidos con lainoculacion de los tres agen-
tesbiocontroladores. Estaactividad no se afectd
como consecuencia de la inoculacion con R.
bunodes(Tabla 7). Estosresultados confirma-
ron la asociacion y el funcionamiento de las
MA en las raices de las plantas de café. El
significado de este resultado radica en que la
hifaes el propagulo delaMA que se extiende
desde las raices de las plantas hasta sitios del
suelo donde absorben agua y elementos mi-
nerales no asimilables por las plantas (4). Por
tal motivo, es fundamental que la hifa esté
activa para tomar |os nutrimentos necesarios,
transportarlos y llevarlos hacia la planta.

Evaluacion del grupo 3. Lostratamientosdonde
se inocularon E. colombianay B. cepacia +
el patégeno, y lainteraccion de estos dos agentes
biocontroladores con el patégeno no mostra-
ron diferencias estadisticas en el crecimiento
de las plantas, comparados con el tratamiento
testigo (Tabla 5). Los resultados obtenidos
en este grupo corroboran los resultados de los
grupos 1y 2 con E. colombianay B. cepacia,

mi croorgani smos que no fueron efectivos para
estimular el crecimiento de las plantas. Sin
embargo, estos dos microorganismos, cum-
plieron un papel importante colonizandoy pro-
tegiendo las raices de las plantas de café, ya
gue impidieron que el hongo patdgeno se es-
tablecieraen el sistemaradical de estas plan-
tas.

Se detectaron diferencias estadisticas en
el crecimiento de las plantas entre los trata-
mientos inoculados con E. colombianay R.
bunodes comparados con los tratamientos
inoculados con G. manihotis y R. bunodes y
la mezcla de las dos especies de MA més el
patdgeno, en donde en estos Ultimos trata-
mientos ocurrio el mayor crecimiento de las
plantas (Tabla 5). En la evaluacion de este
tercer grupo, al igual que lo observado en los
dos grupos anteriores, G. manihotis solay en
combinacién con los demas agentes
biocontroladores, fue la especie que presentd
los mayores efectos estimuladores en el
crecimiento de las plantas, como consecuen-
cia de su adaptabilidad al suelo y por su
eficienciay eficacia en el cultivo de café.
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Tabla 7. Actividad metabdlicadel micelio deE. colombiana y G. manihotis en raices de plantas de café, 8
meses después de su inoculacién y 3 meses después de lainoculacion con R. bunodes (sistema uno y dos).

Sistema Tratamiento Actividad Metabdlica
inoculacién (%)

1 E. colombiana + R. bunodes 66 a*
E. c+ B. ¢ + R bunodes 63 a
E.c+ G.m + R bunodes 63 a
E.c + G. m + B. ¢+ R bunodes 70 a
G. manihotis + R. bunodes 69 a
G.m + B.c + R bunodes 73 a
B. cepacia + R. bunodes e
Testigo (Suelo estéril) R
Testigo (Suelo nativo) 0b

2 E. colombiana + R. bunodes 68 a
E. c +B. ¢ + R bunodes 61 a
E.c+ G.m + R bunodes 77 a
E.c + G. m + B. ¢+ R bunodes 72 a
G. manihotis + R. bunodes 71 a
G. m+ B. ¢ + R bunodes 67 a
B. cepacia + R. bunodes e
Testigo (Suelo estéril) —_
Testigo (Suelo nativo) Ob

* Promedios con letras iguales no presentan diferencia estadistica. Tukey a 5%

Con respecto aB. cepacia, desde €l inicio
del experimento hastael final de éste (8 meses
después de inoculada), la bacteria tuvo un
comportamiento positivo en su establecimien-
to y persistencia en las raices de las plantas
de café. Independiente de su condicién (sola,
en asociacion con lasdos MA o inoculadacon
el hongo patégeno), lapersistenciade éstafue
alta, asegurando su permanencia por largo
tiempo en lasraices de este cultivo. Con estos
resultados B. cepacia abre caminos para
continuar trabajando con ella en el control de
patégenos radicales en plantas de café y de
otros cultivos.

El testigo nativo mostré ser importante en
el crecimiento de las plantas presentando una
poblacién nativa de esporas funcionales, lo
cual indicaque bajo estas circunstancias estos
hongos deben ser considerados en un sistema

de produccion de café antes que realizar |abo-
res de cultivo que desestimen y reduzcan estos
mi croorganismos.

En este Grupo 3, se detectaron diferencias
estadisticas entre tratamientos en la variable
colonizacion (Tabla6), donde lostratamientos
inoculados con E. colombiana + el patdgeno
y E. colombiana + B. cepacia + el patdgeno,
presentaron menores niveles de colonizacion
en relacion con los demés tratamientos. Como
se menciond anteriormente, los bajos niveles
de colonizacién y la baja efectividad de E.
colombiana pudieron estar influenciados por
las condiciones del sustrato enlasquesellevd
a cabo este estudio, que fueron adversas para
la adaptabilidad de E. colombiana. Esta espe-
cie, en otras condiciones experimentales, ha
mostrado ser muy eficiente cuando se le aso-
cia con raices de café (32).
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En este grupo, a igual que en los anterio-
res, los tratamientos inoculados con G. ma-
nihotisy lamezcladelas dos MA presentaron
los més altos niveles de colonizacion radical
en ausencia o presencia del patégeno. Igual-
mente se apreciaron gran cantidad de
arbuscul os, propagulo micorrizal queindicala
actividad metabdlica entre los simbiontes.

G. manihotisy E. colombiana inoculados
individualmentey en asociaci6n mostraron los
mas altos porcentajes de actividad de la hifa
(77%), los cuales no disminuyeron luego de
la inoculacién con R. bunodes (Tabla 7).

Laactividad metabdlicade lashifasdelas
dos especies de MA presentaron niveles su-
periores a 60% en los tres grupos de trata-
mientos evaluados, en presencia o ausencia
del patégeno. Este resultado es de resaltar,
pues como se menciond anteriormente, una
hifa con esta actividad tiene una mayor
funcionalidad en la toma de nutrimentos del
hongo hacia la planta que aquella que no la
tiene.

Un resultado observado en los tres grupos
de tratamientos con respecto a la actividad
metabdlica de las hifas, consistié en que las
MA presentes en el suelo nativo presentaron
una baja actividad metabdlica. Este resultado
indica, que éstas especies presentaron un alto
porcentaje de especificidad en el cultivo, pero
tienen poca efectividad en algunas de sus
funciones como en el caso de las hifas.

Lasalinidad del suelo es una condicion de
estrés paralas MA (37). El suelo de Naranjal
tiene un valor en sodio de 0,18meq/100g de
suelo, valor queesalto comparado con el normal
(0,05meq/100g de suelo). Es posible que esta
condicién haya afectado la funcionalidad de
las hifas de las MA nativas. Este mismo autor
menciona que altas concentraciones de ele-
mentos toxicos como €l hierro y el aluminio
limitan laproducciony funcionalidad de algu-

nas especies de MA. El suelo empleado en
este experimento tuvo 831ppm de Fe (cifra
normal: 150) y 1,6meg/100g de suelo de Al
(cifranormal: 0,8-1,0); estosvalores pudieron
interferir con lafuncionalidad delas MA pre-
sentes en el suelo de Naranjal. De otro lado,
¢l ato contenido de fosforo (60ppm) también
pudo afectar la actividad de las MA tanto de
|as nativas como de las introducidas. Este es
el macroelemento que ha sido més estudiado
en la asociacion con las MA y que en mayor
proporcién condiciona el establecimiento de
estos hongos.

Tres meses después de inoculado R.
bunodes se determiné el antagonismo (100%)
gercido por los 3 agentes biocontroladores.
Al momento de realizar la evaluacion de las
plantas, éstas no mostraron sintomas ni sig-
nos de laenfermedad, como tampoco seregis-
traron diferencias entre los dos grupos de
tratamientos inoculados con R. bunodes (Ta-
bla 8).

En varios trabajos sobre el tema (2, 3, 11,
13, 20) se hademostrado la efectividad de las
MA y las bacterias pertenecientes a género
Pseudomonas, como agentes controladores de
patégenos radicales, disminuyendo el ataque
de éstos en diferentes cultivos.

El efecto de control sobre  R. bunodes
gjercido por lasdosespeciesde MA y labacteria
se puede explicar devarias maneras. Un primer
aspecto tiene que ver con el hecho que G.
manihotisy E. colombiana son consideradas
especies selectivas parael cultivo del café (25,
28, 31, 32, 34), condicion éstaque favorece la
simbiosis entre las plantas de café y las es-
pecies mencionadas. Esta compatibilidad en-
tre simbiontes aumenta la eficiencia de la
absorcion de nutrimentos por parte de laplan-
ta, y uno de los componentes de |la proteccién
de los cultivos contra los patégenos radicales
se fundamenta en el hecho de que una planta
vigorosa como consecuencia de una buena
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Tabla 8. Infeccion en raices de plantas de café (%) colonizadas por E. colombiana, G. manihotisy B.

cepacia, 3 meses después de inoculadas con R. bunodes.

Sistemas de inoculacion

Tratamiento

Tratamiento infeccion (%)

1 E. colombiana + R. bunodes
E.c+B.c + R bunodes
E.c+ G. m + R bunodes
E.c + G.m +B. ¢+ R bunodes
Glomus manihotis + R. bunodes
G. m+ B.c +R. bunodes
B. cepacia + R. bunodes

[eNeoNeoNoNoNoNe]

2 E. colombiana + R. bunodes
E.c+B.c + R bunodes
E.c+ G. m +R. bunodes
E.c +G.m +B.c+ R bunodes
Glomus manihotis + R. bunodes
G. m+ B. ¢ +R bunodes
B. cepacia + R. bunodes

[eNeoNeoNoNeoNeNe)

nutricion, ejerce mejor control contrael ataque
delos patdgenos, que aquellas que no lo estan.

Otro aspecto fundamental que evidente-
mente ocurrid en esta investigacion fue la
proteccion gjercidasobre el sistemaradical de
las plantas por las dos especies de MA. Estas
ocuparon gran extensiéon de laraiz y de esta
formainhibieron lapenetracion deR. bunodes.
Palacino (26) observé en raices de pitaya, que
G. manihotis disminuy6 la poblacion de
Meloidogyne incognita y redujo el nivel de
infeccion del nematodo en las raices. Este
resultado lo explico debido a la competencia
ocurridapor los sitios de colonizacién einfec-
cion entre las MA y el nematodo.

Dehne (11), menciona que las raices colo-
nizadas por las MA son mas lignificadas que
las raices sin ellas: y este efecto puede ser el
responsable de larestriccion de los patdgenos
radicales. También encontré que las raices
colonizadas por MA exhiben una alta activi-
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dad quitinolitica, actuando de esta manera; en
forma muy efectiva contra los patégenos que
atacan las raices de plantas.

Este efecto de control de patdgenos radi-
calespor partedelasMA, estaligado a hecho
gue estos hongostienen lacapacidad de activar
los mecanismos de defensa de las plantas (2).
En este experimento, aunque no se midio la
produccién de compuestos fendlicos y
fitoalexinas; se considera que alguna influen-
ciatuvieron para que las plantas no se hubie-
ran visto afectadas por R. bunodes.

Numerosos autores (7, 18, 20, 22, 40, 45),
han indicado que la produccién de componen-
tes antimicrobiales, la alta tasa de desarrollo
en el hospedante, la capacidad de utilizar un
amplio rango de fuentes de carbono y la pro-
duccion de enzimas extracel ulares (quitinasas
y 3 1,3- glucanasa), han sido las bases para
considerar a B. cepaciacomo uno delosmejores
agentes biocontroladores.




El efecto de B. cepacia sobre R. bunodes
pudo ocurrir debido alaalta capacidad de esta
bacteria en producir componentes
antimicrobianos (sideréforos, R 1,3- glucanasas,
quitinasas, pyrrolnitrina, etc.), lo cual hasido
demostrado en varios trabajos de investiga-
cién. La pyrrolnitrina ha sido uno de los
antibiéticos méas importantes producidos por
B. cepacia, producto que hamostrado ser muy
efectivo para controlar un gran nimero de
agentes fitopatégenos; tales como, especies
del género Agrobacterium, Alternaria,
Bipolaris, Botrytis, Cercospora,
Colletotrichum, Fusarium, Rhizoctonia y
Sclerotinia, entre otros. En adicion a la
pyrrolnitrina existen otros metabolitos que son
producidos por varias cepas de B. cepacia;
estos metabolitosincluyen otros fenilpirroles,
compuestos antibacteriales como cepacin A y
cepacin B, bacteriocinas, pigmentos y
sideréforosy metabolitos no determinados (27,
41).

Janisiewiez y Roitman (22), conB. cepacia
inhibieron el desarrollo del moho gris (Botrytis
cinerea) y e moho azul (Penicilliumexpansum)
en manzanay arveja. Los autores mencionan
gueel principal modo de accion del aislamien-
to utilizado fue la produccion de pyrrolnitrina
€omo un compuesto de potente caracteristicas
antifungicas. |guales resultados obtuvieron
Zaki et al. (45) quienes encontraron que un
aislamiento deB. cepaciainhibid el desarrollo
in vitro de Rhizoctonia solani. En plantulas
de algodon, esta efectividad se atribuy6 a la
produccién de pyrrolnitrina por parte de la
bacteria

Sindhuet al. (40), demostraron que lapro-
duccién de sideréforosjuega un papel impor-
tante en el efecto antagdnico de las bacterias
pertenecientes a género Pseudomonas. Estos
autoresindican, que estos sider6foros inhiben
€l desarrollo de hongos fitopatégenos, debido
a que la bacteria reduce la disponibilidad del
Fe necesario parala germinacion de los hon-
gos patégenos de plantas.

Se hamencionado que algunasrizobacterias
pertenecientes al género Pseudomonas actlian
sinergéticamente con algunas especies de MA
y este efecto es mayor si se inoculan simul-
tdneamente a momento de la siembra (6).
Diferentes estudios han demostrado que en la
asociacion MA —Bacterias se presentaun efecto
de sinergismo donde la bacteria actia en la
rizosfera dandole un nicho de albergue a la
MA. Smith y Read (42), mencionan que las
bacterias Pseudomonas fluorescens tiene un
efecto favorable en laformaci én de micorrizas.
Este efecto estimulador de P. fluorescens, P.
putida y otro grupo de bacterias pertenecien-
tes a género Pseudomonas ha sido reportado
parael casodelasMA y alavez, se menciona
un efecto en el mismo sentido de la micorriza
haciala bacteria. En estainvestigacion, cuan-
do E. colombiana'y G. manihotis se inocula-
ron en forma individual o asociados con B.
cepacia, se observd en todos los casos una
importante relacion simbiética de los tres
mi croorganismos.

Andlisis combinado. Se realizé un andlisis
combinado con los tres grupos de tratamien-
tos evaluados, con €l fin de observar las in-
teracciones entre los tres grupos de tratamien-
tos.

En laFigura 12, se aprecia que lainterac-
€ion microorganismo por grupo fue significa-
tivaparalavariable peso fresco de raiz, como
consecuencia que no siempre el grupo donde
estuvieron inoculados los agentes
biocontroladores tuvo los valores mas altos.
En esta variable, el grupo donde hubo mayor
presion de R. bunodes, mostré los més altos
valores y el grupo donde esta presion de
R. bunodes fue menor, tuvo los valores més
bajos. En este resultado el sustrato empleado
paralainoculacion del patdgeno, pudo servir
de base alimenticia paralas plantasy paralos
biocontroladores, ya que el hongo patégeno
incrementado en sorgo, se colocd en este grupo
mas cerca de las raices y de los agentes
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Peso Fresco Raiz (g)

Figura 12. 1

-4

Andlisis comparativo del Ee
peso fresco de raiz de las
plantas de café, entre los
agentes biocontroladores
solos y en interaccion con
R. bunodes.

biocontroladores, aspectos que ya fueron
mencionados y discutidos anteriormente.

L as plantas inoculadas con E. colombiana
y B. cepacia mostraron los mas bajos niveles
en el peso fresco de raiz en los tres grupos
evaluados y contrario a esto, los tratamientos
inoculados con G. manihotis en combinacion
con los demas microorganismos presentaron
los més altos valores en los tres grupos de
tratamientos evaluados.

En la Tabla 9, se observan diferencias
estadisticas parala variable peso fresco aéreo
entre microorganismos. E. colombiana sola,
B. cepacia solay la mezcla de ambos micro-
organismos mostraron diferencias estadisticas
con respecto a G. manihotisy ala mezcla de
esta especie con los demas microorgani smos.
Estos resultados fueron persistentesalo largo
de todo el experimento.

El andlisis combinado para la variable

colonizacion, mostré diferencias estadisticas
entre grupos de tratamientos (Tabla 10).
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EcsBe

Ec+lGm Gm (L1
EcelmmeBe Garie B

OAgentes Biocontroladores
OA. Biocontrodadores + R. bunodes [51)
Bagentes Biocontroladores + R, bunodes [S2)

En estavariable; se observaron diferencias
estadisticas entre el Grupo 1 (inoculacion de
los agentes biocontroladores) y el Grupo 3
(inoculacion de los agentes biocontroladores
y R. bunodes alrededor de larizosfera). Sin
embargo, biol 6gicamente no hubo un impacto
notable en estas diferencias (31% y 40%,
respectivamente). Un aspecto para destacar es
el hecho que no se vieron afectados estos
niveles de colonizacion con la presencia del
hongo pat6geno; por el contrario, estos nive-
lestuvieron unligero aumento enlosdos grupos
inoculados con R. bunodes a compararlos
con el grupo donde estuvieron los agentes
biocontroladores sin el patégeno (Tabla 10).

Entre los Grupos 2 y 3 (donde se inocul6
R. bunodes) no se presentaron diferencias
estadisticas significativas en colonizacion.

En laevaluacion delaactividad metabolica
de las hifas de las MA, se observaron dife-
rencias estadisticas entre los Grupos 1y 3.
Sin embargo, con esta variable ocurrié ago
semejante a lo presentado con la variable




Tabla 9. Vaorespromedios paralavariable peso fresco aéreo, en cada uno de | os tratamientos evaluados

(Andlisiscombinado).

Microor ganismo

Peso fresco aéreo (G) **

Entrophospora colombiana + R. bunodes
E. colombiana + B. cepacia + R. bunodes

E. colombiana + G. manihotis + R. bunodes
E.c+ G.m+ B. ¢+ R bunodes

Glomus manihotis + R. bunodes

G. manihotis+ B. cepacia + R. bunodes
Burkholderia cepacia+ R. bunodes

1,8 c*
15c
14,3 a
7,6 ab
12,8ab
76b
20c

*  Promedios con letras iguales no presentan diferencia estadistica. Tukey a 5%

** Valores promedios transformados a Log 10.

Tabla 10. Valores promedios paralavariable colonizacion, en cadauno delos grupos evaluados (Andlisis

combinado).

Grupo

Colonizacion (%) **

Agentesbiocontroladores

Agentes biocontroladores + R. bunodes (sistema 1)
Agentes biocontroladores + R. bunodes (sistema 2)

31 b*
33ab
40 a

*  Promedios con letras iguales no presentan diferencia estadistica. Tukey a 5%

** Vaores promedios transformados a Log 10.

colonizacion, yaque biol 6gicamentelaactivi-
dad metabdlicadelahifafuesimilar enlostres
grupos, convaloresentre 60y 70% (Tabla11).
El aumento en la actividad de la hifa en los
grupos donde estuvo el patégeno, es factible
gue haya ocurrido por la presencia del sorgo
(sustrato de inoculacion del patégeno), el cual
pudo potencializar la actividad de estos hon-
gos. Estaalta actividad es de importancia en
trabajosde control biolégico, yaque unaplanta
gue esté asociada con MA con sus hifas
activas, consecuentemente produce plantas
grandes y vigorosas, mas tolerantes al ataque
de un patogeno.

En general, el alto contenido de fésforo,
hierro y sodio en el suelo de Naranjal pudo
influir negativamente en el comportamiento de
E. colombiana como organismo inductor de
crecimientoy desarrollo delas plantas de café.
En otros tipos de suelos esta especie ha sido
muy eficiente como promotoradel crecimiento
y nutricién de plantas de café. Igual conside-

racion se hace paralamezcladeE. colombiana
con B. cepacia.

G. manihotis solo 0 en mezcla con E.
colombiana produjo los mayores beneficios
en las plantas de café y mostré laimportancia
de esta asociacion para ser utilizados en un
programade manejo integrado delallaganegra
del cafeto.

Las MA nativas, mostraron los mas altos
niveles de colonizacion en comparacion con
|as especies inoculadas. Sin embargo, se pre-
sentd mayor efectividad en el crecimiento de
las plantas con las especies introducidas.

La actividad metabdlica de la hifa de las
dos especies de MA introducidas presentd
valores superiores a 60% en presencia o
ausencia del hongo pat6geno.

Lapersistenciade labacteriaBurkholderia

cepacia sola y en asociacion con E. colom-
bianay G. manihotis fue alta a los 8 meses
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Tabla 11.Valores promedios paralavariable actividad metabdlicade lahifa, en cadauno delos grupos

evaluados(Andlisiscombinado).

Grupo

Actividad Metabélica (%) **

Agentesbiocontroladores

Agentes biocontroladores + R. bunodes (sistema 1)
Agentes biocontroladores + R. bunodes (sistema 2)

61 b*
67a
69a

*  Promedios con letras iguales no presentan diferencia estadistica. Tukey a 5%

**  Valores promedios transformados a Log 10.

deinoculadaenlasplantasdecafé. Esto garantiza
SuU USO en un programa de manejo integrado
de R. bunodes.

Lainoculacionindividual y asociadadeE.
colombiana, G. manihotisy B. cepacia no
permitio que las raices de las plantas de café
fueran atacadas por R. bunodes.

En el control de R. bunodes algunos
mecanismos de defensa de las plantas pudie-
ron ser activados por las MA y la bacteria B.
cepacia, los cuales deberén ser valorados en
futuras investigaciones.
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