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Resumen. La fumagina (Capnodium spp.) afecta a las
plantulas de café durante la aclimatacion. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de un producto bioldgico
obtenido de Burkholderia cepacia en el control de esta
enfermedad. Se emplearon diferentes concentraciones del
producto (50-250 mg L") para evaluar su efecto en la inhibicion
del crecimiento micelial de Capnodium spp. Se estudio el
efecto del producto biologico sobre el indice de infeccion,
crecimiento (pares de hojas, altura y peso seco), contenido
de proteinas totales, fenoles y sobrevivencia de las plantulas.
Los resultados mostraron una inhibicion del crecimiento de
Capnodium spp. hasta enun 79.3% (200 mg mL™"). Se logro el
control total de la enfermedad (150 mg mL") en el clon M-28,
del 95y 90% en los clones M-229 y K-234 (150-200 mg mL™").
Ademas se observd un mejor comportamiento en los
indicadores del crecimiento, proteinas, fenoles y
sobrevivencia de las plantulas. Los resultados corroboraron
la factibilidad del uso de este producto bioldgico para el
control de la fumagina en plantulas de café durante la
aclimatacion.

Palabras clave adicionales: Rizobacterias, biocontrol,
pseudomonadales, fumagina.

Abstract. Sooty molds (Capnodium spp.) affect coffee
seedlings during acclimatization. The objective of this study
was to evaluate the effect of a biological product obtained
from Burkholderia cepacia for control of this disease.
Different concentrations of the product (50-250 mg L") were
used to evaluate its effect on mycelial growth inhibition of
Capnodium spp., as well as the effect of the biological product
on infection index, growth (pairs of leaves, height and dry
weight), total protein content, phenolics, and seedling
survival. The results showed growth inhibition of Capnodium
spp- up to 79.3% (200 mg mL"). Total control of the disease
was obtained (150 mg L) on clone M-28, and 95 and 90% on
clones M-229 and K-234 (150-200 mg mL"), respectively. In
addition, it was observed a better behavior of growth
indicators: proteins, phenolics, and seedling survival. The
results corroborated the feasibility of the use of this biological
product for control of sooty molds in coffee seedlings during
acclimatization.

Additional keywords: Rhizobacterias, biocontrol,
pseudomonads, sooty molds.

El género Coffea spp. es desde el punto de vista econdomico
el mas importante de la familia Rubiacea, dos de sus especies
Coffea arabica L. (variedad Arabica) y Coffea canephora P.
(variedad Robusta) se cultivan en diversos paises de América,
Africa y Asia. Para la mayoria de los paises productores de
café, este cultivo representa el principal producto agricola de
exportacion (Acufa et al., 2002). En Cuba, al igual que en
otros paises, C. canephora variedad Robusta constituye la
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segunda especie en importancia econémica, no sélo por el
volumen de produccion sino por el area cultivable (Arias et
al., 2002). Cabe mencionar, que esta variedad posee un alto
grado de resistencia al estrés hidrico y a las temperaturas
elevadas (Bertrand ez al., 2000); ademds tiene un gran
contenido de cafeina, siendo ampliamente utilizada para la
produccion de café soluble (Kilcher, 2002). Sin embargo, los
paises productores se han visto en la necesidad de
implementar nuevos métodos para la produccion intensiva
de café, siendo importante disponer de una gran cantidad de
posturas, ya sea por métodos tradicionales o con el empleo
de nuevas tecnologias. La aplicacion de métodos
biotecnologicos (embriogénesis somatica, microestaquillado,
cultivo en bioreactores, efc.) en este cultivo posibilitan la
multiplicacion a gran escala de genotipos seleccionados
(Montes et al., 1995; Nguyen et al., 2001). No obstante, a
veces se presentan pérdidas considerables en la etapa de
aclimatacion debido a las propias condiciones donde se
obtienen estas plantulas in vitro (Hernandez et al., 1999) que
las hacen mas susceptibles ante diferentes factores
ambientales, siendo las afectaciones por enfermedades
fungosas una de las causas principales (Acosta et al., 2002).
Para contrarrestar estos efectos algunos autores emplean
antagonistas bioldgicos en la inoculacion de plantulas
micropropagadas (Ramirez ez al., 1999), afin de obtener mejores
resultados en el establecimiento, sobrevivencia y crecimiento
de las mismas cuando son transferidas a condiciones
naturales. En el cultivo del café se han observado afectaciones
considerables por la presencia de fumagina (Capnodium spp.)
en plantulas aclimatadas. Esta enfermedad se manifiesta
formando una costra negra en las hojas que dificulta los
procesos de fotosintesis y transpiracion e interfiere en el
crecimiento y desarrollo de las plantas y en la expresion de su
potencial productivo. En Cuba se han logrado avances en la
aplicacion de microorganismos rizosféricos y/o sus derivados
(productos biologicos) en la proteccion vegetal,
fundamentandose debido a la presencia de sustancias
antifiingicas. Por ejemplo, cabe mencionar el efecto positivo
que ha tenido el uso de Burkholderia cepacia Palleroni y
Holmes en el control de Fusarium verticillioides (Sacc.)
Nirenberg y Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl. en el cultivo
de maiz (Zea mays L.) (Hernandez, 2002) y de Fusarium spp.
en gladiolo (Gladiolus spp.) (Toledo et al., 2002). Otros
estudios evidencian el control de afecciones provocadas por
el género Phytophthora spp. en la papa (Solanum tuberosum
L.), mediante el empleo de productos de origen bacteriano
(Miranda et al., 2000). El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de un producto bioldgico obtenido de Burkholderia
cepacia en el control de la fumagina en el café.

MATERIALESYMETODOS

Aislamiento del hongo fitopatégeno. La cepa del hongo
fitopatogeno Capnodium spp. se aislo a partir de plantas de
café establecidas en campo, se colectaron hojas que
presentaban los sintomas caracteristicos de fumagina y se

sembraron asépticamente fragmentos de las mismas en agar
agua a pH 5.5. Las cajas Petri se incubaron a 28°C en
condiciones de oscuridad durante siete dias. Posteriormente,
se realizaron observaciones al microscopio estereoscopico y
se aislaron estructuras de forma redondeada y color oscuro
(cleistotecios), asi como micelio, los que fueron transferidos
a medio papa-dextrosa-agar (PDA) a pH 5.5. Las cajas se
incubaron a 24°C durante ocho dias y oscuridad continua.
Posteriormente, se procedi6 al aislamiento e identificacion
del hongo (Barnett y Hunter, 1972). La cepa se registro con el
codigo LMO9.

Indculo fiingico. Se utilizaron cajas Petri con medio PDA que
contenian la cepa LMO9Y, se afiadieron 500 pL de agua
destilada estéril, se raspo el micelio y se obtuvo una
suspension que fue filtrada por manta de cielo de 40 um a
partir de la cual se realizo el conteo de esporas en camara de
Biirker (Bigiramana et al., 2000), ajustando la misma a una
concentracion de 10° esporas mL™'. Plantulas sanas se
inocularon con la suspension obtenida mediante pinceladas
y se observo la aparicion de los sintomas dando cumplimiento
a los postulados de Koch (Agrios, 2001). Esta suspension de
esporas se ocup6 como indculo fungico para realizar los
bioensayos que se describen a continuacion.

Antagonista bacteriano. Se emple6 una cepa nativa de B.
cepacia (MBpl), que forma parte de la coleccion de cultivos
del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas de La Habana,
Cuba.

Producto biologico. La cepa MBpl se cultivo en medio Sirope
Fructosa a 37°C durante 24 h, en agitadora orbital,
obteniéndose una concentracion de 10% ufc mL!.
Posteriormente, se realizo una centrifugacion a flujo continuo
para eliminar las células, se concentrd por el método de
evaporacion al vacio en rotoevaporador, obteniéndose
aproximadamente el 20% de s6lidos totales para realizar las
diluciones correspondientes (50, 100, 150 y 250 mg L),
Bioensayo in vitro. Se evalu¢ el efecto antagonico in vitro
del producto bioldgico de origen bacteriano sobre la cepa de
Capnodium spp. Se establecieron cuatro tratamientos que
consistieron en inocular 100 pL del producto a diferentes
concentraciones (50, 100, 150 y 250 mg L") en el centro de las
cajas que contenian medio PDA y se diseminaron con espatula
de Drigalski. En el tratamiento testigo se utilizo agua destilada
estéril. La suspension de esporas se inocul6 en cinco pocillos
de 8 mm de didametro ubicados alrededor del pocillo central en
las cajas Petri conteniendo PDA. Se incubaron a 28°C durante
siete dias en condiciones de oscuridad. El efecto antagonico
e inhibitorio se determind midiendo el didmetro de crecimiento
del hongo para calcular el porcentaje de inhibicion de
crecimiento (Bashan et al., 1996). Se establecio un tratamiento
control que consistio en utilizar agua destilada estéril.
Bioensayo in vivo. Se utilizaron plantulas desarrolladas in
vitro (clones M-229, K-234 y M-28) de la especie C.
canephora variedad Robusta, obtenidas via embriogénesis
somatica, procedentes del Banco de germoplasma de la
Estacion Central de Investigaciones de Café y Cacao
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(Santiago de Cuba, Cuba). Los experimentos se desarrollaron
en condiciones de invernadero (humedad relativa 88-90%,
temperatura 27 + 1°C e intensidad luminosa de 450 pmol/s
m?). Se seleccionaron plantulas que presentaban cuatro pares
de hojas y un adecuado desarrollo del sistema radical. Se
utilizo la tecnologia de siembra en bolsas de polietileno negro
(MINAGRI, 1987a). Se establecieron diferentes tratamientos
que consistieron en T1 = testigo sin inocular, T2 = plantulas
inoculadas con la suspension de esporas del indculo fingico,
T3 = plantulas inoculadas mas oxicloruro de cobre (fungicida)
al 50%, T4, T5, T6 y T7 correspondieron a plantulas
inoculadas mas la aplicacion del producto a 50, 100, 150 y 200
mgL!, respectivamente. En todos los casos el indculo fingico
fue de 15 mL y la inoculacion se realizd a través de pinceladas.
Las aplicaciones de fungicida, producto biologico y agua
estéril (testigo) se realizaron por aspersion foliar a los 30,45 y
60 dias de sembradas las plantulas. El indice de la infeccion
de Capnodium spp. se evaluo a los 90 dias posteriores a la
inoculacion, de acuerdo a la siguiente formula (MINAGRI,
1987b):

Indice de infeccion = 2 axb x100
nxk

donde: a= Grado de la escala referido a hojas con sintoma de
lesion (%): 0: 0, 1: 1-5,2: 6-10, 3: 11-25, 4: 26-50, 5: 50-75), b=
cantidad de hojas, n =ntimero total de hojas, k = grado mayor
de la escala. Se evaluaron ademads otras variables
dependientes: altura de las plantulas (cm), se midi6 desde la
base del tallo hasta la yema apical con una regla graduada en
cm; pares de hojas (nimero), se contaron de forma directa en
toda la planta; peso seco aéreo (g), se realizd con ayuda de
una balanza técnica hasta lograr un peso constante de las
muestras procesadas en la estufa; proteinas totales (mg g
de tejido) segtin Bradford (1976); contenido de fenoles libres
en hojas (mg g de tejido) segun Morales y Pozo (1985); y
sobrevivencia de las plantulas (%), conteo de las que lograron
sobrevivir.

Diseiio de experimentos y analisis estadisticos. En ambos
bioensayos se utilizo un disefio experimental completamente
aleatorizado en arreglo simple y fueron replicados tres veces
en el tiempo, empleandose cinco repeticiones en cada uno.
En el bioensayo 1 se emplearon 15 cajas Petri por tratamiento.
En el bioensayo 2 se utilizaron 50 plantulas por tratamiento. A
todas las variables se les comprobo su normalidad y los datos
fueron procesados mediante analisis de varianza de
clasificacion simple de una via utilizando un procesador
estadistico (START, 1998), en los casos en que se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos se utiliz6 la
prueba de rangos multiples de Duncan para la comparacion
de medias.

RESULTADOS Y DISCUSION
Biensayo in vitro. En este estudio se evidencio que el producto

biologico obtenido de B. cepacia, inhibe el crecimiento de la
cepa de Capnodium spp. (Cuadro 1), efecto que pudiera
deberse fundamentalmente a la existencia de sideroforos y
sustancias antifiingicas en el mismo. Al respecto Velazquez
etal.(1999)y Pérez et al. (2006), han reportado la produccion
de sideroforos por cepas de B. cepacia. Asimismo, Hernandez
(2002) al realizar la caracterizacion fisiologica de cepas de B.
cepacia asociadas al cultivo del maiz obtuvo una
concentracion de sideroforos de 20 uM, demostrando ademas,
el potencial antifiingico de los mismos. Por otra parte, algunos
autores han manifestado la presencia de alcaloides del grupo
de las quinolinonas, que exhiben actividad antibidtica con
efecto antifiingico en cepas de este mismo género bacteriano
(Surk-Sik et al., 1995). De forma general, se obtuvo un 79.3%
de inhibicion del crecimiento para la cepa de Capnodium
spp., al emplear 200 mg L' del producto, resultados que
demuestran que para la especie B. cepacia los metabolitos
desempefian un papel rector en el control de este
fitopatdgeno, aspecto que le confiere ventajas desde el punto
de vista ecoldgico, permitiendo el empleo de productos con
actividad biologica y libres de células bacterianas.

Bioensayo in vivo. Se evidencio el efecto de la inoculacién
de Capnodium spp. sobre las plantulas de los tres clones
evaluados; se observaron manchas que afectaron el sistema
foliar de las mismas e incidieron en su desarrollo, lograndose
reproducir el comportamiento de los genotipos frente a la
enfermedad en condiciones naturales; se evidenciaron
cambios significativos en la apariencia de las plantulas
inoculadas con respecto al vigor y coloracion. Las plantulas
inoculadas con el fitopatogeno y tratadas con el producto
resultaron mas vigorosas y presentaron en su follaje un color
verde intenso, al parecer por el efecto de proteccion del
producto aplicado que logré reducir los sintomas causados
por la fumagina en el cultivo del café. En cuanto al indice de
infeccion de la enfermedad se aprecid claramente una mayor
resistencia en el clon M-28 (Cuadro 2), lograndose el control
total de la enfermedad. El empleo del producto biologico (150
y 200 mg L') permiti6 disminuir las afectaciones causadas
por Capnodium spp., obteniéndose que en las plantulas
inoculadas y tratadas con las distintas dosis del producto, se

Cuadro 1. Efecto del producto de Burholderia cepacia en el
crecimiento micelial de Capnodium spp. después de siete
dias de incubacidn a 28°C en la oscuridad.

Tratamientos (dosis de Inhibicion del crecimiento

biopreparado en mgL™") micelial (%)

Testigo 00.0e
50 10.2d
100 34.8¢
150 66.7b
200 793a

Medias con letras iguales no presentan diferencias
estadisticas significativas (prueba de rangos multiples de
Duncan, p <0.05).
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Cuadro 2. Influencia de los tratamientos en el indice de
infeccion de Capnodium spp., 90 dias posteriores a la
inoculacion.

Tratamientos Indice de infeccion (%)
M-229 K-234 M-28
Testigo sin inocular Oh Oh Oh
Testigo inoculado 90a 90a 20¢
Oxicloruro de cobre
(50%) 10f 15f 10f
Biopreparado (mg L)
50 60c 70b 10f
100 20e 30d 10f
150 5g 10f Oh
200 5g 10f Oh

Medias con letras iguales no presentan diferencias
estadisticas significativas (prueba de rangos multiples de
Duncan, p<0.5).

observo menor afectacion con respecto a los testigos
inoculados, los que disminuyeron en una proporcion del 5y
10% para M-229 y K-234, respectivamente. Estos resultados
demuestran que el producto aplicado redujo el nivel de
fumagina en las hojas de las plantulas afectadas y con ello la
aparicion de los sintomas provocados en el cultivo del café
durante las primeras etapas de desarrollo, demostrandose el
efecto antifungico del producto biologico en estudio. Resultd
evidente la respuesta diferenciada de los genotipos ante los
tratamientos y variables evaluadas. Se demostré ademas, el
efecto de control del producto contra la cepa de Caprodium
spp. En el tratamiento donde las plantulas fueron inoculadas
y no se aplico el fungicida o el producto bioldgico, hubo una
disminucion considerable para las variables pares de hojas
(Fig. 1) y altura de las plantulas (Fig. 2). Es de destacar que la
altura de las plantulas en el genotipo M-28, en el testigo sin
inocular, testigo inoculado y en el tratamiento con 100 mg L
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Fig. 1. Formacion de pares de hojas (90 dias). Plantas

inoculadas con Capnodium spp. y tratadas con diferentes
concentraciones del producto de Burkholderia cepacia.
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Fig. 2. Altura de las plantas (90 dias) inoculadas con
Capnodium spp. y tratadas con diferentes concentraciones
del producto de Burkholderia cepacia.

! resultd inferior al resto de los genotipos, lo que pudiera
atribuirse al comportamiento diferencial de este material en
relacion con los otros genotipos evaluados, evidenciandose
variaciones en su capacidad de respuesta, aspectos sefialados
en estudios precedentes (Gonzalez, 2004). Investigaciones
relacionadas con el empleo de este producto bioldgico en el
control de otras afecciones fungosas han sido desarrollados
en el cultivo del maiz para el control de Fusarium
verticillioides (Hernandez, 2002) donde se logrd reducir la
colonizacion de la raiz por el patégeno. En las plantulas
afectadas y tratadas con el producto, se observaron sintomas
de recuperacion dados por incrementos en la altura de las
mismas con relacion al tratamiento control. Con respecto al
peso seco, importante indicador del rendimiento vegetal, se
observd que en el clon M-28 todos los tratamientos
presentaron valores que no se diferenciaron del testigo sin
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Fig. 3. Peso seco vegetal (90 dias). Plantas inoculadas con
Capnodium spp. y tratadas con diferentes concentraciones
del producto de Burkholderia cepacia.
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inocular (Fig. 3), comportamiento que pudiera atribuirse a las
caracteristicas de tolerancia del genotipo en particular. Sin
embargo, en los clones M-229 y K-234 se obtuvo una
disminucién en las plantulas inoculadas, valores que se
incrementaron después del tratamiento con la dosis de 100
mg L', lo que pudiera estar dado por el grado de
susceptibilidad de estos genotipos y a su vez al efecto
beneficioso que indujo la aplicacion de esta dosis del
producto. En el caso de las proteinas totales, se observo que
en el testigo inoculado los niveles resultaron inferiores al
resto de los tratamientos (Fig. 4), comportamiento observado
en los tres clones evaluados. Sin embargo, al emplear el
producto bioldgico para el control de la enfermedad se obtuvo
un incremento en los niveles de esta variable, siendo mas
marcado el efecto en los tratamientos con dosis superiores a
100 mg L' del producto. Este comportamiento en el testigo
inoculado puede deberse a los dafios metabdlicos causados
por la enfermedad en las plantulas afectadas, debido a los
desérdenes metabdlicos que tienen lugar durante la
biosintesis de moléculas importantes para el desarrollo y
mantenimiento de la planta como un todo, trastornos que al
parecer resultaron atenuados o eliminados al realizar el
tratamiento con el producto bioldgico, dada su posible
influencia directa sobre el patdogeno o en el control de la
enfermedad, lo que a su vez favorecio la sintesis de proteinas.
Al analizar la presencia de fenoles en los tratamientos (Fig.
5), se obtuvo un incremento significativo en el testigo
inoculado, valores que oscilaron entre 17.3 y 21.4 mg g de
tejido, diferenciandose el genotipo M-28 de los restantes
clones por presentar el valor mas elevado. Estos resultados
pudieran estar relacionados con la actividad antifiingica que
se le atribuye a los compuestos fendlicos, que puede conllevar
a la proteccion contra el ataque fungoso en algunas especies
de plantas debido a su papel en la activacion de los
mecanismos de defensa contra patdogenos (Quiroga et al.,
2000). En otras investigaciones, al realizar la caracterizacion
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Fig. 4. Contenido de proteinas totales (90 dias). Plantas

inoculadas con Capnodium spp. y tratadas con diferentes
concentraciones del producto de Burkholderia cepacia.
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Fig. 5. Concentracion de fenoles totales (90 dias). Plantas
inoculadas con Capnodium spp. y tratadas con diferentes
concentraciones del producto de Burkholderia cepacia.

bioquimica de la interaccion pifia (Ananas comosus L.)-
Phytophthora spp. en plantulas in vitro de la variedad
Cayena lisa y el genotipo silvestre de pifia de raton (Bromelia
pinguin L.) se obtuvo gran variabilidad en la sintesis y
acumulacion de fenoles en hojas con relacion a la respuesta
al ataque del patdgeno, obteniéndose los mayores niveles en
el cultivar resistente (Santos et al., 1999). En este estudio, en
la medida en que se incrementaron las dosis del producto
aplicadas en las plantulas inoculadas, disminuyeron los
sintomas de la enfermedad y los niveles de fenoles en las
mismas. Algunos autores destacan que estos compuestos
son el esqueleto carbonado basico para la sintesis de
flavonoides, entre los que se encuentran las fitoalexinas
(Hutcheson, 1998). El efecto de este producto con relacion a
la resistencia o tolerancia ante el ataque de fitopatdgenos
que afectan a diferentes cultivos, ha sido evaluado en otras
especies vegetales; asi pudiéramos citar la fusariosis en el
gladiolo, donde se logr6 la obtencion de plantulas que se
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Fig. 6. Porcentaje de sobrevivencia (90 dias) de las plantas
inoculadas con Capnodium spp. y tratadas con diferentes
concentraciones del producto de Burkholderia cepacia.
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desarrollaron normalmente a partir de cormos infestados
posterior al tratamiento (Toledo et al., 2002). También se puede
relacionar con el éxito evidenciado en el tratamiento de
afecciones provocadas por el género Phytophthora en la
papa, disminuyendo considerablemente los sintomas en
plantas dafiadas y tratadas con el producto (Miranda et al.,
2000). En la Fig. 6, se muestran los porcentajes de
sobrevivencia, los que se vieron afectados en las plantulas
inoculadas, lograndose una recuperacion en los clones M-28
y M-229 con la aplicacion de las dosis de 150 y 200 mg L. Sin
embargo, para el clon K-234 tratado con 150 mg L' del
producto, estos porcentajes resultaron inferiores a los del
testigo sin inocular, aunque se encuentran dentro del rango
aceptable para plantulas de café obtenidas in vitro en la fase
de aclimatacion (Santana et al., 1996), aspecto relacionado
con la mayor susceptibilidad del genotipo analizado. Nuestros
resultados demuestran que el producto utilizado para el control
de la fumagina permiti6 la reduccion y/o eliminacion de la
afectacion en las plantulas inoculadas, asi como de los
sintomas que ésta provoca en el cultivo del café, los que se
caracterizan por la formacion de una costra que puede cubrir
parcial o totalmente las hojas provocando dafios fisiologicos.
Es de destacar, que en el bioensayo in vivo se logrd controlar
el 100% de la afectacion causada por el hongo en el clon M-
28 y en un 95y 90% en los clones M-229 y K-234,
respectivamente. Este producto biologico podria estar
favoreciendo la induccion de resistencia en las plantulas,
preparandolas a su vez para el ataque de patogenos. De forma
general, el efecto del producto aplicado podria atribuirse a su
composicion quimica, caracterizada por la presencia de un
amplio nimero de metabolitos activos (Hernandez et al.,
2004), aspectos similares han sido investigados en diferentes
cultivos por diversos autores (Bevivino et al., 2000; Meyer
et al., 1995; Zaki et al., 1997). Estos resultados son de
importancia y aplicacion practica para el tratamiento de
plantulas crecidas in vitro y que posteriormente se adaptan a
condiciones ex vitro, asi como para los programas de manejo
integrado de plagas y enfermedades. Hasta donde tenemos
conocimiento, no existen reportes previos del tratamiento de
la fumagina con productos biologicos elaborados a base de
rizobacterias en la variedad Robusta durante etapas
tempranas de desarrollo de las plantulas, donde generalmente
se manifiesta la afeccion fungosa para en este cultivo.
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