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COMPENDIO

Cepds seleccionadas de Pseudomonas
spp. fluorescentes, aisladas de la rizos-
fera de la yuca cultivada en diferentes
regiones de Colombia, causaron incre-
mentos estadfisticamente significativos
en peso fresco y sanidad de las raices
cuando las plantulas o estacas se inocu-
laron antes de la siembra, a diferentes
concentraciones e intervalos de aplica-
cion. La inmersion de raices de clones
susceptibles en suspensiones bacteriales
antes del almacenamiento, redujo con-
siderablemente el deterioro microbial
y el crecimiento superficial de hongos
que normalmente ocurren al almacenar
las raices de yuca. Cepas seleccionadas
de las rizobacterias fluorescentes, cau -
saron antibiosis in vitro en forma signi-
ficativa contra bacterias causantes de
pudriciones radicales, como Erwinia ca-
rotovora pv. carotovora. Con base en
las pruebas de caracterizacion, los aisla-
mientos fluorescentes seleccionados se
situaron taxonoémicamente en P, putida
(aislamientos F-44; F-64; F-61; F-71;

. F-56) y P. fluorescens (aislamiento F-
87).

ABSTRACT

Selected strains of Pseudomonas spp.
fluorescentes, isolated from the rhyzos-
phere of cassava plants growing in diffe-
rent regions of Colombia, produced sta-
tistically significant increases in root
fresh weight and health (decreases in
the incidence of root rots) when seed-
lings or hardwood cuttings (stakes) we-
re inoculated before planting, at diffe-
rent concentrations and intervals of ap-
plication. Inoculation of roots of sus-
ceptible clones of cassava by immersion
in bacterial suspensions before storage,
considerably reduced the microbial de-
terioration and external growth of fun-
gi which normally occur on storing ca-
ssava roots. In vitro antibiosis, caused
by selected strains of the fluorescent
rhyzobacteria, was observed against va-
rious bacterial pathogens which cause
rots, for example Erwinia carotovora
pv. carotovora. The selected fluorescent
isolates were characterized taxonomi-
cally as P. putida (isolates F-44; F-64;
F-61; F-71; F-66) and P. fluorescens
{isolate F-87).
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1. INTRODUCCION

La yuca, Manihot esculenta Crantz, se usa ampliamente en la alimenta-
cion humana del troépico (Kay, 17) y en la alimentacion animal se emplea
como sustituto de los cereales en las raciones compuestas (CIAT, 9).

El aumento de la poblacion en el mundo y la escasez de otras fuentes e-
nergéticas nutricionales, ha hecho que el cultivo de la yuca aumente en for-
ma considerable (CIAT, 9); sin embargo, los precios en el mercado son al-
tos posiblemente por los bajos rendimientos como consecuencia, entre o-
tros, del ataque de patogenos y de plagas.

Entre los problemas patolégicos més comunes e importantes del cultivo
se encuentran las pudriciones radicales de precosecha, ocasionados por di-
ferentes agentes fungosos y bacteriales (Booth, 4). A veces, las pudricio-
nes radicales estdn asociadas a suelos mal drenados, excesiva precipitacion
pluvial, clones susceptibles, alto contenido de materia orgdnica en el suelo,
cultivo de especies susceptibles o tolerantes a ciertos patdgenos antes de la
yuca (Booth, 4; Lozano y Booth, 24; Lozano et al, 25).

Hongos o bacterias pueden causar deterioro radical durante el cultivo o
durante el almacenamiento (Lozano y Booth, 24). Entre los patogenos cau-
santes de pudriciones radicales de precosecha se encuentran especies de
Phytophthora,Fomes, Rosellinia, Sclerotium y Erwinia (Booth, 4; Lozano y
Booth, 24). El deterioro durante el almacenamiento lo pueden causar infi-
nidad de microorganismos y parece estar relacionado con la susceptibilidad
del cultivar y con los daiios que sufren las raices durante la cosecha ( Toro
y Atlee, 35; Wheatley, 41). Te6ricamente se podria controlar la poblacion
microbial de la rizosfera favoreciendo poblaciones de microorganismos be-
néficos, la cual disminuirfa los problemas patologicos y favoreceria el cre-
cimiento del sistema radical y por ende los rendimientos de las especies
cultivadas (Schroth y Hancock, 30).

Aunque muchos grupos de microorganismos se han registrado como a-
gentes bioticos en el control de enfermedades en plantas (Baker y Cook, |;
Broadbent y Baker, 5; Hubbard, Horman y Hadon, 16; Liu y Baker, 22; Ru-
ssell y Russell, 29; Toussoun, 36; Uekhede y Rahe, 39), el de las pseudomo-
nas fluorescentes parece ser el mds promisorio por su versatilidad nutricio-
nal, habilidad para crecer bajo gran cantidad de condiciones ambientales y
agresividad en la colonizacibdn del sistema radical de muchas especies de
plantas (Booth, Schroth y Suslow, 8; Hubbard, Horman y Hadon, 16; Kloe-
pper, Schroth y Miller, 20). El grupo de los pseudomonas fluorescentes est &
formado por P. fluorescens, P. putida, P. syringae y P. aeuroginosa, siendo

62



las dos primeras las mds estudiadas (Schroth y Hancock, 30).

El uso de pseudomonas fluorescentes ha aumentado el rendimiento de
algunos cultivos, promovido el crecimiento y reducido ciertas enfermeda-
des radicales (Hubbard, Horman v Hadon, 16; Suslow y Schroth, 33; Tou-
ssoun, 36). En ensayos de campo, al inocular semillas con aislamientos se -
leccionados de P. fluorescens de la rizosfera de cultivos de remolacha, se lo-
graron incrementos significativos en la produccién de sacarosa; en el inver-
nadero se alcanzaron incrementos del 20 al 85 o/o de peso secoy fresco
de rafces y de retofios de las plantulas inoculadas (Suslow y Schroth, 33 ).
La inoculacién de una cepa de P. fluorescens a semillas de trigo,reduce el “ta-
ke-all” de la raiz causado por Gaeumannomyces graminis var. tritici Weller,
40). Otras enfermedades radicales causadas por especies de Rhizoctonia, Fu-
sarium y Phytophthora se han controlado con la aplicacién de Pseudomo -
nas spp (Howell y Stipanovic, 15; Liu y Baker, 22; Toussoun, 36; Tronsmo
e Ystaas, 37). Dos cepas de P. fluorescens, aisladas de la peridermis de tubér-
culos de papa y de raices de apio, incrementaron significativamente el cre-
cimiento de la papa, llegando hasta un incremento del 86 o/o en pruebas de
invernadero (Kloepper, Schroth y Miller, 20). Al inocular dos cepas de P.
fluorescens v P. putida. que exhibieron antibiosis in vitro contra E. caroto -
vora pv. carotovora, se obtuvieron incrementos hasta el 100 ofo en peso fres-
co del sistema radicular de plantas de papa (Booth, Schroth y Suslow, 8).

La hipotesis més aceptada para explicar la promocion del crecimiento de
las plantas por las rizobacterias, lo atribuye a un desplazamiento 0 exclu-
sion de los componentes deteriorantes de la microflora alrededor de la raiz,
como consecuencia de la agresiva colonizacion de los microorganismos be-
néficos. Otras hipotesis lo atribuyen a la produccion de sustancias promoto-
ras de crecimiento, tales como auxinas o quininas (Brown, 6; Merrimon et al,
27), a la capacidad de algunas de estas rizobacterias para atrapar el hierro,
(Schroth y Hancock, 30), privando de este elemento a hongosy bacterias
patogenos que lo necesitan (Brown y Beringer, 7; Geels y Schippers, 13; 34).

De todas maneras, existe gran esperanza sobre la actividad de estos micro-
organismos en el control biolégico de agentes patogenos de las plantas. Co-
mo en yuca no existe investigacion al respecto,él presente ensayo se
dirigi6 al control de las pudriciones radicales de precosecha y de post-cose-
cha por el uso de rizobacterias fluorescentes.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL -

2.1. Aislamientos de rizobacterias fluorescentes.
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En cultivos de yuca, de diferentes estados de crecimiento, localizados en
Caicedonia, Carimagua, Mondomo, Palmira y Popayan se tomaron mues-
tras de raices recién cosechadas.

Segmentos de raicillas, de aproximadamente 5 g de peso, lavadas en agua
corriente y agitadas durante 15 minutos en 100 ml de agua destilada, se sem-
braron en el medio King B KB (peptona 2 o/o; glicerol 1 o/o; agar 1.5 o/o;
di-potasio hidrogeno-fosfato anhidro puro 0.15 o/o; sulfato de magnesio 0.15
of/o; pH 7.2 ofo; esterilizacion en autoclave durante 15 minutosa 15 1b de
presion y 121°), especifico para la produccion de pigmento fluorescente ba-
jo luz ultravioleta por las especies de pseudomonas fluorescentes (King, Word
y Roney, 18).

Las cajas de Petri sembradas se colocaron en cdmaras de crecimiento por
24 horas a 27°C y se purificaron los crecimientos bacteriales fluorescentes.

2.2. Efectos de la inoculacion con pseudomonas fluorescentes en Manihot
esculenta.

Es un experimento diseflado completamente al azar, se inocularon con ca-
da cepa pura grupos de 10 pldntulas de M. esculenta CM 523, enraizadas en
agua estéril segn el método de propagacion ripida de yuca (Cock et al, 10).
A suspensiones acuosas de la bacteria, cultivada sobre KB durante 24 horas
a 28°C, se les ajusto su densidad optica a 0.5 (espectrofotometro Baush &
Lomb 20 a 600 nm de longitud de onda), con el fin de obtener una con-
centracién aproximada de 1.1 x 10° células por mililitro para cada in6-
culo.

Plintulas enraizadas de igual tamafio y edad se sumergieron en el inocuio
durante 15 minutos y se sembraron en potes de icopor (7.5 cm de didmetro
x 9 cm de altura) con suelo esterilizado en autoclave (120°Cy a 15 libras
de presion por 30 minutos). Las plantulas inoculadas se mantuvieron en in-
vernadero a 24°C (9°C), 70 ofo humedad relativa y 15 000 Lux por 12 ho-
ras de fotoperiodo promedio diario; se regaron diariamente con agua desti-
lada estéril hasta la cosecha (dos meses después de la siembra). Los testigos
se sumergieron durante 15 minutos en agua destilada estéril.

2.3. Inhibicion in vitro.
Inicialmente, el efecto inhibidor de los aislamientos de pseudomonas fluo-
rescentes solo se probé  en la especie patogena a yuca E. carotovora pv.

carotovora (Ecc). Una suspension de aproximadamente 9 x 10° células de
Ecc. por mililitro se sembrod sobre KB y se incubd por 6 horas a 28°C, an-
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tes de sembrar los diferentes aislamientos de pseudomonas fluorescentes que
infestaban a trozos circulares de papel filtro (5 mm de didmetro por I mmde
grosor). Se usaron aproximadamente 6 trozos por cada caja de Petri, repli-
cindose dos veces la siembra por aislamiento probado. Se midi6 el halo de
inhibicién (mm) formado por el efecto de la cepa de las pseudomonas fluo-
rescentes sobre Ecc después de 24 horas de incubacion a 28°C. Posterior-
mente, se probo el efecto inhibitorio de las cepas de pseudomonas fluores-
centes sobre las siguientes bacterias patogenas: Xanthomas campestris pv.
cassavae; P. so lanacearum; X. campestris pv.0ryzae; X. campestris pv. mani-
hotis y Pseudomonas sp., agente causal de la mancha parda bacterial en a-
rroz (Booth, Schroth y Suslow, 8; Geels y Schippers, 13; Suslow y Schroth,
33).

2.4. Métodos de inoculacion.

La cepa F44, seleccionada por haber inducido un aumento significativo
en el desarrollo del sistema radical del clon CM 523-7, se uso para determi-
nar el método de inoculacién més adecuado para promover el desarrollo ra-
dical de pldntulas y estacas de yuca. Los métodos usados se refieren a ino-
culaciones: a) Las estacas; b) el suelo y c) plantulas. Las estacas se sumer -
gieron en el inoculo (1.1 x 10° células/ml) durante 15 minutos y al suelo se
virtieron 20 ml de inéculo por planta. Las estacas y las plantas se sembra-
ron en suelo estéril y se mantuvieron en las condiciones de invernadero an-
tes descritas. Los testigos se trataron con agua destilada estéril y las evalua-
ciones se realizaron a los dos y tres meses después de la siembra.

2.5. Concentracion del inoculo.

Con suspensiones bacteriales correspondientesa 0.1,0.2, 0.4, 0.5y 0.7
de densidad oOptica se inocularon estacas del clon CM 523-7. Las plantas se
mantuvieron en invernadero y dos meses después se determind el peso de la
parte aérea y de las raices.

2.6. Efecto de la frecuencia de la inoculacion.

Se inocularon diez estacas por tratamiento del clon CM 523-7, con una
concentracion de 1.1 x 10® células/ml en las siguientes épocas: al momento
de la siembra; al momento de la siembra y a los 15 dias después; al momen-
to de la siembra y a los 15 y 30 dias después; al suelo al momento de la
siembra; al suelo y a los 15 dias después;alsueloalos 1S yvalos30 dias
después; al suelo y a los 30 dias después de la siembra. La evaluacion se rea-
liz6 a los dos meses de la siembra.
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2.7. Prevencion del deterioro microbial de raices de yuca.

Las raices de yuca se deterioran al cabo de 72 horas de almacenamiento
después de la cosecha, volviéndose inaceptables para el consumo humano y
animal, al igual que para uso industrial (Wheatley, 41). Con el fin de evitar
el deterioro, se sumergieron durante 15 minutos raices del clon susceptible
CMC 40 de 14 meses en suspensiones (1.1 x 10? células/ml) de los aisla-
mientos F-61 y F-64. Las raices inoculadas se empacaron en bolsas plés-
ticas selladas; se inocularon 5 kilogramos de raices por aislamiento y tiem-
pos de almacenamiento (8 y 15 dias a 28°C). Las evaluaciones del deterio-
ro microbial y fisiolOgico se hicieron segiin el método de Wheatley (41).

2.8. Caracterizacion de las especies bacteriales fluorescentes.
2.8.1. Caracteres morfologicos.

Con un microscopio de diseccidén con luz difusa se describieron las carac-
teristicas de las colonias (tamafio, forma, elevacion y pigmentacién) en los
medios KB, PDA y AN después de 24 horas de incubacién a 28°C (Blair,
Lennette vy Truant, 3; King, Word y Roney, 18; SAB, 31). La forma celular
y la flagelacidén se observaron bajo el microscopio de luz (Zeiss) y electrdni-
co (Jeol 100 8X) a diferentes magnificaciones. Para las observaciones baj o
el microscopio de luz se utilizaron placas tefiidas segiin el método de Leifson
(32). Para el microscopio electrénico se usaron células de 24 horas de edad
suspendidas por 6 horas en agua destilada estéril; las células que flotaban so-
bre los primeros 5 ¢cm de la superficie de la suspension, se colocaron sobre
rejillas de 300 orificios/pulgada cuadrada, reforzadas con carbon. Estas se
tifieron con 4cido fosfotungstico (PTA) al 2 ofo, pH 7.0, como medio de
contraste, antes de ser observadas.

2.8.2. Pruebas fisiologicas y bioquimicas.

En cultivos frescos (18 a 30 horas), crecidos sobre agar nutriente (AN) y
King B, de las cepas F-44, F- 56, F-61, F-64, F-71 y F-86 se realizaron 1 as
siguientes pruebas fisiologicas y bioquimicas: tincién de Gram
(Gonzélez, 14; Llanos y Sinchez, 26; Twite, 38), prueba de oxidasa (Blair,
Lennette y Truant, 3; Kiraly et al, 19; SAB, 31), prueba de catalasa, hidré-
lisis de gelatina (Blair, Lennette y Truant, 3; SAB, 31), reducci6tn de nitra-
tos (Blair, Lennette y Truant, 3; Kiraly et al, 19; Lelliot, Billing, Hayward,
21), pudricion blanda de la papa (SAB, 31), hidrolisis de arginina (SAB, 31;
Twite, 38), produccién de indol (Blair, Lennette y Truant, 3; Kiraly etal19;
SAB, 31), litmus de leche (Blair, Lennette ¥ Truant, 3; Kiraly et al, 19),aci-
dificacion de glucosa (SAB, 31; SAB, 32), prueba de coagulasa (SAB,31) ,
crecimiento a 41°C (SAB, 31) y prueba de movilidad (Blair, Lennette y
Truant, 3; SAB, 31; Twite, 38).
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3. RESULTADQS Y DISCUSION
3.1. Aislamientos.

De 136 aislamientos del grupo pseudomonas fluorescentes de raices de
yuca, 46 (34 o/o) inhibieron in vitro a Ecc 24 horas después de la inocula
¢idén, De las seis regiones muestreadas, en Caicedonia se encontré mayor
niimero de cepas inhibidoras de Ecc; favorecidas posiblemente por las con-
diciones edaficas. Ademds, como Ecc causa serias epifitias al cultivo en la
region (Lozano y Bellotti, 23), la evolucion de estos dos organismos pudo
haber ocurrido simultdneamente.

El efecto inhibidor también se ejercié en forma significativa contra varios
patogenos bacteriales de plantas; sin embargo, este efecto fue variable (Cua-
dro 1). Los aislamientos F<44 y F-64 mostraron mayor inhibicién a las es-
pecies patogenas usadas; lo que podria indicar cierta especificidad en la in-
hibicién a los patdgenos presentes en la rizosfera. Seria l6gico suponer, en-
tonces, que las cepas con mas amplio rango de inhibiciéon, més eficientemen-
te podrian evitar las pudriciones radicales: Los resultados estarian de acuer-
do con los estudios realizados por Weller (40) en trigo y con los de Howell
y Stipanovic (15), quienes redujeron la muerte de pldntulas en los semille -
ros de algod6n (causada por Rhizoctonia solani) con la aplicacién de su s-
pensiones de pseudomonas fluorescentes.

3.2. Efecto sobre Manihot esculenta.

De acuerdo al efecto causado a M. esculenta, clon 523-7, se establecieron
cuatro grupos de cepas de pseudomonas fluorescentes: 1) cepas cuya reac-
cion fue significativamente negativa con respecto a los controles y con rela-
cion al peso total de las plantas, peso de la parte aérea y peso radical; 2)ce-
pas cuya reaccion fue significativamente positiva con respecto al peso de la
parte aérea : este grupo indujo mejor desarrollo de las plantas inoculadas
mostrando un vigor mayor que el de los controles; 3) cepas cuya reaccién
fue significativamente positiva respecto al peso radical y 4) cepas cuyo pe-
so aéreo y radical fue significativamente superior a los controles (Fig. 1).
Esto indica que cepas del grupo bacterial fluorescente pueden ejercer un sig-
nificativo incremento en la produccion de follaje y de raices de lasplantas
de yuca inoculada. Los resultados concuerdan con los de Suslow y Schroth
(33), quienes en condiciones de invernadero inocularon la remolacha (Beta
vulgaris) v lograron incrementos del peso fresco de raices entre el 20 y el
85 o/o. Incrementos similares en crecimiento y rendimiento se registraron
al inocular los tubérculos de papa (Solanum tuberosum) con suspensiones
bacteriales de pseudomonas fluorescentes (Booth, Scroth v Suslow,8; Kloe-

67



89

Cuadro 1

Antibiosis in vitro entre seis aislamientos de pseudomonas fluorescentes y seis patégenos bacteriales de diferentes

cultivos

Aislamientos de pseudomonas fluorescentes

Patogenos bacteriales F -44 F-64 F61 £.71 F.56 E.87

Xanthomonas campestris pv. manihotis

(cepa CIAT-111) ++4+* ++ R o+ ++ i
Xanthomonas campestris pv. cassavae
(cepa CIAT-1148) et +++ - ++ S -
ﬁ:?m?-?g:pmm W Sy o 344 o i ++ ++
Pseudomonas solanacearum
Erwinia carotovora pv. carotovora
Pseudomonas sp., agente causal de |

P ik ++ +++ +++ + 4 + ok ok

mancha parda bacterial en arroz
(cepa CIAT - 1187)

* Promedio de cinco repeticiones por aislamientos de pseudomonas fluorescentes contra la respectiva especie patogena bacterial :
+ = halo inhibitorio inferior a 5 mm; ++ = halo inhibitorio entre 5 y 10 mm; +++ = halo inhibitorio mayor de 10 mm.
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pper, Schroth y Miller, 20).
3.3. Métodos de inoculacion.

Atn cuando la inoculacion del material de siembra (estacas y plantulas )
aumento la produccion de raices, solo la aplicacion al suelo incremento sig-
nificativamente los rendimientos radicales a los dos meses de la inoculacion;
sin embargo, a los tres meses el promedio fue mayor, aunque no significati-
vo,para el peso de las raices y significativo para el peso de la parte aérea
(Cuadro 2).

3.4. Concentracion del inoculo.

Aunque todas las concentraciones del inéculo mostraron diferencias sig-
nificativas con relacion al testigo, las concentraciones comprendidas entre
8.2 x 10® y 1.3 x 10° eélulas por mililitro fueron las mejores para promo -
ver la sanidad y el crecimiento del sistema radical, induciendo incrementos
de aproximadamente 50 o/o en peso fresco de raices, con relacion a las es-
tacas no inoculadas (Cuadro 3).

Los resultados concuerdan con otras investigaciones, en las que al inocu-
lar altas concentraciones de pseudomonas fluorescentes, aumentd el peso
de las raices y disminuyeron las pudriciones radicales causadas por diver-
$0s microorganismos patogenos en varios cultivos (Beresova y Naumova, 2;
Broadbent y Baker, 5; Chang y Kommedahl, 11; Howell y Stipanovic, 15).
Igualmente, concuerdan con los de Geels y Schrippers (13), quienes logra-
ron prevenir la infeccién de Rhizoctonia solani en semilleros de papa, ino-
culando pseudomonas fluorescentes en concentraciones de 107 y 10° célu-
las por mililitro.

3.5. Efecto de la frecuencia de inoculacién.

Aplicando la bacteria a la estaca al momento de la siembrayalos 15 y
los 30 dias después de la misma, se obtuvieron diferencias significativas en
peso fresco de raiz en relacién con los demas tratamientos, con un in cre-
mento del 94.7 ofo respecto a la produccion de las estacas no inoculadas
(Cuadro 4).

3.6. Prevencidn de la deterioracion microbial de raices de yuca.
Al inocular la cepa F-64 de P. putida se redujo considerablemente el de-

terioro microbial y el crecimiento superficial de micelios de hongos, d e s-
pués de 15 dias de almacenamiento de raices de yuca en bolsas plasticas
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Cuadro 2

Peso de Ia raiz y de la parte aérea de plantas de yuca, clon CM 523-7, después de dos y tres meses de inoculadas con una sus-
pension bacterial de 1.1 x 10° células por mililitro del aislamiento F-44 de Pseudomonas putida

Peso de raices (g)* Peso de la parte aérea *
Inoculaciones** a los dos meses a los tres meses a los dos meses a los tres meses
A las estacas 5. 84 Bh¥¥% [ 8 I \NER% 848 a (11.6)***x* 8.73 a 1041 a
Al suelo 8.49 a (57.3) 9.37 a(23.3) 9.20a 9.24 ab
A plantulas 5.60b (20 7.90a( 3.9) 9.80a 80 b
Testigo 5400 7.60a 9.28 a 7.38b

* Promedio de 10 plantas por sistema de inoculacion.
*#* La inoculacién al suelo sélo se hizo a los 15 dias de la siembra de las estacas; se us6 una suspension bacterial con igual concentracién al
inéculo durante 15 minutos antes de la siembra.
*** Medias con letras iguales no difieren significativamente, segun la prueba de rango multiple de Duncan.
*%¥* Incremento en porcentaje con respecto al testigo.
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Cuadro 3

Peso del sistema radical y de la parte aérea de plantas de yuca, clon CM 523-7, a los dos meses de
inoculadas con diferentes concentraciones del aislamiento F-44 de Pseudomonas putida

Concentracion** Peso {p)*

(No. células/ml) Raiz Parte aérea
1.0x 107 6.28 a (46.4)*** 12.20 a
2.8 x 10® 6.05 2 (41.1) 10.65 a
8.2x 108 6.36 a (48.2) 11.90 a
1.1 x 10° 6.38 a (48.8) 1259 a
1.3x 10° 6.45 a (50.3) 11.62 a
Testigo 429 b 984a
# Promedio de 10 estacas inoculadas. Medias con letras iguales no difieren significativamente segtn la

prueba de rango miultiple de Duncan,
**  Las estacas se inocularon antes de la siembra por inmersiéon durante 15 minutos.
*** Incremento en porcentaje con respecto al testigo.
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Cuadro 4

Peso de raiz y peso de la parte aérea de plantas de yuca, clon CM 523-7, inoculadas con una suspensiéon bacterial
de 1.1 x 10° células/ml del aislamiento F-44 de Pseudomonas putida, a los dos meses de la

inoculacién

Tratamientos * Peso (g)**

(Inoculaciones) Raiz Parte aérea
A la estaca al momento de la siembra 6.14 b (28.9)*** 12.58 a
A la estaca al momento de la siembra y a los 15 dias 7.06 ab(48.3) 12.64 a
A la estaca al momento de la siembra y a los 15 y 30 dias 9.27a (94.7) 12.27 a
Al suelo al momento de la siembra 4.98b ( 4.6) 1143 a
Al suelo y alos 15 dias 6.12b (28.5) 1222 a
Al suelo y alos 15 y 30 dias 5:32b (11.7) 8.07 ab
Al suelo y a los 30 dias 5.14b ( 7.9) 6.82b
Testigo 476 b 10.74 ab

La inoculacién se hizo por inmersion de estacas por 15 minutos antes de la siembra y vertiendo el inéculo.

a diferentes periodos sobre el suelo, alrededor de la estaca.

Promedio de 10 plantas por tratamiento. Medias con letras iguales no difieren significativamente, segin la prueba de
rango multiple de Duncan.

*** Incremento en porcentaje con respecto al testigo.

*%



(Fig. 2). Esta cepa habia inducido una clara zona de inhibicién de crecimien-
to a los patégenos probados in vitro y el resultado corrobora el efecto inhi-
bidor que poseen algunas cepas de este grupo de rizobacterias.

3.7. Caracterizacion de los aislamientos fluorescentes seleccionados.
3.7.1. Caracteres morfologicos.

Los aislamientos mostraron uniformidad en las caracteristicas culturales
en medio solido de agar nutriente. Las colonias fueron circulares, de color
blanco-crema, elevaciéon convexa-levantada, margen entero-ondulado y de
2 a 2.5 mm de didmetro. Sobre el medio King B, las colonias fueron f1u i-
das y con pigmentacion verde-fluorescente bajo luz ultravioleta. Bajo el
microscopio electronico se observaron células alargadas de 2.0 por 0.7 alas
24 horas de edad, tenian de uno a varios (hasta 10) flagelos polares. Bajo el
microscopio de luz las células eran motiles, solas o formando cadenasde has-
ta cinco células.

3.7.2. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas.

El Cuadro 5 resume los resultados de las pruebas bioquimicas y fisiologi-
cas obtenidos con las seis cepas seleccionadas.

3.7.3. Relacion taxonémica del organismo.

Por las caracteristicas de los cultivos bacteriales que promovieron el cre-
cimiento en plantas y mostraron antibiosis in vitro ante varios patégenos ,
este grupo de bacterias se puede situar en el género Pseudomonas (SAB, 32).

Las pruebas adicionales de caracterizacion, se compararon con las obser-
vadas para las especies del género Pseudomonas, grupo fluorescente registra-
do en el manual de Bergey (12). Por los resultados obtenidos sobre la hidré-
lisis de la gelatina y la similitud de las caracteristicas observadas se puede de-
ducir que los aislamientos 1 (F-64), 2(F-56), 3(F-61),4(F-64)y 5 (F-61)
pertenecen a la especie P. putida y el aislamiento 6 (F-87) a P. fluorescens.

Aunque s6lo se determinaron seis de los 136 aislamientos, los resultados
sugieren que las especies P. putida y P. fluorescens son las més comunes en
Ia rizosfera de la yuca, lo cual concuerda con los registros sobre otros culti-
vos en zonas templadas (8, 15, 30, 33, 40), pero exige estudios que establez-
can ¢l status ecolégico del grupo de pseudomonas fluorescentes en el trépi-
co y su efecto especifico sobre M. esculenta.

74



70

65

55
50
45
40

35

(0/0) ugneiou2(d

25

20

15

10

Gl

————— Hongos en la epidermis radical

semenes Deterioracién microbial

T = Testigo no inoculado =

61 = lnoculacién cepa F-61

64 = Inoculacion cepa F- 64
" %
61
64
64

:;I..,f..g..;-u-:-l- s 1 i i 3 g ' 1 1 1 1 1 1 1
8 15 dias

Fig 2. Efecto de la inoculacién con dos cepas de P, putida, sobre las raices almacenadas

durante 8 y 15 dias.



4. CONCLUSIONES

4.1.

4.2.

43.

4.4.

45.

4.6.

4.7,

De los aislamientos fluorescentes obtenidos en diferentes regiones de
Colombia, 34 o/o inhibieron in vitro el crecimiento de Erwinia caroto-
vora pv. carotovora.

Los aislamientos que inhibieron in vitro a Ecc y a otros patégenos, in-
dujeron buen desarrollo radical y vigor de la parte aérea, a los dos me-
ses de inoculados.

La inoculacién de la estaca al momento de la siembra, con una frecuen-
cia de aplicacion a los 15 y 30 dias, lo mismo que una concentracion
de 1.1 x 10° células por mililitro, fueron las mejores para promover la
sanidad y el crecimiento radical de las plantas inoculad as.

La inoculacién de una cepa de P. putida a raices de yuca para el alma-
cenamiento, redujo considerablemente la deterioraci6n microbial y el
crecimiento de hongos, después de 15 dias de almacenadas las raices.

Los organismos aislados mostraron entre otras las siguientes caracteris-
ticas: gram negativo, oxidasa y catalasa positivo, pigmentacién fluores-
cente en medio King B, reduccion de nitratos, hidrolisis de arginina y
produccion de dcido a partir de glucosa.

Con base en las pruebas de caracterizacion realizada, los aislamientos
se determinaron taxondmicamente como Pseudomonas putida y P.
fluorescens.

El grupo de pseudomonas fluorescentes representa un potencial pro-

misorio para incrementar los rendimientos en el cultivo de la yuca.

La magnitud de tal potencial no es por ahora predecible, pues investi -

gaciones al respecto se hacen indispensables. Sin embargo, consideran-
do los resultados, la competitividad de estas especies y la facilidad de

su manipulacién, todo parece indicar que es el sistema biolégico mds

promisorio para prevenir las pudriciones radicales en el cultivo.
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