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EFECTO DEL BIOPREPARADO RIZOBAC
SOBRE EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO
DE PLANTULAS DE CAFETO (Coffea canephora P. var. Robusta)

Maria E. Gonzalez", Mireya Cabreray Annia Hernandez

ABSTRACT. Thisinvestigation was devel oped at the National
Ingtitute of Agricultural Sciences (INCA), with the abjective
of evaluating theeffect of RIZOBAC compound on somegrowth
and development indicators in plants from three clones
selected of Coffea canephora P. Robusta variety. The
compound was applied in liquid and solid states at the
concentrations of 20.mg.L™* for 30 min.; then, plants were
sprayed at a concentration of 15 mg.L™ of the compound 20,
35 and 70 days after transplanting. The variables evaluated
were plant height (cm), number of leaf pairs, dry matter (g),
total proteins, phenol content (mg.g™ tissue) and survival
percentage. Results showed that the compound is more
effective in liquid form, and presented differences when
answering to all clones evaluated. It demonstrated the
feasibility of employing RIZOBAC during the adaptation phase
as an efficient biofertilizer capable to induce vigorous plants
with good physiological state.
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INTRODUCCION

La produccion cafetalera representa una actividad eco-
némico-social importante para numerosas naciones de
Asia, América Latina y Africa (1, 2). El éxito de la produc-
cién de este cultivo esta condicionado, en gran medida,
por la calidad de las posturas, ya que estas seran las res-
ponsables en el futuro de una mayor o menor produccion.

Asimismo, la propagacion masiva de plantas depen-
de en gran medida de la capacidad de adaptacion del
material regenerado a las condiciones naturales del me-
dio ambiente. La habilidad de las plantas para sobrevivir
al periodo de transicion del recipiente de cultivo a las
condiciones ex vitro puede ser una limitante para el uso
comercial de estas técnicas (3). A pesar de su reconoci-
da importancia, esta etapa no ha recibido la atencién re-
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RESUMEN. Esta investigacion se desarroll6 en € Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), con el objetivo de
evaluar el efecto del biopreparado RIZOBAC sobre algunos
indicadores del crecimiento y desarrollo de plantulas prove-
nientes de tres clones seleccionados de Coffea canephora P.
var. Robusta; el producto se aplicd en los estados solido y
liguido durante 30 minutos de exposicion y la dosis del
biopreparado utilizada fue de 20 mg.L™. Las plantas fueron
asperjadas con una concentracion igual a 15 mg.L™ del com-
puesto a los 20, 35 y 70 dias de ser liberadas las plantas a
condiciones ex vitro. Las variables evaluadas fueron alturadela
planta (cm), nimero de pares de hojas, proteinas totales (mg.g*
detejido), contenido defenoles (mg.g™ detejido), masaseca(g)
Yy porcentaje de supervivencia. Losresultados mostraron que el
biopreparado es més efectivo en estado liquido, que hubo dife-
rencias en la respuesta de los clones evaluados, asi como la
factibilidad de emplear e RIZOBAC durante |afase de adapta-
¢ién como biofertilizante, potencia mente eficiente, capaz dein-
ducir la formacién de plantulas vigorosas y en buen estado
fitosanitario.
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guerida, especialmente por fitotecnistas y fisidlogos del
cultivo, a fin de lograr un sistema eficiente que responda
econdmicamente a los intereses de los productores.

Para lograr el desarrollo rapido y favorable de las
plantulas de cafeto durante esta etapa del crecimiento,
es preciso tener presente el manejo de diversos factores
como: la correcta seleccidn y el tratamiento del material
de plantacion, el empleo del sustrato adecuado y la apli-
cacion de microorganismos o compuestos obtenidos a
partir de estos, que estimulen el crecimiento y desarrollo
de los materiales evaluados (4).

Diversos autores sefialan que varios compuestos de
origen bacteriano tienen la particularidad de estimular el
crecimiento vegetal (5, 6), asi como influir significati-
vamente en la adaptacion de vitroplantas al medio exter-
no, con altos indices de supervivencia en un corto perio-
do de tiempo y a bajos costos (7), dado el efecto sinérgico
de varios mecanismos, entre ellos, el aumento de latoma
de agua y nutrientes por la planta, la produccién de
fitohormonas, el control biolégico de fitopatdgenos y la
fijacion de nitrdgeno. De aqui que el presente trabajo tiene
como objetivo la evaluacion del efecto del RIZOBAC,
biopreparado de origen bacteriano, sobre algunos
indicadores del crecimiento y desarrollo de plantulas de cafeto.



Maria E. Gonzélez, Mireya Cabrera y Annia Hernandez

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se desarroll6 en los Departamen-
tos de Biofertilizantes y Nutricién de las Plantas y de
Genéticay Mejoramiento de las Plantas del Instituto Na-
cional de Ciencias Agricolas (INCA), ubicado en el muni-
cipio de San José de las Lajas, provincia La Habana.

El trabajo se realiz6 con el propdésito de evaluar el
efecto del RIZOBAC, un biopreparado obtenido a partir
de metabolitos activos de origen bacteriano, en el cual no
se incluyen las células activas y que tiene entre sus com-
ponentes hormonas, siderdforos y alcaloides
quinilosidinicos de naturaleza antibittica, en el cultivo de
plantulas de cafeto de los clones M-229, K-234 y M-28
de Coffea canephora de la Estacion Central de Café y
Cacao, obtenidas por métodos biotecnolégicos; para ello
se aplicaron diferentes dosis de este compuesto durante
la fase de aclimatizacién o endurecimiento del material
vegetal.

Los tratamientos consistieron en la inmersién del
sistema radical de las plantas en el biopreparado en los
estados liquido y sélido, por un periodo de 30 minutos; la
dosis utilizada fue de 20 mg.L™, teniendo en cuenta los
resultados alcanzados con esta concentracion en estu-
dios precedentes.

En las plantas tratadas también se realizaron asper-
siones foliares, teniendo en cuenta los resultados alcan-
zados en trabajos anteriores en relacion con el efecto de
la combinacion de ambos tratamientos sobre algunos
indicadores del crecimiento del cultivo; para ello se utili-
z6 una concentracion igual a 15 mg.L™ del compuesto a
los 20, 35y 70 dias de ser liberadas las plantas a condi-
ciones ex vitro.

Latransferencia de las plantulas del frasco de culti-
vo a las bolsas de polietileno se efectué cuando estas
contaban con tres a cuatro pares de hojas y un adecuado
desarrollo del sistema radical. En todos los casos se
emplearon 30 plantas por tratamiento bajo un disefio com-
pletamente aleatorizado.

Para la aplicacién del sustrato se siguieron las indi-
caciones recomendadas por el Normativo técnico aplica-
do al cultivo en los viveros tradicionales (8), modificado
en cuanto a la manipulacion y atencion de las plantulas,
dado su origen, particularmente en cuanto a la norma de
riego que se incrementd acorde a los niveles de exigen-
cias de las plantulas, asi como la regulacién gradual de
la iluminacién a la que fueron sometidas antes de su sa-
lida al campo.

Alos 90 dias de cultivo, se evaluaron en 15 plantas
por tratamiento las variables altura de la planta (cm), nd-
mero de pares de hojas, masa seca aérea (g) y proteinas
totales (mg.g™ de tejido) por el método de Bradford (9):
para esto se conformaron cinco muestras (=0.5 g cada
una), a partir de 15 plantas de cada uno de los tratamien-
tos, se maceraron en un mortero con silice a 0°C, luego
se afiadié 1 mL de buffer tris-125 Mm, pH 6.8, Na CI-50 Mm
y se centrifugd a 3 000 rpm durante 30 minutos. Poste-

riormente se tomo el sobrenadante y se guardo a -20°C
en tubos Eppendorf de 1.5 mL de capacidad hasta el
momento del analisis.

También se determind el contenido de fenoles (mg.g™
de tejido) (10). Para ello se conformaron cinco muestras
(0.5 g cada una), procedentes de 15 plantas de los trata-
mientos en estudio, se maceraron y fueron colocadas
bajo iluminacion por 18 horas; luego se realizo el filtrado
y se procedio a la reaccién colorimétrica.

Serealizaron evaluaciones visuales respecto al vigor
y la coloracién de las plantulas, asi como se evalu6 el
porcentaje de supervivencia en 15 plantas por tratamien-
to, alos 150 dias de haberse efectuado el trasplante.

Los datos se procesaron estadisticamente realizan-
dose un ANOVA bifactorial en el caso de las variables
cuantitativas y docimandose las medias seguiin Duncan
en caso de significaciéon al 5 %, para lo cual se empled el
procesador START (11).

RESULTADOS Y DISCUSION

La utilizacion del biopreparado RIZOBAC permitié la
estimulacién del crecimiento vegetal en los tres clones
pertenecientes a la especie en estudio. El hecho de em-
plear un compuesto con propiedades benéficas, debido a
la presencia de elementos importantes en su composi-
cién, sobre el desarrollo de materiales de interés agricola
facilita que en las plantas tratadas se logre un incremen-
to significativo para los indicadores evaluados. Estos re-
sultados coinciden con estudios realizados por diversos
investigadores en la aplicacion de microorganismos o
sus derivados en diferentes cultivos de importancia eco-
némica (12).

Los niveles obtenidos para la variable altura de la
planta difieren significativamente para los clones en estu-
dio, dependiendo de la forma de aplicacion del
biopreparado (Tablal).

Tabla I. Comportamiento de algunos indicadores
morfoldgicos durante la aclimatizacion

Trata Alturadelaplanta(cm) NUmero de pares de hojas
mientos  M-229 K-234 M-28 M-229 K-234 M-28
Control 123c 121c 1040d 6.70b 6.28c 541d
Biopreparado  15.6a 15.3a 12.5c¢ 80la 7.89a 6.59hc
liquido
Biopreparado  14.2b 14.3b 11.6c 6.29c¢c 6.30c 6.48 bc
solido
ESX (+) 0.69** 0.39%**
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Tratamientos con letras iguales no difieren significativamente
segun Duncan (a=5 %)

Se observo que el RIZOBAC en estado liquido resul-
t0 ser mas efectivo, permitiendo obtener valores de 15.6
y 15.3 cm de altura de la planta para los clones M-229 y
K-234, respectivamente (Tabla I, Figura 1); sin embargo,
el valor obtenido en el clon M-28 no supera los 12.5 cm,
difiriendo significativamente del comportamiento de los
clones anteriores. Aunque el tratamiento con el
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biopreparado en estado solido arrojo resultados inferiores
a los obtenidos con el liquido (11.6-14.3 cm), es impor-
tante destacar que estos superan en gran medida a los
alcanzados con el tratamiento control para cada uno de
los clones analizados. Resultados similares han sido in-
formados, al observar que el tratamiento con este
biopreparado produce un aumento en la altura de plantas
de gladiolo con respecto al control sin inocular (13), lo
gue se atribuye fundamentalmente a la presencia de hor-
monas estimuladoras del crecimiento vegetal, dentro de
ellas el acido indol acético (AlA) (7).

Al comparar los valores obtenidos para los trata-
mientos en estudio en relacion con la variable nimero de
pares de hojas, se observd que en los clones M-229y K-234
cuando son tratados con el biopreparado en estado liqui-
do se alcanzan los mayores valores, los que difieren
estadisticamente del resto de los tratamientos; en este
caso es valido destacar la dependencia de la respuesta
en relacién con la forma de aplicacion del compuesto
sobre el proceso de formacion de nuevos pares de hojas,
importante indicador morfoldgico del desarrollo y creci-
miento de las plantas. Asimismo, se evidencia que el
clon M-28 no responde con la misma potencialidad al
tratamiento con el compuesto en el estado anteriormente
referido, a pesar de pertenecer los tres clones a la misma
variedad. Efectos similares fueron obtenidos en diferen-
tes clones de cafeto de la var. Robusta al evaluarse esta
variable durante la fase de multiplicacion in vitro, emplean-
do un compuesto de origen bacteriano como sustituto de
las auxinas (7).

En tal sentido, se han presentado en cultivares de
trigo (Triticum vulgaris) diferencias notables entre plantas
tratadas y no tratadas con este biopreparado para algu-
nas variables estudiadas y relacionadas con el crecimiento
vegetal'.

Figura 1. Comportamiento de plantulas de cafeto
(clon M-229), expuestas al tratamiento con
RIZOBAC durante 30 minutos: A (control),

B (liquido) y C (s6lido)

Al analizar los valores de proteinas totales en las
plantulas evaluadas (Tabla I1), se evidencié un incremen-
to en los tratamientos donde se aplicé el biopreparado en
estudio, se alcanzaron valores que oscilaron entre 5.37
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y 5.49 mg.g™ de tejido, los cuales difieren signifi-
cativamente de los valores obtenidos con el tratamiento
control y con el RIZOBAC en estado solido para el clon
M-28. Resultados similares han sido alcanzados en otros
clones de interés de la variedad Robusta, al evaluar el
efecto de la biofertilizacion (14). Mediante el estudio de
las proteinas totales se puede conocer el efecto de la
inoculacién bacteriana o con compuestos derivados de
estos microorganismos sobre la planta. En numerosos
estudios se ha observado aumento de este indicador como
respuesta a este tipo de tratamiento, lo que a su vez esta
relacionado con el crecimiento y desarrollo de los culti-
VOS.

Tablall. Comportamiento de indicadores morfofisio-
l6gicos durante la aclimatizacién

Trata- Proteinas totales (mg.g” tgido) ~ Fenoles (mg.g* tegjido)
mientos M-229 K-234 M-28  M-229 K-234 M-28
Control 430b 333c 328c 131b 122c 120c
Biopreparado 545a 549a 537a 158a 149a 131b
liquido

Biopreparado 5.20a 5.27a 424b 7.70d 65le 4.78f
sdlido

ESX (3) 0.72** 0.82**

Tratamientos con letras iguales no difieren significativamente
segun Duncan (o =5 %)

El tratamiento de las plantulas con el biopreparado
liguido induce altos niveles en el contenido de fenoles,
los que oscilan entre 13.1y 15.8 mg.g™ de tejido, supe-
rando significativamente los resultados obtenidos en las
plantas que no fueron tratadas para los clones K-234 y
M-28; diversos autores sefialan que la expresion de de-
terminados niveles de fenoles se relaciona con la induc-
cion de resistencia en plantas (15). Por otro lado, los
resultados muestran una actividad fenodlica baja en los
tres clones en estudio, cuando se emplea el biopreparado
sélido (4.78-7.70 mg.g™ de tejido), evidenciandose que
los valores de fenoles en hojas también varian con la for-
ma de aplicacién del biopreparado, siendo en este caso
el efecto mas marcado, pues para otras variables evalua-
das durante el desarrollo de este trabajo, el biopreparado
sélido permitié obtener valores que superan al tratamien-
to control, aunque se diferencian de los indices obteni-
dos con el producto en su estado liquido. Considerando
estos resultados es necesario profundizar en los meca-
nismos gue conllevan a este efecto diferenciado, en de-
pendencia del estado del compuesto, sobre los
indicadores relacionados con el desarrollo de las plantas.

Es de destacar que las plantas que fueron tratadas
con lainmersién del sistema radical en el biopreparado y
asperjadas con dosis de 15 mg.L™ de RIZOBAC mostra-
ron coloracion verde intenso, gran vigor y resistencia o
tolerancia ante el ataque de fitopatdgenos que afectan al
cultivo en las primeras etapas de desarrollo, aspecto que
ha sido evaluado en otros cultivos por las potencialidades
del biopreparado para el control biolégico de patégenos; asi
pudiéramos citar la fusariosis en el gladiolo (Gladiolus sp.)
(13) y afectaciones provocadas por P. infestans en la papa
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(Solanum tuberosum), resultados que evidencian la
factibilidad del empleo del RIZOBAC, al originar plantulas
con un mayor crecimiento y desarrollo, aspecto de signi-
ficativa importancia, ya que pudiera conllevar a un menor
periodo de aviveramiento.

En relacion con la variable masa seca, se aprecio en
todos los clones una respuesta positiva a la aplicacion
de RIZOBAC en las plantas, con un comportamiento su-
perior de los tratamientos tanto liquido como sélido en
relacion con el tratamiento control (Tabla 111), demostran-
dose que en ausencia de la inoculacion con el biopreparado
no ocurre un aumento significativo de los niveles de masa
seca, siendo de gran utilidad el efecto estimulador de
este producto para garantizar un adecuado grado de cre-
cimiento y desarrollo en las plantulas. Estos resultados
son similares a informes realizados para el cultivo del
cafeto al emplear microorganismos rizosféricos en el cul-
tivo de posturas pertenecientes a diferentes variedades.

Tabla Ill. Efecto del biopreparado en dos de los
indicadores analizados

Trate- Masa seca (g) Superviencia (%)
mientos M-229 K-234 M-28 M-229 K-234 M-28
Control 388b 211c 216c 931lc 92.2d 92.0d
Biopreparado 4.49a 448a 4.2l1a 953b 969a 931 c
liquido

Biopreparado 4.15a 4.12a 4.05a 97.7a 965a 947 b
solido

ESX (£) 0.27** 0.40**

Tratamientos con letras iguales no difieren significativamente
segun Duncan (a=5 %)

Como se observa en la Tabla |11, la supervivencia fue
superior al 92.0 %, obteniéndose valores que alcanzan el
96 %, lo que nos permite corroborar que la aclimatizacién,
siempre que se cumplan los requisitos para su transfe-
rencia ex vitro, garantiza un desarrollo vertiginoso tanto
del &rea foliar como del sistema radical de la planta, lo
gue propicia un nivel de crecimiento favorable para las
etapas posteriores. Estos resultados coinciden con los
criterios generales sobre la eficiencia del tratamiento de
las vitroplantas durante la fase de adaptacion, con sus-
tancias estimuladoras del crecimiento vegetal y que ofrez-
can bioproteccion ante el ataque de diferentes plagas y
enfermedades de importancia en el cultivo tipo (3, 4).

El uso indiscriminado de los productos quimicos es
una de las principales causas de los grandes trastornos
ecolégicos en los agroecosistemas, y por ello en los lti-
mos afios se ha incrementado el interés en el campo de
la microbiologia del suelo (16). En tal sentido, el efecto
beneficioso del tratamiento con biopreparados de origen
bacteriano ha sido corroborado en diferentes estados y
utilizando diversas formas de aplicacién, sobre los indi-
ces morfofisiolégicos de las plantulas de cafeto, apre-
cidndose un mayor crecimiento y porcentaje de supervi-
vencia en las plantas tratadas al ser comparadas con los
controles.
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