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SUMMARY

Among bacterial diseases affecting coffee (Coffea arabica L.), coffee leaf scorch (CLS)
caused by the bacterium Xylella fastidiosa (Xf) Wells et al., limits production in many
countries. The importance of endophytic bacteria is related to potential antagonistic or
synergistic interactions with Xf. The objective of this research was to characterize bacterial
endophytes of coffee and shade trees in Puerto Rico (PR). Three types of shade treatments
were studied: coffee shaded with trees of high species diversity, coffee shaded with trees of
low species diversity and sun coffee, in four localities in the dry and rainy seasons during
years 2010-2012. In this study ANOVA in a complete randomized design was used to
determine the effect of the factors. Endophytic bacteria were isolated on Periwinkle medium
(semi selective to Xf) and characterized phenotypically. Endophytic Gram negative bacteria
and tree samples with CLS disease symptons, were tested with a double antibody sandwich
enzyme linked immune absorbent assay (DAS-ELISA for Xf). A subset of bacteria and tree
samples suspected to have CLS and bacteria were analyzed with polymerase chain reaction
(PCR) with Xf primers 272 -1-2, COX Xf and Xf-16S rRNA. Cluster analysis was carried out
using Gower method for fastidious bacteria and spatial cluster analysis using SatScan for
symptomatic trees. Few bacterial strains were of fastidious type. There were no significant
differences in the percentage of fastidious bacteria, in the number of colony forming units
(CFU/mI) and bacterial diversity per tree in symptomatic versus asymptomatic trees. CFU/ml
and bacterial diversity per tree were higher in the rainy season compared to the dry season
(«=0.05). The effects of location and shade treatment were more variable, with a tendency of
lower diversity in sun versus shaded coffee. Spatial clustering showed more than 14 times
greater relative risk of encountering diseased coffee trees at higher altitudes such as Adjuntas,
Jayuya and Yauco (p<0.001). Some DNA products were amplified with PCR (272 - 1-2); but
they were not related to Xf, neither with COX Xf primers. DNA sequencing was negative for
Xf. Ambiguous results in DNA amplification and sequencing do not allow us to confirm that
these samples are Xf. Therefore, the causal agent of the disease observed in PR remains to be
identified according to Koch’s postulates.



RESUMEN
Entre las enfermedades bacterianas que afectan el cafeto (Coffea arabica L.), tenemos al
encorchamiento de la hoja del cafeto (CLS) causada por la bacteria Xylella fastiosa (Xf)
Wells et al., que limita la produccion en muchos paises. La importancia de las bacterias
endofiticas esté relacionada a las posibles interacciones antagonistas y sinergistas con Xf.
Esta investigacion tuvo como objetivo caracterizar las bacterias endofiticas de arboles de
cafeto y de arboles que se utilizan para la sombra de cafeto en Puerto Rico (PR). Se
estudiaron tres tratamientos de sombra: sombra de alta diversidad de especies, sombra de baja
diversidad de especies y cafetos a sol, en cuatro localidades en la época seca y lluviosa del
2010-2012. Se us6 ANOVA en disefio completamente aleatorizado para determinar los
efectos de los factores en estudio. Las bacterias endofiticas se aislaron en medio Periwinkle
(semiselectivo para Xf) y se caracterizaron de acuerdo al fenotipo de la colonia. Se realizo la
prueba serologica de conjugados enzimaticos de doble sdndwich (DAS-ELISA para Xf) con
las enddfitas Gram negativas y muestras de arboles sospechosos de CLS. Un grupo de
bacterias y muestras de arboles sospechosos de CLS se analizaron con la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con los iniciadores 272 1-2, COX Xfy Xf-16S rRNA. Se realiz6 un
andlisis de conglomerados para las bacterias tipo fastidioso usando el método de Gower y de
conglomerados espaciales para arboles sintomaticos usando el programa SatScan. Pocas
bacterias resultaron de tipo fastidioso. No hubo diferencias significativas en el porcentaje de
bacterias de tipo fastidioso, en el namero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) y la
diversidad bacteriana en arboles de cafeto sintomaticos versus asintomaticos. La época
lluviosa resulté con un mayor UFC/ml y diversidad bacteriana por arbol versus la seca
(a=0.05). Los efectos de localidad y manejo de sombra fueron variables con una tendencia de
menor diversidad bacteriana en el cafeto a sol versus sombra. Los conglomerados espaciales
permitieron asociar con mayor riesgo relativo de enfermedad (sospechosos de CLS) a las
localidades de mayor altitud Adjuntas, Jayuya y Yauco (Riesgo Relativo mayor a 14;
p<0.001). Algunos productos de DNA fueron amplificados con PCR (272 1-2); pero éstos no
se relacionaron a Xf, tampoco con los iniciadores COX Xf. La secuenciacion fue negativa
para Xf. Los resultados de la amplificacion de ADN y de la secuenciacion fueron ambiguos y
no se logro confirmar la existencia de Xf en las muestras. Por tanto, el agente causal de la

enfermedad observada en PR queda por ser identificado segun los postulados de Koch.
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INTRODUCCION

El cafeto (Coffea arabica L.) es una especie de importancia econémica mundial, tanto
por la extension del cultivo como por su rol social. Se produce en mas de 60 paises generando
120 millones de empleos en todo el mundo y las ventas anuales superan los 90 billones de
dolares (OIC, 2010).

En Puerto Rico en el periodo agricola 2007-2008 el cafeto aport6 el 6.99% al producto
interno agricola de la isla (Departamento de Agricultura de Puerto Rico, 2010); en el afio
2011 gener6 ingresos de 38 millones de dolares. Se han reportado 10,000 caficultores en la
isla, de los cuales la gran mayoria son pequefios y medianos, distribuidos en 22 municipios en
una superficie de 56,000 cuerdas. Se han identificado 132 beneficiados y la industria genera
empleos para 20,000 personas (Flores, 2010).

La problematica de la produccion mundial de cafeto incluye entre otros, los problemas
fitosanitarios. Entre las enfermedades bacterianas que afectan al cafeto, podemos citar al
encorchado de la hoja del cafeto (Coffee Leaf Scorch, CLS) causada por la bacteria Xylella
fastidiosa Wells et al. Se ha reportado que CLS ha reducido en un 30% la produccién en
ciertas plantaciones del Brasil, e incidencia en todas las zonas cafetaleras de este pais (Li et
al., 2001). Esta bacteria causa epidemias de importancia econdémica para otros cultivos como
citricos desarrollando la enfermedad de la clorosis variegada de los citricos (CVC).

En naranjos (chinas) del Brasil para el afio 2010, se reportd una incidencia de CVC de
35.5% mientras que para el 2011 se reportd una incidencia de 40.3% segun los datos del
Fondo de Defensa de la Citricultura (Fundecitrus, 2009). La region Norte del Pais (estado de
Sao Paulo) es la zona mas afectada con un 59.7% de arboles enfermos seguida por el
Noroeste con 52.5%. En la zona montafiosa de Puerto Rico el agricultor acostumbra sembrar
el cultivo de cafeto intercalado con citricos, por lo tanto de existir la bacteria Xylella
fastidiosa bajo estas condiciones podria convertirse en una amenaza seria para estos cultivos.

Los sistemas agroforestales, donde se asocia el cafeto con arboles multiproposito
tienen potencial para el manejo y conservacion de la biodiversidad dentro de los paisajes
agricolas, ya que al ser agro ecosistemas simplificados pero estables proveen un habitaculo
para la vida silvestre, conservan la biodiversidad, y sirven como zonas de amortiguamiento
(U.S. Fish and Wildlife Service, 2009).



A pesar de la viabilidad agroecologica de estos sistemas, muchos de ellos son
utilizados inadecuadamente, afiadiendo especies que responden a las preferencias de los
agricultores en vez de usarse especies forestales en peligro de extincién o que contribuyan con
fijacion de nitrogeno al sistema. En general, estos sistemas incrementan la productividad total
de la tierra agricola, y sus interacciones ecologicas son importantes para sustentar a la vida
silvestre. En Puerto Rico, la caracterizacion de dichos agro ecosistemas ha sido limitada
especialmente desde el punto de vista fitopatoldgico. Por lo tanto, una caracterizacion sobre
las interacciones biolégicas que suceden en el mismo es importante para ofrecer una
tecnologia amigable con el ambiente, y viable para el caficultor desde el punto de vista

econdémico.

Con estos antecedentes se plantearon los siguientes objetivos:

1.- Estudiar la relacion entre la clasificacion morfoldgica y bioquimica de cepas de bacterias
endofiticas, y la presencia de sintomas de CLS.

2.- Aislar, caracterizar y contrastar las poblaciones de bacterias endofiticas en arboles de

cafeto bajo condiciones de sombra Yy sol, en distintas localidades de Puerto Rico.

3.- Aislar, caracterizar y contrastar las poblaciones de bacterias endofiticas de arboles de
sombra en fincas de cafeto bajo condiciones de sombra, en distintas localidades de Puerto

Rico.

4.- Generar mapas con la tecnologia de Sistemas de Informacion Geogréafica para determinar
la distribucion espacial de arboles sospechosos de estar enfermos en el agro-ecosistema de

cafeto.

Esta investigacion fue financiada y forma parte de los objetivos del proyecto ZTS-51
USDA de la Estacion Experimental Agricola (EEA) “Potential effects of Xylella fastidiosa on
shade coffee establishment in Puerto Rico”, donde se ha planificado conocer el efecto de la
sombra en las poblaciones de bacterias endofiticas en cafeto y arboles de sombra utilizados en

fincas cafetaleras de Puerto Rico.



REVISION DE LITERATURA

Generalidades del Dominio Bacteria:

El término bacteria fue introducido por Christian Gottfried Ehrenberg en 1828
(Whitman, et al., 1998). Este término fue utilizado para referirse a aquellos microorganismos
parecidos a un baston. Las bacterias habian carecido de definicion hasta que en 1962 Stanier y
Van Niel publicaron el articulo llamado "The concept of bacterium". En este articulo aparecio6
la articulacion dicotomica entre células Procariotas y Eucariotas, siendo este un momento
muy importante para la microbiologia. (Sapp, 2006).

Hasta hace poco tiempo el estudio taxondmico de las bacterias fue relegado y mas bien
se habian estudiado determinadas actividades bioquimicas de los grupos bacterianos (Poole y
Penny, 2007). De igual manera, durante mucho tiempo se considerd el concepto procariota
como un grupo monofilético predecesor de los eucariotas. Este enfoque se mantuvo
indiscutible hasta el nacimiento de la biologia molecular evolutiva y el desarrollo de métodos
coherentes en filogenia bacteriana basados en el estudio de la region 16S de ARN ribosomal
(Woese, 1987).

Las bacterias son organismos procariotas mas pequefios que los organismos
eucariotas y tienen estructura celular simple (Poole y Penny, 2007). La expresion procariota
significa que el ADN esté organizado en cromosomas sin nacleo o membrana (Luttge et al.,
1993). La célula bacteriana, en la generalidad de los casos es 10 veces mas pequefia que una
célula eucariota (Schulz y Jorgensen, 2000).

En cuanto a forma de bacterias, los principales tipos son: bacilos (en forma de baston),
cocos (forma esférica) y espirilos. Su forma permanece estable mecanicamente debido a la
pared celular la cual le brinda al mismo tiempo proteccion frente al ambiente (Luttge, et al.,
1993).

Las bacterias se clasifican en base a su estructura celular, metabolismo celular, o en
base a diferencias en los componentes celulares como ADN, &cidos grasos, pigmentos,
antigenos y quinonas (Thomson y Bertram, 2001). Las bacterias a diferencia de los eucariotas
nunca son verdaderamente pluricelulares si bien algunas forman filamentos o masas celulares
(Madigan et al., 1998).



Las bacterias generalmente son transparentes (hialinas) por ello no es recomendable su
estudio mediante la observacion de suspensiones de celulas en agua (Whitman et al., 1998).
El empleo de colorantes permite aumentar el contraste entre la célula bacteriana y el medio
ambiente, ademas a través del empleo de técnicas especiales es posible distinguir algunos de
los constituyentes celulares mas importantes. Cualquiera sea el procedimiento de tincion, éste
produce la muerte de la célula y en cierto modo la alteracién de la estructura fisica de la
bacteria (DeLong y Pace, 2001).

La tincion Gram desarrollada en 1884 por Hans Gram permite determinar diferencias
muy importantes de la pared celular bacteriana Gtil para su respectiva identificacion (Alcamo,
2001). En base a los resultados de la tincion de Gram, las bacterias que retienen el cristal
violeta y aparecen coloreadas de violeta intenso son Gram positivas y aquellas que pierden el
cristal violeta y se vuelven a tefiir con safranina diluida tomando un color rojo son Gram
negativas (Woods y Walker, 1996). Las bacterias Gram positivas generalmente persisten en
condiciones ambientales adversas con la formacion de endosporas que funcionan como parte
de su ciclo biologico. Estas perduran por su resistencia a la desecacion como a elevadas
temperaturas (LUttge, et al., 1993).

Las plantas normalmente se encuentran asociadas a una amplia y diversa gama de
microorganismos, y sus interacciones pueden ser perjudiciales, neutrales o benéficas; las
bacterias endofiticas residen en los tejidos vegetales, y se pueden encontrar endofitos en las
cerca de 300,000 especies de plantas que existen sobre el planeta (Strobel et al., 2004).
Existen dos criterios para determinar que un organismo es endofitico. El paso inicial consiste
en el aislamiento mediante la esterilizacion superficial del tejido y posterior siembra en medio
de cultivo, y la evidencia microscopica del microorganismo marcado en el tejido vegetal
(Reinhold y Hurek, 1998). En general, las bacterias endofiticas ocurren en densidades
poblacionales bajas (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006). Es conocido también que las
bacterias endofiticas ingresan principalmente por la raiz (Ryan et al., 2008) y residen dentro
de las plantas causando diversidad de sintomas (Zinniel et al., 2002). Existen numerosas
bacterias endéfitas que han sido aisladas del xilema entre ellas la bacteria Xylella fastidiosa
que es parasita (Purcell y Hopkins, 1996). Sin embargo, la gran mayoria de bacterias
endofiticas colonizan un nicho ecoldgico similar al de los organismos fitopatdégenos, por lo

tanto algunas cepas resultan potenciales como agentes de control biol6gico (Berg et al., 2005).



Bacterias Fastidiosas Limitadas al Xilema:

El criterio de bacterias fastidiosas limitadas al xilema (XLFB) se define como aquellas
bacterias enddfitas parasitas de las traqueidas o los vasos del xilema (Purcell y Hopkins,
1996). Numerosas bacterias se han aislado a partir del xilema pero solo tres de estas bacterias
son patogenas de plantas y han sido ampliamente caracterizadas. Dos de ellas Xylella
fastidiosa y Pseudomonas syzygii son transmitidas por insectos, mientras que Clavibacter xyli
es trasmitida de forma mecénica (Purcell y Hopkins, 1996).

X. fastidiosa es la bacteria causante de epidemias de importancia econémica en la
agricultura. X. fastidiosa (Wells et al., 1987) es reconocida como una bacteria nativa de toda
América. Esta presente en 27 estados de Norte América (Goldberg, 2007), en la cuenca del
Caribe, en toda América Central, en el noroeste de Sur América (Purcell, 2005) y en éreas de
los trépicos y subtrépicos (Purcell y Hopkins, 1996).

En el Brasil se asocia a la enfermedad de la clorosis variegada de los citricos (CVC)
(Wickert, et al., 2007) con el encorchamiento de la hoja del cafeto “Coffee Leaf Scorch”
(CLS) (Lima et al., 1998, Miranda et al., 2007, Paradela Filho et al., 1995). En Costa Rica, la
enfermedad causada por la bacteria X. fastidiosa en el cafeto se la conoce como crespera
(Rodriguez, et al., 2001). Antes de ser reportada por primera vez en el Brasil, plantaciones
extensivas de cafeto fueron eliminadas. Sin embargo, la baja produccién y el deterioro de las
plantaciones no se asociaba completamente a la influencia de la bacteria sino que atribuian la
sintomatologia a otras enfermedades del cafeto como minador (Perileucoptera coffeella
Guein. & Meneville), roya (Hemileia vastatrix Berk & Br.) estrés hidrico o destruccion del
sistema radicular por nematodos (Lima et al., 1998).

La incidencia de CVC en Brasil aumento de 35.5% en el 2010, a 40.3% en el 2011,
siendo una seria amenaza para la industria citricola de este pais. La enfermedad CVC ha sido
observada en todas la variedades de naranja (chinas) conocidas (Denecke, 2005). Sin
embargo, ciertos cultivares exhiben diferentes grados de severidad. “Valencia” muestra una
alta reduccion en el rendimiento por causa de la bacteria. Ademas, el naranjo dulce, el
naranjo amargo (Citrus aurantium) y la mandarina (Citrus reticulata) son susceptibles al
CVC.



CVC no ha sido confirmada en Norte Ameérica. Sin embargo, el vector se ha
informado en Florida y todos los cultivares de citrico que se siembran en este estado son
susceptibles a la enfermedad (Brodbeck et al., 2011). De ahi que la introduccion del agente
causal de la enfermedad podria ser devastador para la produccion de citricos en Estados
Unidos (Harmon y Schubert, 2007). Por lo tanto, la mejor alternativa de controlar la
enfermedad es evitar la entrada del patdgeno a través de programas de certificacién, medidas
cuarentenarias y educando a los productores.

Por mucho tiempo el agente causal de CVC y CLS se consideré de tipo viral, hasta
que en 1970 se observaron con microscopia electronica vasos del xilema obstruidos por
bacilos. La supresion de la enfermedad usando tetraciclina permitié descartar la hipétesis de
origen viral (Aguilar et al., 2008). La bacteria fue nombrada primeramente como ‘Fastidious
xylem limited bacterium (FLXB)’. Luego, Wells et al., (1987) propusieron el nombre de X.
fastidiosa para esta bacteria y caracterizaron la bacteria como Gram negativa, limitada al
xilema, y que ataca a un amplio rango de huéspedes que incluyen a dicotileddneas y
monocotiledoneas.

Debido a su importancia como factor limitante en la industria de la citricultura
brasilera Xylella fastidiosa fue la primera bacteria de la cual se obtuvo la secuenciacion
completa de su genoma (Wickert, et al., 2007).

La bacteria es mas pequefia si se compara con otras bacterias fitopatogenas (0.2-0.5
por 1.0- 4.0 um) es de reaccion Gram negativa y de apariencia rizada (Wells et al., 1987). X.
fastidiosa es una bacteria no-flagelada, limitada al xilema, y pertenece a la familia
Xanthomonadaceae.

Davis, et al. (1978) cumpliendo con los postulados de Koch determinaron que el
agente causal del ‘Pierce disease’ de la vid es X. fastidiosa. Actualmente la vid y los citricos
son los cultivos de valor agronémico mas afectados por X. fastidiosa (Brown et al., 2002).

Varios patotipos de X. fastidiosa se han reportado como fitopatdgenos,
diferenciandolos a través de metodologias como ELISA, microscopia de contraste de fase y
de fluorescencia, crecimiento en medios de cultivo especificos, y amplificacién de segmentos
gendmicos especificos usando PCR (Minsavage et al., 1994).

La infeccién de la bacteria X. fastidiosa en cultivares susceptibles de vid causa
oclusion de los vasos del xilema por la formacion de agregados bacterianos, gomas y “tilosas”
(Fritschi et al., 2008). Del Rio et al., (2002) mostraron que las tilosas se originan a partir de
células parenquimatosas adyacentes al xilema, debida a cambios producidos en la pared

celular y esta asociada con la acumulacion de estructuras polifendlicas cristalinas y taninos.



La enfermedad del acorchamiento de hojas del cafeto (CLS) causa sintomas de
enanismo y amarillamiento de las hojas principalmente en las copas de los érboles,
acortamiento de entrenudos, reduccion del vigor y del crecimiento, y por Gltimo la muerte del
arbol (Lima et al., 1998). En cafetales de la zona central de Costa Rica se han observado
sintomas severos de CLS en las variedades ‘Caturra’ y ‘Catuai’, encontrandose reduccion del
tamafio y malformaciéon de hojas, acortamiento de entrenudos, flores y granos inmaduros
abortados, y mosaicos severos que terminaban en necrosis. Luego de realizar los anélisis
serolégicos (ELISA), se confirmd y se reporté por primera vez la presencia de la bacteria X.
fastidiosa en Costa Rica (Rodriguez, et al., 2001).

Varias hipétesis se han sugerido acerca de la patogenicidad de X. fastidiosa, siendo la
primaria la acumulacion de la bacteria y de sus exudados en los vasos del xilema, lo cual no
permite que los minerales y el agua que absorbe la planta lleguen a las hojas y a otros érganos
(Souza et al., 2006). Sin embargo, otras hipotesis estan relacionadas a la biosintesis de
proteinas y alteraciones en los niveles hormonales (Hayward y Mariano, 2006).

La bacteria se transmite a través de insectos vectores pertenecientes al orden
Homoptera familia Cicadellidae, tribus Cicadellini y Proconiini (Redak et al., 2004). El
vector es muy eficiente debido a que el periodo de latencia (desde que el insecto adquiere la
bacteria hasta que la transmision es viable) es muy corto, por ejemplo en Graphocephala
atropunctata es de solo 2 horas y tienen potencial para transmitir la bacteria en forma
semipersistente (Purcell y Finlay, 1979). EI habito alimenticio de los saltones de hoja es
generalista y han sido reportados en una amplia gama de hospederos que incluyen plantas
lefiosas y herbaceas (Lopes et al., 2003).

Los saltones de hojas vectores de X. fastidiosa tienen su nicho de alimentacion en la
savia del xilema, por esta razdn son insectos muy exitosos dentro de los ecosistemas porque
tienen baja competencia (Purcell y Hopkins, 1996). En un estudio realizado en Puerto Rico
por Marifio-Cardenas y Zapata (2009) determinaron como especies predominantes y vectores
potenciales a: Agallia pulchra, Apogonalia spp., Caribovia coffeacola y Hortensia similis,
este Gltimo es muy abundante en areas de baja humedad y puede ser encontrado desde el

nivel del mar hasta praderas de montafia (Caldwell y Martorell, 1952).



Identificacion de Bacterias:

La identificacion de una bacteria es su asignacion a un taxon segun las caracteristicas
fenotipicas y/o genotipicas y la comparacion de estas caracteristicas con los diferentes taxones
(Bou et al., 2011). Las caracteristicas a determinar y su nimero depende principalmente del
tipo de bacteria y del fin que se persigue en la identificacion.

Existen pruebas de utilizacién y oxidacion de distintas fuentes de carbono (BIOLOG®,
2001) utilizacion de fuentes de nitrégeno, produccion de enzimas y otras sustancias que se
excretan al medio de cultivo durante el crecimiento, requerimiento de nutrientes adicionales,
crecimiento en medios de cultivo especiales, utilizacién de sustratos poco frecuentes,
crecimiento a diferentes niveles de pH y temperaturas, etc. Para observar los resultados de las
distintas pruebas bioquimicas existen diversas técnicas. En muchos casos el cambio de pH
subsecuente a la utilizacion de un sustrato o a la accion de una enzima es el modo mas
sencillo y rapido de comprobar el resultado, incorporando un indicador al medio de cultivo
(Schaad et al., 2003).

Diagnostico de Enfermedades Causadas por Bacterias Fitopatégenas:

Para el diagnostico de bacterias fitopatdgenas se necesita un enfoque integrado, debido
a la gran variabilidad genotipica y fenotipica de las mismas. Las herramientas para el
diagnostico son varias como por ejemplo observacion de sintomas, microscopia, cultivo,
técnicas moleculares y serologicas. El uso de técnicas moleculares para la deteccion resulta
atil por la sensibilidad, especificidad, confiabilidad y ahorro en el tiempo del procedimiento
(Alvarez, 2004).

La mayoria de las bacterias fitopatdgenas se diseminan por material propagativo o
semillas. De ahi que los protocolos que se siguen para su diagndstico y deteccién, estan
basados en el aislamiento de las mismas a partir de semillas o extractos de plantas en medios
semiselectivos, seguido por la identificacion de las colonias por sus caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas seguido por las pruebas de patogenicidad.

Con ciertas bacterias el diagndstico preliminar es facil y eficiente, basandose en el uso
de compendios de enfermedades que atacan a los cultivos y revisando la sintomatologia. El
inconveniente de estas guias es que las listas de patdgenos deben mantenerse al dia en base a
los cambios en la taxonomia bacteriana o los avances en la investigacion de los posibles
agentes causales. Aungue los compendios son excelentes recursos conllevan al riesgo de la
simplificacion y considerar que ciertas enfermedades son causadas por ciertos agentes

causales cuando en realidad no lo son (Alvarez, 2004).



Existe una necesidad de reemplazar las pruebas largas y costosas que se realizan con
plantas por métodos seguros y rapidos para la deteccion. En este aspecto, muchas compafiias
se han dedicado a la produccion de “kits” comerciales. Ademas, se observa un movimiento
hacia el desarrollo de protocolos basados en ADN, siendo los métodos de inmudiagndstico
investigados en menor magnitud (Schaad et al., 2003).

El proceso de deteccion de bacterias patogénicas por inmunodiagnosis se basa en que
las bacterias poseen en su superficie una variedad de moléculas antigénicas como proteinas,
lipopolisacéridos, y polisacaridos extracelulares, los cuales se utilizan para producir
antisueros policlonales (Macario, 1985). Estos tienen especificidad maltiple por lo cual las
reacciones cruzadas son comunes. Desde el desarrollo del hibridoma, se direcciond la
produccion de anticuerpos monoclonales de mayor especificidad, que pueden seguir el
movimiento de cepas especificas que se originan de diferentes fuentes de inoculo en estudios
epidemiologicos.

La inmunoespecificidad de las cepas a ciertos anticuerpos monoclonales ha sido usada
para estudios taxonomicos como por ejemplo, la bacteria Pseudomonas syringae (Ovod et al.,
1997). Si se utilizan anticuerpos monoclonales o anticuerpos policlonales para ensayos de
deteccidn estos pueden desarrollarse bajo técnicas tal como conjugados enzimaticos (ELISA
enzyme linked inmunoabsorbent assay), western blot, inmunofluorescencia, o la
inmunofluorescencia de colonias tefiidas (IFC).

El procedimiento de ELISA usando anticuerpos monoclonales y policlonales, se
utiliza para varias especies de bacterias fitopatdgenas, y se han generado Kkits comerciales para
su deteccion. La sensibilidad del ELISA que va desde 10> a 10° UFC/ml es adecuada para la
identificacion de patogenos bacterianos de plantas sintomaticas y de colonias aisladas en
medios de cultivo semiselectivos (Jones et al., 1997). Si se usan amortiguadores de extraccion
que contengan EDTA (acido etilen diamino tetra acético) y una lisoenzima, la sensibilidad del
ELISA puede incrementarse en 10 veces (Alvarez, 2004).

Los dispositivos de flujo lateral usan principios similares a los del ELISA, con varios
filtros que son usados como un soporte solido para la reaccion inicial de union enzima-
sustrato. Los mas comunes son los inmunostrips (rapid inmunodetection paper assay) que se
comercializan para bacterias como Ralstonia solanacearum, Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis y Xanthomonas hortorum pv. pelargonii.
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Los ensayos de inmunofluorescencia son de uso generalizado en Europa para la
deteccion de bacterias fitopatdgenas en semillas y material propagativo, cominmente usado
para las bacterias Ralstonia solanacearum, Clavibacter michiganensis subsp sepedonicus
(Van der Wolf y Schoen, 2004).

La citometria de flujo es un proceso mejorado de inmunodiagndstico. Esta es una
técnica rapida de identificacion y deteccion de células bacterianas asi como de otras
particulas que pasan a través de una sensor que las identifica (Van der Wolf et al., 2004). Las
células son identificadas por tintes fluorescentes que se conjugan a anticuerpos especificos y
dan ciertas mediciones de pardmetros especificos debidos a la refraccion del tinte al pasar por
el sensor. Se ha aplicado para Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, Xanthomonas
axonopodis pv dieffenbachiae, Xanthomonas campestris pv. campestris, y Ralstonia
solanacearum.

La separacion inmunomagnética consiste en usar bolitas electromagnéticas
impregnadas de anticuerpos que pueden unirse a células objetivo. Estas bolitas luego pueden
ser usadas para PCR o siembra en medios semi-selectivos (Van der Wolf et al., 1997).

La hibridacion gendmica, especialmente de la regidn16s rRNA mediante la técnica de
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para la subsecuente secuenciacion y comparacion
de la molécula con las secuencias almacenadas en los bancos de genes, es el método mas
comun para deteccion de bacterias de mezclas heterogéneas o para parasitos obligados. El
método fue desarrollado por Pace con sus colegas, y la estrategia consiste en explotar la
clonacion y secuenciacion de acidos nucleidos para obtener informacion de la diversidad
microbiana (Sthal, et al., 1985). Otras metodologias moleculares incluyen la hibridacién
gendmica, los “dot-blots”, y la amplificacidbn basada en secuencias de acidos nucléicos
(NASBA) por sus siglas en inglés.

El proposito de una diagnosis rapida es confirmar la presencia de un patégeno para
establecer las medidas de control pertinentes (Alvarez, 2004). Este proceso se vuelve critico
en ciertos cultivos donde la enfermedad puede ser muy agresiva, o donde las condiciones
predisponen el desarrollo de una epidemia. Es necesario que la identificacion del patdgeno se
realice en estados tempranos del desarrollo de la enfermedad.

En el momento de realizar el diagnédstico de una enfermedad que es causada por
bacterias, se debe determinar la necesidad de realizar cultivos; a medida que los ensayos
moleculares o seroldgicos sean mas precisos esta necesidad ira disminuyendo. Sin embargo,
no cabe duda de que los aislamientos en medios de cultivo semiselectivos y las pruebas de

patogenicidad constituyen la herramienta de validacion de dichos ensayos (Alvarez, 2004).
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El crecimiento en medio de cultivo es una herramienta presuntiva de las bacterias que
estan causando una enfermedad. El conocimiento de la morfologia de las colonias, color,
forma, margen, elevacion, el tiempo de incubacion son herramientas Gtiles para discriminar
posibles agentes causales de contaminantes (Alvarez, 2004). Ciertas pruebas bioquimicas
simples como reaccion de catalasa y oxidasa, ademas del crecimiento en cultivos especificos
0 con agentes inhibidores puede ser una alternativa valida en el proceso de diagndstico y
deteccion de bacterias patogénicas.

La confirmacion final de un agente fitopatogeno lo constituye la prueba de
patogenicidad, pero esto requiere tiempo, germoplasma, condiciones Optimas y controles.
Para ciertos patdgenos la reaccion de hipersensibilidad en tabaco puede ser una excelente
opcion, pero es necesario considerar que no todos los patégenos la generan o pueden generar
una reaccion leve (Alvarez, 2004). También resulta impréctica cuando el patégeno o ciertas
cepas del patdgeno requieren un periodo de incubacion largo para generar sintomas. Otras
pruebas de confirmacion alternativas a las pruebas de patogenicidad son ensayos inmuno
diagnosticos y de analisis de ADN, siendo necesario que la informacion referente a los
organismos en experimentacion se encuentre en las bases de datos.

A pesar de la alta especificidad de la técnica de PCR, se observa que las pruebas
serologicas presentan menor error de falsos positivos en comparacion a estas porque a veces
los iniciadores o iniciadores especificos pueden no serlo por ciertas reacciones cruzadas que
pueden ocurrir.

La integracion de la informacion generada durante el diagndstico permite establecer
estudios filogenéticos y de comparacion gendmica, ya que es necesario saber los origenes de
los agentes causales para poder establecer medidas cuarentenarias u otras estrategias de
control (Alvarez, 2004).

No solo se puede confiar en una prueba de laboratorio 0 en una prueba molecular para
confirmar que el agente ensayado constituye el causante de la enfermedad. La validacion de
los métodos de serologia y técnicas moleculares como la PCR, requieren de muchos afios de
perfeccionamiento en la especificidad, y deben realizarse en una coleccién internacional de
cepas de una bacteria especifica (Alvarez, 2004).

Ademas, resulta imprescindible usar un método correcto de muestreo que represente la
realidad de lo que esta ocurriendo en el campo. En programas de certificacion fitosanitaria, es

necesario contar con datos del desarrollo de la epidemia para determinar estados de infeccidn.
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Filogenia Molecular:

Los estudios filogenéticos de los microorganismos son muy importantes porque nos
permiten conocer como se relacionan evolutivamente, en el caso de agentes fitopatdgenos con
sus vectores y sus hospederos.

La bacteriologia moderna ha realizado énfasis en la clasificacion, usando técnicas
como la determinacién de la razon G/C (guanina-citosina), cuantificando la variacion
proporcional de estos componentes en una cepa especifica, la hibridacion genémica
especialmente de la regionl6s rRNA mediante la técnica de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) para la subsecuente secuenciacion y comparacion de la molécula, y la realizacion
de los estudios filogenéticos moleculares (Ciccarelli, et al., 2006).

La funcion del ribosoma es traducir la informacidn que codifica el RNA mensajero
(mRNA) para la sintesis de proteinas. EIl ribosoma procariota esta compuesto por dos
subunidades de 30S y 50S, y cada una estd constituida por subunidades de rRNA vy
polipéptidos. La subunidad pequefia (SSU) 30S consiste de una molécula de 16S rRNA y 21
cadenas de polipéptidos, mientras que la subunidad grande 50S consiste en una de 5S y otra
de 23S con 34 cadenas de polipéptidos (Ciccarelli, et al., 2006). La zona 16S rRNA (SSU)
estd directamente relacionada a la iniciacion y la terminacion de la translacion (Snyder y
Champness, 1997), es una region altamente conservada y es moderadamente variable para la
deteccion de las relaciones evolutivas.

La caracterizacion del gen 16S rRNA es estdndar para establecer relaciones
filogenéticas y esta zona permite la identificacion de familia, género y especie de individuos
pertenecientes al Dominio Bacteria (Ward, 2002). La comparacion de las regiones
secuenciadas pertenecientes al gen 16S rRNA es usada en la ecologia microbiana y en la
fitopatologia, porque provee suficiente informacion para el analisis de relaciones filogenéticas

cercanas Yy distantes entre bacterias (DeLong y Pace, 2001).
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El Cultivo del Cafeto:
El cafeto pertenece a la familia Rubiaceae, y tiene su centro de origen en Etiopia en el

nororiente de Africa. Existen mas de 70 especies (Denecke, 2005) de las cuales arabica y
canephora son ampliamente cultivadas a nivel mundial.

En Puerto Rico, el cultivo del cafeto es importante desde el punto de vista economico
ecoldgico y social. En los Gltimos afios diversos factores han causado el incremento de los
costos de produccion: insumos, escasez de mano de obra, regulaciones ambientales, y el
control de la broca del cafeto, Hypotenemus hampei, Coleoptera: Scolytidae (Flores, 2011)

El cafeto se siembra generalmente bajo dos sistemas: a sol y bajo sombra. Datos
histéricos indican que en Puerto Rico el cafeto bajo sombra incrementé de 7000 ha en 1828 a
cerca de 77,000 ha en los inicios del siglo XX (Vicente-Chandler, 1968). A finales de los afios
50 algunas plantaciones fueron abandonadas principalmente por la falta de renovacion de las
plantaciones que conllevo a tener plantaciones con arboles viejos (mas de 30 afios) y al
desconocimiento de la composicion y densidad necesaria para la sombra, que conllevo a tener
plantaciones bajo sombra densa con la consecuente baja produccion de los cafetos
establecidos.

Posteriormente en la década del 60 y 70, empezo el establecimiento del paradigma de
la “revolucion verde” planteado por Norman E. Borlaug. Siguiendo este paradigma el
Departamento de Agricultura de Puerto Rico comenzo a promocionar el cafeto bajo sol, con
germoplasma mejorado, mayores densidades de siembra, altas dosis de fertilizante y
encalamiento y control quimico de malezas plagas y enfermedades (Arango-Argoti, 2007).

Los problemas asociados a la siembra de cafeto a sol son: deforestacion, pérdida de
habitaculo para la vida silvestre y aves migratorias, erosion y pérdida de la capa arable de los
suelos, pérdida de germoplasma nativo por el establecimiento de variedades de alto
rendimiento entre otros.

Una alternativa al modelo del cafeto a sol es el modelo de cafeto bajo sombra; bajo
estos sistemas agroforestales de alto dinamismo, basados en principios ecoldgicos, se
diversifica la produccion, y se generan beneficios a nivel ambiental, economico y social (Nair
et al., 2009).

Los sistemas agroforestales permiten simular las condiciones y relaciones ecoldgicas
naturales del bosque nativo, combinando componentes forestales con agricultura; asi se puede
conservar y mejorar sosteniblemente la capacidad productiva de los suelos, mantener una

diversidad biotica, y tener una productividad mas alta (Ekkehard, 1992).
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Tanto la investigacion reciente, como las experiencias de los agricultores de muchas
partes del mundo, demuestran que los agro-ecosistemas de cafeto bajo sombra tienen un gran
potencial para la conservacion de especies tropicales de plantas y animales, ademas de
producir cafeto de muy buena calidad (Mendez y Bacon, 2007).

Los sistemas agroforestales, donde se asocia el cafeto con arboles sembrados en forma
planificada, pueden ser una solucién potencial para el manejo y conservacion de la
biodiversidad dentro de los paisajes agricolas. La caracterizacion de los sistemas
agroforestales debe brindar elementos de andlisis para la toma de decisiones en la
composicidn, arreglo, manejo, productos y servicios agroforestales (Ospina, 2006).

Aproximadamente un 30% de las explotaciones cafetaleras ubicadas en el pais se
encuentran sometidas a un manejo bajo arboles de sombra (Schréder, E. comunicacion
personal) con predominancia de arboles de la familia Leguminosae (Inga sp., Erythrina sp.,
Cajanus cajan, Gliricidia sp., entre otras). Ademas se utilizan bananos (Musa sp.), citricos
(Citrus sp.), y especies maderables como Moca (Andira inermis), roble (Quercus sp.), laurel
(Cordia alliodora) con el mismo fin.

Algunos estudios se han llevado a cabo sobre la factibilidad ecologica del cafeto bajo
sombra; recalcando la importancia de este agro-ecosistema como refugio para las aves
migratorias. Los estudios de la Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia indican que en
la region andina han registrado 290 aves entre migratorias y residentes en estos agro-
ecosistemas, al menos 32 especies migratorias de Norteamérica usan el area cafetalera como
corredores biologicos hacia bosques nativos (The Nature Conservancy, 2011).

Las regiones de Mesoamérica, Islas del Caribe y Colombia poseen habitaculos
importantes de descanso y alimentacidn para las aves migratorias. Estas aves son solo uno de
los grupos de organismos que habitan en las fincas de cafeto con sombra, ciertos insectos,
anfibios, y plantas como orquideas, se refugian en este habitaculo debido a la falta de bosques
primarios y secundarios (Philpott et al., 2008).

A pesar de las ventajas ecoldgicas que presenta la alternativa de siembra de cafeto bajo
sombra, existe una disminucion en la produccion cuando se siembra de esta manera. Vicente-
Chandler et al., (1968) reportaron que los rendimientos de cafeto se reducen

aproximadamente en un 40% cuando se utilizaba 30% de sombra en los cafetales.
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Arboles Asociados al Cultivo de Cafeto:

Citricos:

Los sistemas de cafetos bajo sombra generan una gran cantidad de productos agricolas
en adicion al café (U.S. Fish and Wildlife Service, 2009). En los policultivos tradicionales de
los agricultores de Puerto Rico, ellos asocian los citricos al cultivo del cafeto.

La ventaja de la asociacion del citrico al sistema de cafeto bajo sombra es que aportan
biomasa al sistema, aportan un ingreso adicional al agricultor, ayudan a controlar las malezas
debajo del cultivo, ademas de las ventajas ecoldgicas asociadas al policultivo tradicional.

En el caso del sistema cafeto-citrico donde la salida del nitrdgeno por cosecha es
mayor, si la cantidad de fertilizante es la misma que la aplicada en el sistema cafeto-
leguminosa, se esperaria que las reservas de nitrégeno disponibles sigan disminuyendo del
suelo; por lo tanto estos sistemas de multiproposito deben ser estudiados desde los puntos de
vista agrondémico de calidad de suelos y fitopatolégico.

Existen bacterias endoéfitas en los citricos que al colonizar nichos ecologicos similares
con los agentes fitopatdgenos y pueden interactuar con ellos. Las investigaciones han
mostrado que algunos microorganismos endofitos aislados de tejidos vegetales desinfectados
superficialmente exhiben potencial como biocontrol contra los fitopatégenos (Lacava et al.,
2004).

En el trabajo realizado por Lacava et al., (2004), al aislar endofitos a partir de ramas y
hojas del naranjo encontraron a las bacterias Bacillus pumilus, Curtobacterium
flaccumfaciens, Enterobacter cloacae, Methylobacterium extorquens, M. mesophilicum,
Nocardia sp., Pantoea agglomerans, Streptomyces sp. y Xanthomonas campestris. Estos
autores encontraron también que la comunidad de endéfitos aislados a partir de hojas fue
mayor que en ramas, lo que sugiere que estas Gltimas son un nicho preferencial para las
bacterias endofiticas en las naranjas y mandarinas.

Araujo et al.,, (2002) y Lacava et al., (2004) encontraron una interaccion entre
Methylobacterium spp., y los sintomas de CVC. La bacteria Curtobacterium flaccumfaciens
también mostrd potencial antagonista contra Xylella fastidiosa.

Leguminosas:

Los arboles utilizados para dar sombra al cultivo del cafeto pueden jugar un papel muy
importante en el ciclo del nitrdgeno, debido a que aportan cierta cantidad de N al suelo a
través de la caida de hojarasca, la produccion de residuos de raices y la fijacion bioldgica para
el caso de leguminosas (Roskoski, 1982). De esta forma, representan un factor importante

para el mantenimiento de la fertilidad de los suelos y la sostenibilidad del sistema.
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Dentro de las leguminosas utilizadas como sombra en el cultivo de cafeto en Puerto
Rico estan Inga vera y Andira inermis que junto con los citricos sumaban el 52.5% del indice
de importancia (Arango-Argoti, 2007). El cafeto bajo sombra permite una eficiencia
fotosintética mayor que a pleno sol, debido a que ésta disminuye cuando en la superficie de
las hojas alcanza una temperatura de 25°C, mientras que en el sistema a pleno sol la
temperatura de las hojas alcanza 35-45°C en aquellas localizadas en el tercio superior del
arbol.

Las especies del género Inga sp. son importantes para el sistema no solo por la
sombra que proporcionan a los cafetos, sino también porque pueden compensar las
exportaciones de N requeridos en la obtencion de cafeto (Aranguren et al., 1982). RoskoskKi
(1982) report6 una fijacion de nitrégeno de mas de 40 kg /ha afio en cafeto con sombra de la
leguminosa Inga jinicuil, equivalente al 53% de la cantidad de fertilizante nitrogenado
aplicado anualmente.

Las ventajas que tienen los sistemas agroforestales de cafeto bajo sombra con Inga sp.,
son una reduccion en la emergencia de malezas, ahorrando el gasto de la limpieza anual de
malezas (Romero et al., 2001). Por muchas décadas la simplificacion de los sistemas
agroforestales bajo sombra se han idealizado como modelos que incrementan los niveles de
produccién del cafeto.

En paises cafetaleros como México, los productores reemplazan los sistemas de alta
diversidad por sistemas de baja diversidad y usan solo Inga sp. Esta practica se supone que
provee ciertas ventajas como mayor fijacion biolégica de nitrogeno. Sin embargo, el efecto de
los diferentes sistemas es poco conocido (Perfecto et al., 1996).

Romero et al., (2001) en un estudio agroecolégico, encontraron que no hubo efecto del
tipo de sombra al comparar sistemas de baja diversidad con Inga sp. y sistema de alta
diversidad en cuanto a la cantidad de grano producida Yy en los nutrientes del suelo. Se
encontré también gque la materia organica en los sistemas de alta diversidad, se correlacion6
positivamente con el nitrégeno total, indicando que la adicion de biomasa en los sistemas de
alta diversidad es mayor en relacién a un sistema de baja diversidad de Inga sp.

Ademas, un sistema de alta diversidad se puede certificar como sistema amigable con
las aves migratorias. Sin embargo un estudio realizado en Hawaii con arboles de cafeto
asociados con Leucaena sp. mostrd que el tamafio del grano se incrementaba en los
tratamientos con sombra versus el testigo a sol, demostrando que el sistema de produccién
con Leucaena era 6ptimo tanto por la productividad como por el tamafio del grano obtenido
(Youkhana, 2010).
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MATERIALES Y METODOS

Lotes Experimentales:

Se seleccionaron parcelas experimentales sembradas con una variedad de cultivares de
cafeto de aproximadamente 5 a 6 afios de edad, todas fueron de la especie Coffea arabica. Se
obtuvieron muestras de los cultivares: Catuai, Catimor, Caturra (Puerto Rico), Mundo Novo,
Borbdn, Limani, Libérico, y seleccion Paca. Para los arboles multipropésito, se tomaron
muestras de Guaba o0 Guama (Inga sp.), Moca (Andira innermis), Gliricidia sp. y Citrus sp.

Las parcelas de sombra y a sol de Jayuya y Yauco se ubicaron a mayor altitud, frente a

las parcelas de Las Marias que se ubicaron a menor altitud (tablal)

Tabla 1.- Altitud de las fincas de cafeto muestreadas de Puerto Rico.

Localidad Tipo de sombra m.s.n.m’
Adjuntas Alta diversidad 637
Baja diversidad 779
A Sol 757
Jayuya Alta diversidad 816
Baja diversidad 947
A Sol 891
Las Marias Alta diversidad 563
Baja diversidad 445
A Sol 542
Yauco Alta diversidad 946
Baja diversidad 935
A Sol 918

"Metros sobre el nivel del mar obtenidos con el GPS Garmin CS 60 (Olathe, Kansas, USA).

Estudio I: Muestreo de Bacterias de Arboles Sintomaticos y Asintomaticos.

Disefio Experimental y Muestreo de Arboles:

En un primer estudio se tomaron muestras de arboles asintomaticos y sintomaticos de
cafeto con el fin de caracterizar y contrastar las bacterias endofiticas aisladas a partir de estos
en condiciones de campo. La sintomatologia que se busco fue ramificacién anormal con
acortamiento de ramas y entrenudos, lignificacion y hojas pequefias, dando la apariencia de

escobilla de bruja o roseta.
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El muestreo se realizd sobre 66 arboles de cafeto de los cuales 26 presentaron
sintomas y 40 fueron asintomaticos, en el periodo entre febrero — agosto 2010, visitando
fincas con varios tipos de manejos de sombra y a sol, en cuatro localidades (i) Adjuntas, (ii)
Jayuya, (iii) Las Marias y (iv) Yauco. De cada arbol se recolectaron cinco hojas para obtener
las nervaduras y tres ramas de 5 a 6 cm de largo.

Procesamiento de Muestras:

Las muestras se procesaron en el laboratorio de Bacteriologia del Departamento de
Cultivos y Ciencias Agro-ambientales, Universidad de Puerto Rico, Recinto de Mayaguez.
Las ramas y nervaduras de las hojas se lavaron con jabon liquido diluido y se eliminaron todo
tipo de insectos y epifitas con la ayuda de cepillos estériles.

Las muestras se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 0.0525 %
durante un minuto, etanol al 70 % por un minuto, y para remover el agente desinfectante los
segmentos se lavaron tres veces con agua destilada estéril. Los segmentos se cortaron sobre
amortiguador de extraccion (CINa 8 g/l, K;HPO,4 1.15 g/l, KH,PO,4 0.2 g/l, Tween 20 0.5 g/l
Polyvinyl prolidone PVP-40 6 g/l (D. Hopkins en Schaad et al., 2001), en condiciones
asépticas, para evitar la oxidacion de los tejidos.

Posteriormente los segmentos se colocaron en medio PW (periwinkle) liquido
(Soytone 4 g/l, Triptone 0.5 g/l, K;HPO,4 0.6 g¢/l, KH,PO,4 0.5 g/l, MgSO4.7H,0 0.4 gll,
(NH4)2HPO,4 0.8 g/l, Almiddn de papa 2 g/l, L-Histidine HCI 1 g/l, L-glutamina 4g/l, Suero
bovino con albumina 3 g/l, Hemin chloride 10 mg/Il, Phenol 20 mg/l, Cycloheximide 50 mg/I)
por treinta minutos al ambiente, y luego en la nevera a 4°C hasta el proximo dia (D. Hopkins
en Schaad et al., 2001).

Al dia siguiente se tomo6 una alicuota de 100 ul de la suspension preparada con el
tejido vegetal, y se colocé en una placa de dimensiones 100 x 15mm con medio PW sdlido.
Las placas se incubaron a 28 °C y el crecimiento de las bacterias fue evaluado por un mes.

Se purificaron las colonias que crecieron, transfiriendolas tres veces consecutivas; para
ello se escogié una colonia representativa de acuerdo a su frecuencia, forma de la colonia,
forma del margen, elevacion y color.

Se evalud el crecimiento de todas las cepas en medio Tripticasa Soya Agar (TSA)
caseina de digestion pancreatica 7.5¢/l, soya de digestion enzimatica 2.5¢/l, cloruro de sodio
2.5¢/l y agar 7.5¢/1 (Becton Dickinson, Maryland, USA). Se asignaron cddigos numéricos a

las cepas purificadas.
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Se contabilizaron las colonias viables en placa (que representa a un arbol muestreado)
y se generaron los valores de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Los
datos de UFC/ml obtenidos en nervaduras de las hojas y ramas se transformaron con el
logaritmo en base 10 de la variable mas uno [[Y' =log (Y + 1)]] con el fin de ajustar los
errores a la curva normal. Ademas se determinaron el nimero total de cepas fenotipicamente
diferentes por placa que corresponde a un arbol (una medida de diversidad).

Caracterizacion Morfoldgica y Bioguimica de las Poblaciones Bacterianas:

Las cepas bacterianas se caracterizaron morfolégicamente tomando datos de
morfologia celular, cambio de color del medio PW, margen, borde, configuracién, color y
didmetro de las colonias (Schaad et al., 2001). Para la caracterizacién bioquimica se
realizaron las siguientes pruebas: prueba de hidroxido de potasio (KOH) al 3% (prueba
indirecta de la reaccion Gram), catalasa que distingue bacterias aerobicas versus anaerobicas y
la prueba de oxidasa que distingue entre bacterias entéricas versus no entéricas. La prueba de
tincion de esporas se realizo en ciertas bacterias Gram-positivas.

Andlisis Estadistico:

Para determinar si hubo asociaciones entre cepas de comportamiento fastidioso frente
a la sintomatologia se utilizo la prueba de chi cuadrada. Cepas de comportamiento fastidioso
fueron: Gram negativa (Gram-), sin capacidad de ser cultivada en medio TSA (TSA-) y con
capacidad de ser cultivada en medio (PW+). Los datos analizados con chi cuadrada fueron los
conteos de cepas de comportamiento fastidioso versus el resto de cepas, clasificados como
presentes en arboles sin versus con sintomas.

Los datos de log UFC/ml y el nimero de cepas fenotipicamente diferentes por placa
fueron analizados usando andlisis de varianza (ANOVA). El modelo fue un disefio

completamente aleatorizado con dos tratamientos sin y con sintomas
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Estudio I1: Efecto de Afio, Epoca, Localidad y Tipo de Sombra.

Disefio Experimental y Muestreo de Arboles:

Para contrastar las poblaciones de bacterias endofiticas aisladas de arboles de cafeto y
arboles de propdsito multiple segtn la localidad, manejo de sombra, época y afio, se realizo
un segundo estudio en las mismas localidades donde se desarroll6 el estudio 1.

En cada localidad se identificaron tres fincas con tres diferentes tipos de manejo (i)
sombra con alta diversidad de especies, (ii) sombra con baja diversidad de especies, y (iii) a
sol. En cada finca se definieron cinco parcelas (repeticiones). Se utilizé un GPS Garmin CS60
(Garmin International, Olathe, Kansas, USA) para geo-referenciar los arboles en las parcelas.

La forma de las parcelas vari6 dependiendo de la disposicion de los arboles en el
campo de rectangular a alargada. EI muestreo se realiz6 en la época seca (diciembre a mayo)
y en la época lluviosa (junio a noviembre) en dos afios (afio 1: mayo 2010- junio2011; afio 2:
junio 2011-mayo 2012).

En cada fecha de muestreo dentro de cada parcela, se selecciono un arbol de cafeto,
uno de Inga sp. y uno de Citrus sp. excepto en las parcelas del manejo a sol donde solo se
seleccionaron cafetos. De cada arbol se recolectaron cinco hojas para obtener las nervaduras y
tres ramas de 5 a 6 cm de largo. Ademas se muestrearon arboles de otras especies cuando
estuvieron presentes como Moca, Gliricidia y Carbonero.

Para cafeto se colectaron muestras que presentaban sintomas como: ramificacion
anormal con acortamiento de ramas y entrenudos, lignificacion y hojas pequefias dando la
apariencia de escobilla de bruja y algunos de roseta. Para los arboles de proposito maltiple se
colectaron muestras con sintomas como marchitez apical, muerte descendente, moteado,
amarillamiento intervenal y dafio de insecto.

Para caracterizar las parcelas y obtener ciertos datos generales de las localidades en
estudio, se utilizd un GRS densitometer (Arcata, California, USA) con el fin de medir el
porcentaje de cobertura de la sombra sobre el cafeto. Se midio la irradiacion recibida con el
digital light meter Extech modelo LT 300 (Whaltham, Massachusetts, USA). Ademas se
usaron tarjetas “logtag recorders” de la compafiia MicroDAQ, Ltd. (Contoocook, New
Hampshire, USA) con el fin de colectar datos de temperatura en el campo.

Procesamiento de Muestras:

Las muestras se procesaron siguiendo el mismo protocolo que el detallado en el estudio I.
Caracterizacion Morfoldgica y Bioquimica de las Poblaciones Bacterianas:

Las cepas bacterianas se caracterizaron siguiendo el mismo protocolo que el detallado en el

estudio I.
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Anélisis Seroldgico:

Se utilizo el ‘Pathoscreen Kit’: DAS-ELISA para X. fastidiosa (Agdia Elkhart,
Indiana, USA). Este ensayo se aplicé a un grupo de las bacterias Gram negativas y a las
nervaduras y ramas de cafeto, Inga sp. y Citrus sp., muestreados que presentaron la
sintomatologia de acortamiento de entrenudos, amarillamiento, hojas deformes, ramificacion
anormal, marchitamiento y muerte descendente, amarillamiento intervenal y dafio de insecto.
El protocolo que se utiliz6 correspondi6 al de la casa comercial con las siguientes
modificaciones:

Se tomaron cinco nervaduras principales de las hojas y tres ramas, se maceraron
separadamente en una proporcion (1tejido:10 amortiguador). El amortiguador fue “general
extraction buffer” GEB (sulfito de sodio 1.3 g/l polyvinylpyrrolidone 20 g/l, azida sodica 0.2
g/l, albumina de huevo 2 g/l y Tween-20 20 g/l). Las muestras se cernieron con una malla
fina (cheese cloth) y se centrifugaron a 4000 rpm por 5 minutos.

Para los cultivos bacterianos se crecieron durante 48 horas o0 mas dependiendo del
periodo de incubacion, se diluyeron 1ul en 500 ul de GEB se agitaron en vortex por 5
segundos y se incubaron por una hora, agitandose cada media hora, se colocaron 100 ul de
muestras y de los controles en los pocillos. Desde aqui, se continué con el protocolo de la
casa comercial.

Se examind la placa para ver cambios en color, a una longitud de onda de 650 nm. Se
consideraron resultados positivos aquellos de color azul con absorbancia mayor a 0.7 A.
Andlisis Estadistico:

Los datos de UFC/ml, el nimero total de cepas fenotipicamente diferentes por arbol
fueron analizados usando ANOVA. Se analizaron los datos de cada especie (cafeto, Inga y
citrico) separadamente. Para cada una de las cuatro combinaciones de época y afio, se utilizo
un modelo completamente aleatorizado con cinco repeticiones con un arreglo factorial de tres
tipos de sombra (sombra de alta diversidad, sombra de baja diversidad y control a sol) por
cuatro localidades (Adjuntas, Jayuya, Las Marias y Yauco). Adicionalmente, para cada
localidad se realiz6 ANOVA en modelo completamente aleatorizado con un arreglo factorial
de tres tipos de sombra por dos épocas (sequia y lluvia) por dos afios (2010-2011 y 2011-
2012). Ademas se utilizo la prueba de t pareada para determinar si existieron diferencias en
los niveles de UFC/ml y cepas/ arbol obtenidos de nervaduras de hojas versus ramas.

Se utiliz6 prueba de chi cuadrado para determinar si existio asociacién entre las cepas
de caracteristicas fastidiosas frente a localidades, o entre cepas fastidiosas y manejo de

sombra.
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En cafeto, se utilizé la prueba de chi cuadrado para analizar el efecto de afio, época
localidad y tipo de sombra sobre la presencia o no de arboles sospechosos de estar infectados
con X. fastidiosa. Para realizar el analisis se contaron el nimero de muestras con y sin valor

de absorbancia mayor o igual a 0.7A (definido como lectura sospechosa).

Estudio I11: Distribucion Espacial de arboles sospechosos para X. fastidiosa

Muestreo de Arboles:

Se realiz6 una investigacion en cuatro localidades (i) Adjuntas, (ii) Jayuya, (iii) Las
Marias y (iv) Yauco, en parcelas con distinto tipo de manejo de la sombra y al sol, con el fin
de establecer la distribucion espacial de arboles sospechosos de estar enfermos con la bacteria
X. fastidiosa en el agro-ecosistema del cafeto.

El muestreo se realizo en el periodo de febrero 2010- junio 2012. Se seleccionaron
cafetos que presentaban ramificacion anormal con acortamiento de ramas y entrenudos,
lignificacion y hojas pequefas dando la apariencia de escobilla de bruja y algunos de roseta.

Para Inga sp. y Citrus sp., se colectaron muestras con sintomas como marchitez apical,
muerte descendente, moteado, amarillamiento intervenal y dafio de insecto. Se geo-
referenciaron 348 arboles entre cafeto, Inga sp. y Citrus sp. Para ello se utilizd un GPS
Garmin CS60 (Garmin International, Olathe, Kansas, USA).

Analisis Serologico:
Las muestras se procesaron siguiendo el mismo protocolo utilizado en el estudio I1.
Mapeo y Generacion de Conglomerados Espaciales:

Se generaron mapas de Geo-referenciacion usando los valores de absorbancia a 650
nm en la prueba DAS-ELISA para X. fastidiosa con la siguiente categorizacion: puntos de
color verde (0.02-0.1 A) amarillo (0.11-0.4 A) naranja (0.41-0.69 A) y rojo ( > 0.7 A). Se
utiliz6 un GPS Garmin CS60 (Garmin International, Olathe, Kansas, USA) para tomar los
puntos de referencia de los arboles muestreados. Se utilizé el programa: Explorer ArcGIS
online software Environmental Systems Research Institute, Inc. (Redlands, California, USA).

Con el propésito de determinar la distribucion espacial de los arboles sospechosos de
estar infectados con la bacteria segun los resultados del ensayo de DAS- ELISA para X.

fastidiosa, se utilizo el software SaTScan version 9.1.1. (Kulldorf, 2009).
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Se ingresaron tres archivos al programa que contenian informacion referida al punto
de coordenadas, el archivo de casos que correspondié a los valores de absorbancia en la
prueba de DAS-ELISA iguales o superiores a 0.7 A de nervaduras de las hojas o de las ramas
0 ambas, y el archivo de controles que correspondi6 a las lecturas obtenidas de nervaduras de
hojas y ramas de los &rboles geo-referenciados con lecturas de absorbancia menores de 0.7 A.

La identificacion de conglomerados de la distribucion espacial se realizd con el
modelo de probabilidad de Bernoulli presente en el software SatScan, donde la variable es la
presencia de casos (representan a los arboles donde la absorbancia fue mayor de 0.7 A en
nervaduras de las hojas, o en ramas, 0 en ambas) versus los controles (que representan a los
arboles donde las lecturas de absorbancia en hojas o ramas fue menor a 0.7 A). Se usaron 999
iteraciones de acuerdo al método de Monte Carlo, para generar inferencias estadisticas.

El riesgo relativo se determino de acuerdo a un cociente de probabilidades. Se obtuvo
la razén de la probabilidad de un evento dentro del conglomerado sobre la probabilidad del
evento fuera del conglomerado, méas un factor de correccion (Kulldorf, 2009).

Estudio 1V: Analisis Conglomerado

Para las cepas de comportamiento fastidioso (Gram- TSA- PW+) obtenidas de los
estudios I, I1, y 11, se generaron varios agrupamientos usando un analisis de conglomerados
jerarquico. El algoritmo de agrupamiento escogido fue Gower y la distancia seleccionada fue
Ward (Raul Machiavelli informacion personal, 2011). Se definié los conglomerados por

medio de una linea de corte al 50% de la distancia maxima.

Estudio V: Aislamiento de ADN y Técnica de PCR
Aislamiento de ADN y PCR de Cepas Bacterianas:

Una muestra de las cepas bacterianas de comportamiento fastidioso (Gram- TSA-
PW+) se utilizd para extraer el ADN, usando el Kit wizard genomic DNA purification de la
compafiia Promega (Madison, Wisconsin, USA), segun las indicaciones del fabricante.
Ademas se utilizd el kit de purificacion para ADN de bacterias “capture column” de la
compafiia Qiagen (Valencia, California, USA) segun especificaciones del fabricante.

Se usd PCR convencional para amplificar segmentos de ADN de los aislados que
tenian potencial de ser Xylella fastidiosa, es decir solo con aquellas cepas que presentaron las
caracteristicas de crecimiento fastidioso (Gram- TSA- PW+). Se utilizd el protocolo de

Minsavage et al., (1994), con las modificaciones de Pooler et al., (1997).
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Para amplificar los segmentos de DNA de las bacterias endofiticas, se utilizd
iniciadores universales para bacterias 27F 5’-AGAGTTTGATC(A,C)TGGCTC AG-3’ y
1492R 5’-TACGG(T,C)TACCTTGTTACGACTT-3’ (Lane, 1991) con 0.6 ul de cada uno, a
la concentracion de 50 pmol/ul, desoxiribonucle6tidos 0.75 ul por reaccion, Taq polimerasa
0.15 unidades por reaccion, MgCl, 3 ul por reaccion, Suero bovino con albumina 0.6 ul por
reaccion, buffer 1X 3 ul por reaccion y agua molecular 20.3 ul.

Se utilizé un termociclador Bio Mycycler de la compafiia Bio-Rad laboratorios Inc.
(Hercules, California, USA), los ciclos y tiempos de amplificacion fueron: un ciclo inicial de
desnaturalizacién: 94°C por cinco minutos, seguido por 25 ciclos de: desnaturalizacion 94°C
por un minuto, apareamiento: 53°C por un minuto, extension: 72°C por tres minutos, seguido
por un ciclo final de extension de 72°C por 10 minutos.

El Gel de calidad se realizd con agarosa a concentracion de 1%, y adicionando 2 pl de
bromuro de etidio. Se colocaron 4ul del producto de la extraccion, y 4ul de “loading buffer”.
En el primer pozo se colocd 5 ul del marcador o ladder de 10 kbp (IDT Technologies
Coralville, lowa, USA). Se dejo correr por 40-60 minutos a 75-100 voltios.

Otra reaccion en cadena de la polimerasa fue realizada en la clinica de diagnostico de
la Estacion Experimental Agricola de Juana Diaz como se describe a continuacion: los
iniciadores:  272-1-int:5°CTGCACTTACCAATGCATCG3* 'y 272-2-int:3’GCCGCTT
CGGAGAGCATTCCTS’(IDT Technologies, Coralville, lowa, USA) previamente hidratados
en amortiguador TE, se diluyeron colocando 2 ul de cebador 100x en 198 ul agua molecular
llegando a la concentracion 1X. La formula para la reaccion fue: Go Tag Master Mix (12.5
ul), cebador 272-1 (2.5 ul), cebador 272-2 (2.5 ul), 5 ul de producto de ADN, y 2.5 ul de
agua molecular, para un total de 25 ul de reaccion (Pooler y Hartung, 1995).

Para la amplificacion del ADN se utilizé un termociclador (Modelo T 3000, Biometra,
Rudolf-Wissell-str, Goettingen). Los tiempos y ciclos de amplificacién fueron: ciclo de inicial
de desnaturalizacion a 94°C por cuatro minutos, seguido por 30 ciclos amplificacion de: 94°C
por un minuto, 62°C por un minuto y extensién: 72°C por 1 minuto, seguido por una
extension final de 72°C por 10 minutos (Lacava et al., 2004).

El Gel de calidad se realizd con agarosa a concentracién de 0.8% a 1%, y
adicionando 2 ul de bromuro de etidio. Se colocaron 4 ul del producto de la extraccion, y 4 ul
de “loading buffer”. En el primer pozo se colocd 5 ul del marcador o ladder. Se dejo correr

por 40-60 minutos a 75-100 voltios.
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Se enviaron cepas bacterianas y productos de extraccion provenientes de cepas
bacterianas al USDA- “Agricultural Research Center” Beltsville-Maryland, para realizar PCR
con el fin de confirmar los supuestos postivos para Xylella fastidiosa (Gram-, Catalasa+,
Oxidasa-) y de crecimiento fastidioso (PW+,TSA-). Los protocolos utilizados en este
laboratorio fueron CVC Cox y XF 16S Cox, que son protocolos especificos para esta
bacteria.

Aislamiento de ADN y PCR de Muestras Vegetales:

Se realizd la extraccién de ADN gendmico a partir de ciertas muestras vegetales que
presentaban sintomatologia similar a “crespera” (Rodriguez et al., 2003) y que presentaron
valores de absorbancia superior a 0.7 en la prueba DAS-ELISA para Xylella fastidiosa. Se
utilizo el kit “Plant Mini Kit” de la compafiia Qiagen (Elkhart, Indiana, USA) segun las
especificaciones del fabricante. Al igual que para la extraccion realizada en las cepas, los
productos de extraccion obtenidos fueron enviados al USDA “Agricultural Research Center”
Beltsville-Maryland, para realizar PCR con el fin de diagnosticar la presencia de la bacteria

Xylella fastidiosa.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones Generales en los Estudios:

La precipitacion total en el afio 1 fue mas alta en comparacion al afio 2 (tabla 2). El
afio 2 fue més caluroso que el afiol. Méas informacién de la precipitacién separada por meses
para Adjuntas, Jayuya, Las Marias y Yauco se presenta en los anexos 1, 2, 3 y 4,
respectivamente.

Las parcelas que contenian los tratamientos de sombra (sombra de alta diversidad de
especies y sombra de baja diversidad de especies) fueron muy diferentes en relacion al
manejo, a la cantidad de irradiacion solar recibida en el dosel del cafeto (excepto en Las
Marias) (tabla 3) y en el porcentaje de cobertura (tabla 4) frente a las parcelas a sol. Por esta
razon, se consideran como comunidades biologicas distintas que poseen una variacion

intrinseca la que podria estar interactuando con los factores en estudio.

Tabla 2.- Resumen de precipitacion total y temperatura promedio en cuatro localidades de
Puerto Rico periodo 2010-2012.

Afio 1: 2010-2011 Afio 2: 2011-2012
] Temperatura Precipitacion Temperatura  Precipitacion
Localidad Epoca®!  °C (mm) °C (mm)
Adjuntas  seca 20.8° 700 20.8° 820
lluviosa  22.5° 1950 22.6° 1600
Jayuya seca 20.8° 720° 20.3° 720°
lluviosa  25.5 1200’ 29.34 1200’
Las seca 23.5° 810 20.7° 410
Marias lluviosa 22.9 1970 30.4* 1770
Yauco seca 17.7? 910 19.0° 610
lluviosa  n/d 1720 29.5% 1110

T
2
3

seca dic-may lluviosa jun-nov

promedio de febrero a marzo 2011 datos tomados con logtag en las parcelas muestreadas

promedio de diciembre2011 y enero 2012 a mayo 2012 datos de log tag en las parcelas muestreadas
*oromedio noviembre y junio 2011 datos tomados con log tag en las parcelas muestreadas

>datos de temperatura fuente http://weather.com/climate/annualClimo-USPR0001

®normales de precipitacion periodo 1939-2002.

datos de precipitacion obtenidos de Southeast regional climate center (SERCC)
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En las parcelas a sol de Adjuntas, Jayuya y Yauco el nivel de irradiacion fue similar y
el porcentaje de cobertura fue bajo (tabla 3). Debido a fallas en el equipo no fue posible
obtener datos con el luxdmetro en las parcelas a sol de Las Marias. En estas parcelas el
porcentaje de cobertura fue muy alto (tabla 4), debido a que la estructura del dosel de los
arboles fue diferente porque la forma de poda hace que los arboles se unan en la parte superior
del dosel y formen una estructura completamente sombreada debajo de los cafetos.

Para las parcelas de baja diversidad y alta diversidad, los porcentajes de cobertura
fueron altos y similares para las localidades de Jayuya, Adjuntas, Las Marias y Yauco (tabla
4). El valor de irradiacion recibida en el dosel fue bajo (tabla 3), aunque no se pudo obtener
datos para las parcelas de Las Marias.

Las parcelas a sol y de baja diversidad en la localidad de Adjuntas son muy cercanas
(240 metros de distancia) y siguen un patron de manejo convencional con aspersiones de
herbicidas y controles fitosanitarios con insecticidas. Las parcelas que estuvieron mas alejadas
correspondieron a la localidad de Jayuya donde hay una distancia de 12 km entre el control a
sol y las parcelas de alta diversidad.

Tabla 3.- Irradiacion minimo, maximo y promedio en las algunas de las parcelas
muestreadas.

Klux!
Localidad  Tipo sombra Minimo Maéaximo Promedio
Adjuntas A sol 50.40 109.80 80.58
Jayuya A sol 80.10 91.20 85.65
Yauco A sol 14.80 137.90 83.33
Jayuya Alta diversidad 4.34 9.90 7.02
Adjuntas Baja diversidad 2.20 19.29 6.82
Jayuya Baja diversidad 4.70 19.10 9.87
Yauco Baja diversidad 1.10 20.60 6.48

Valores tomados con el Luxémetro Extech Mo.LT 300 (Whaltham, Massachusetts, USA)



Tabla 4.- Porcentaje de cobertura en las parcelas muestreadas.

Localidad Tipo de sombra % Cobertura’
Adjuntas Control Sol 0.0
Adjuntas Baja Diversidad 92.7
Adjuntas Alta Diversidad 97.9
Jayuya Control Sol 0.0
Jayuya Baja Diversidad 81.3
Jayuya Alta Diversidad 91.7
Las Marias Control Sol 92.3
Las Marias Baja Diversidad 89.1
Las Marias Alta Diversidad 100.0
Yauco Control Sol 3.1
Yauco Baja Diversidad 99.2
Yauco Alta Diversidad 100.0

"Valores tomados con GRS densitometro (Arcata, California , USA)

Estudio I: Caracterizacion de Bacterias Endofiticas Aisladas de Cafetos Sintomaticos

versus Asintomaticos.

No se observaron diferencias (p=0.80, prueba t) entre los Log UFC/ml en arboles
sintomaticos versus asintomaticos. Tampoco hubo diferencias en el numero de cepas
fenotipicamente diferentes por arbol (p=0.88, prueba t).

Durante el aislamiento de bacterias endofiticas en PW se separaron igual nimero de
cepas asociadas a cafetos sintomaticos (escobilla de bruja o roseta), y cepas asociadas a
cafetos asintomaticos (tabla 5).

Muy pocas cepas fueron de comportamiento fastidioso (Gram- TSA- PW+). Aunque el
63% de las cepas fastidiosas se encontraron en arboles sintomaticos versus solamente el 37%

en arboles asintomaticos, estas proporciones no fueron significativamente diferentes
(p=0.33, ).



29

Tabla 5.- Cepas aisladas en el Estudio | clasificadas por tipo de cepa y tipo de arbol
muestreado.
Tipo de Cepa Total cepas por arbol muestreado
Gram TSA Clasificacion Asintomatico Sintomético TOTAL
- - Fastidiosa 3 (37%) 5 (63%) 8
- + No fastidiosa 13 (52%) 12 (48%) 25
+ - No fastidiosa 5 (45%) 6 (55%) 11
+ + No fastidiosa 9 (56%) 7 (44%) 16
TOTAL 30(50%) 30 (50%) 60

En este estudio no hubo evidencia de mayor concentracion de bacterias (Log UFC/ml)

en arboles con sintomatologia asociada a CLS. Tampoco se observdé mayor diversidad en

estos arboles. Finalmente, no se observé una relacion entre tipo de bacteria (fastidiosa versus

no fastidiosa) y la presencia o ausencia de sintomas de CLS.

Entre las ocho cepas de comportamiento fastidioso (tabla 6), se detecta que las cepas

4985 y 5040 de localidades distintas, compartieron atributos similares (tamafio 2mm, forma

de la colonia redonda, margen liso, elevacion aplanada, reaccion de oxidasa negativa, catalasa

positiva, y aparecimiento en el grupo 1, primeros siete dias) (anexo 5). Las otras cepas fueron

variables en cuanto a su morfologia y reaccion bioquimica.

Tabla 6.- Origen de las cepas aisladas de cafeto que fueron de tipo fastidioso (Gram-, TSA-,

PW+).

Cddigo  Localidad Sintomatologia arbol muestreado  Tipo de sombra
5011 Adjuntas Asintomatica Baja diversidad
4853 Jayuya Escobilla de bruja Baja diversidad
5221 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5040 Las Marias Escobilla de bruja Baja diversidad
5043 Las Marias Asintomatica Baja

5151 Las Marias Asintomatica Control de sol
4985 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad
4986 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad

A pesar de que el cafeto no presente sintomatologia caracteristica de la enfermedad de

CLS o crespera, es posible aislar bacterias endofiticas de comportamiento fastidioso entre las

cuales puede ocurrir X. fastidiosa.
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Al respecto, Li et al. (2001) encontraron que plantas portadoras de la bacteria X.
fastidiosa no siempre presentan sintomas de la enfermedad. También, Freigtag (1951)
menciona que la cepa de X. fastidiosa que causa la enfermedad del “pierce de la vid” tiene un
rango amplio de hospederos que no manifiestan sintomas, pero que sirven como fuente de
inoculo para la transmision de la bacteria a los vifiedos. Subhadeep et al. (2008) mencionan
también que el patégeno ha sido reportado en cientos de especies de plantas donde no produce
sintomas. Probablemente la falta de sintomas puede estar relacionada a la presencia de
bacterias antagonistas a Xylella fastidiosa. Al respecto, Lacava et al. (2004) han encontrado
que Curtobacterium sp. puede inhibir el crecimiento de Xylella fastidiosa. Zapata et al. (2011)
informaron Curtobacterium sp. en arboles de cafeto, por tanto es posible que dentro de las
cepas aisladas en este estudio dicho género esté representado en las plantas asintomaticas.

Para las cepas Gram negativas y que crecen en medio de cultivo TSA, 13 cepas
provienen de arboles de cafeto asintomaticos frente a 12 que provienen de arboles
sintomaticos (tabla 7). Mediante andlisis de conglomerados se determinaron relaciones
fenotipicas entre las cepas aisladas (anexos 5 y 6). Las cepas 5106 y 5222 son iguales en las
caracteristicas de tamafio (2 mm), forma de colonia (redonda), margen liso, elevacion
aplanada, reaccion de oxidasa negativa, catalasa positiva, y periodo de incubacion (<7dias).
Las cepas 4977, 5134, 5178 y 5220 son idénticas en forma de la colonia redonda, margen liso,
elevacion aplanada, reaccion de oxidasa negativa, catalasa positiva, variando en tamafo y
periodo de incubacion. Las cepas 5107, 5180, 5138, 4852 y 4920 son idénticas entre ellas
excepto en el tamafio de la colonia (anexo 6).

Las cepas 5000 5060 y 5062 comparten las caracteristicas de morfologia, margen,
elevacion de la colonia y reaccion de catalasa, difieren en la reaccion a la prueba oxidasa,
periodo de incubacion y tamafio de colonia. Las cepas 4866, 4996, 4919 y 5142 comparten las
caracteristicas de margen, elevacion y reaccion a la prueba catalasa (anexo 6).

Las cepas Gram negativas fueron ligeramente predominantes (33 cepas) representando
un 55% de todos los aislados (tabla 5). Esto concuerda con los resultados obtenidos por
Taghavi et al. (2009) quienes de 78 endofitos bacterianos aislados a partir de muestras de
Populus spp. encontraron como dominantes a las bacterias Gram negativas pertenecientes al
grupo de las gamma proteobacterias. DeLong y Pace (2001) realizaron estudios de diversidad
bacteriana de otros ambientes como aguas termales y rocas porosas, donde también

encontraron mayor proporcién de cepas Gram negativas frente a las Gram positivas.
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Una razdn para este comportamiento es que las bacterias Gram negativas poseen una
diversidad metabdlica asombrosa y su capacidad de interaccion con los organismos

eucariotas, hace que puedan vivir en ambientes diferentes (Colby, 1997).

Tabla 7.- Origen de las cepas aisladas de cafeto de reaccién Gram negativa y que crecen en
medio TSA.

Codigo  Localidad Sintomatologia arbol muestreado Tipo de sombra
5000 Adjuntas Asintomatica Baja diversidad
4852 Jayuya Escobilla de bruja Baja diversidad
4866 Jayuya Escobilla de bruja Baja diversidad
4919 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
4920 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5220 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5222 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5041 Las Marias  Escobilla de bruja Baja diversidad
5060 Las Marias  Escobilla de bruja Baja diversidad
5062 Las Marias  Escobilla de bruja Baja diversidad
5106 Las Marias  Asintomatica Baja diversidad
5107 Las Marias  Asintomaticas Control sol
5108 Las Marias  Asintomaticas Control sol
5133 Las Marias  Asintomaticas Control sol
5134 Las Marias  Asintomaéticas Control sol
5139 Las Marias  Asintomaéticas Alta diversidad
5141 Las Marias  Asintomaticas Alta diversidad
5150 Las Marias  Asintomaticas Control sol
5142 Las Marias  Asintomaticas Control sol
4996 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad
4977 Yauco Asintomaticas Baja diversidad
4978 Yauco Asintomaticas Baja diversidad
5138 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad
5178 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad

Se aislaron 11 cepas Gram positivas, gue no crecen en medio de cultivo TSA (tablas 5
y 8). Las cepas 4976, 5140, 4980, 4999, 4984, 5012, 5238, 5179, 5061 y 4998 comparten las
caracteristicas de: forma de la colonia redonda, margen liso, elevacion aplanada, reaccién de

oxidasa negativa, catalasa positiva.



Tabla 8.- Origen de las cepas aisladas de cafeto (Coffea arabica) de reaccion Gram positiva y

que no crecen en medio TSA.

Codigo  Localidad  Sintomatologia arbol muestreado Tipo de sombra
4999 Adjuntas Asintomatica Baja diversidad
5012 Adjuntas Asintomética Baja diversidad
4918 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5238 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5061 Las Marias  Escobilla de bruja Baja diversidad
5140 Las Marias  Asintomaticas Alta diversidad
4976 Yauco Asintomaticas Baja diversidad
4980 Yauco Asintomaticas Baja diversidad
4984 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad
4998 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad
5179 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad

Finalmente, se encontraron 16 cepas Gram positivas y que crecen en medio de
cultivo TSA (tablas 5 y 9). Las cepas 5237 y 5156 fueron idénticas y en otro grupo las cepas
4979, 5013 y 5223 fueron idénticas entre si. Las cepas comparten las caracteristicas de:

elevacion de la colonia tipo aplanada, reaccion de oxidasa negativa, catalasa positiva.

Tabla 9.- Origen de las cepas aisladas de cafeto (Coffea arabiga) de reaccion Gram positiva y

que crecen en medio TSA.

Cddigo  Localidad Sintomatologia arbol muestreado Tipo de sombra

4993 Adjuntas Asintomatica Baja diversidad
5013 Adjuntas Asintomatica Baja diversidad
4865 Jayuya Escoba de bruja Baja diversidad
5219 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5223 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5237 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5240 Jayuya Escobilla de bruja Alta diversidad
5042 Las Marias  Escobilla de bruja Baja diversidad
5132 Las Marias  Asintomaticas Control sol

5156 Las Marias  Asintomaticas Alta diversidad
5159 Las Marias  Asintomaticas Alta diversidad
5162 Las Marias  Asintomaticas Alta diversidad
5163 Las Marias  Asintomaticas Alta diversidad
4979 Yauco Asintomaticas Baja diversidad
4997 Yauco Escobilla de bruja Alta diversidad
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Entre las bacterias comunes que se han aislado de cafetos en Puerto Rico se ha
reportado a: Bacillus cereus, B. coagulans, B. pumilus, Citrubacter farmeri, Curtobacterium
pusilum, Erwinia stewartii ss. stewartii, Kokuria kristinae, K. varians, Methylobacterium
mesophylicum, Microbacterium chocolatum, Micromonas paracarbonacea, Pantoea dispersa,
P. agglomerans (Erwinia herbicola), Pseudomonas amyloderamosa, Psycrobacter immaobilis,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Staphylococcus simulans, Stenotrophomonas
maltophilia, y Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum (Zapata et al., 2011). De este grupo
las del género Bacillus son de reaccion gram positiva y forman enddsporas. Es probable que
las cepas 4918 y 4865 pertenezcan a este género ya que la tincion de esporas fue positiva y
son Gram positivas.

De las cepas obtenidas de plantas asintomaticas el 53% fueron Gram negativas, tres
cepas (5043, 5011 y 5151) fueron de comportamiento fastidioso (Gram- TSA- PW+) (tabla
5). De plantas asintomaticas, el 47% de las cepas obtenidas fueron Gram positivas. Este
comportamiento fue detectado también por Zinniel et al., (2002) quienes encontraron en
aislamientos de bacterias endofiticas de plantas de praderas, mayores valores de cepas Gram
negativas frente a las Gram positivas. De las cepas de plantas sintométicas el 56% fueron
Gram negativas. De este grupo cinco cepas fueron de crecimiento fastidioso (Gram- TSA-
PW+) (tabla 5).

La proporcion de cepas de los grupos G-TSA+, G+TSA-, y G+TSA+, fueron muy
cercanas para plantas sintomaticas versus asintomaticas.

En el estudio | donde se contrastan poblaciones de bacterias endofiticas de arboles
asintomaticos versus sintomaticos, se observa que existe mayor predominancia de cepas Gram
negativas en ambos grupos con un 53% Yy 56% respectivamente. Estos resultados fueron
similares a los encontrados por Vega et al., (2005) quienes obtuvieron 68% de aislados Gram
negativos en Colombia, México y Hawaii.

Las bacterias Gram negativas asi como las Gram positivas, pueden encontrarse en
distintos ecosistemas, las bacterias Gram negativas se distinguen por tener una capa delgada
de péptidoglicano en la pared celular alrededor de la membrana plasmatica. También poseen
una doble capa alrededor del citoplasma que se enlazada a lipoproteinas lo cual les permite la
sobrevivencia de estas en distintas condiciones adversas (Prescot et al., 2002).

Algunas bacterias Gram positivas pueden formar enddsporas que les permiten
sobrevivir a condiciones adversas como desecacion, falta de nutrientes. Sin embargo, la

mayoria de las bacterias fitopatdgenas son Gram negativas (Hayward, 1983).
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Estudio 11: Efecto de Localidad, Manejo de Sombra, Epoca y Afio sobre Bacterias

Aisladas en Cafeto y Arboles de Sombra.

Bacterias Endofiticas Aisladas de Cafetos:
Andlisis de varianza por Epoca-Afio:
Numero de Log (UFC/ml):

Durante la época seca en el afiol, no se detectaron diferencias significativas en el
factor localidad para Log UFC/ml en nervaduras de hojas de cafeto (tabla 10). Para muestras
de ramas se observo un efecto significativo de localidad con mayores Log UFC/ml en Las
Marias versus Adjuntas y Yauco (a=0.05).

Se detectaron diferencias significativas (a=0.05) para Log UFC/ml de nervaduras de
hojas de cafeto para los diferentes tipos de sombra en el afio 1. Se encontraron mayor Log
UFC/ml en cafeto de las parcelas a sol versus los tratamientos con sombra.

En el afio 2, no se detectaron diferencias significativas para los factores localidad y
tipo de sombra. Ademas, no hubo interaccion sombra por localidad en nervaduras de hojas y

en ramas de cafeto (tabla 10).
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Tabla 10.- Medias, significancia de la prueba de F y valor de la diferencia minima significativa para el logaritmo del namero de UFC/ml

(Log UFC/ml) de arboles de cafeto en Puerto Rico.

Log UFC/ml
2010-2011 2011-2012
Epoca seca Epoca lluviosa Epoca seca Epoca lluviosa

Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas  Ramas Hojas Ramas
Localidad

Adjuntas 1.26 1.05b 1.82 2.90 1.20 1.40 2.33a 2.39a

Jayuya 1.35 1.81ab 1.50 2.42 1.41 1.42 2.14a 2.69a

Las Marias 1.81 2.17a 1.91 2.46 0.66 1.28 1.26b 1.51b

Yauco 0.84 1.05b 1.42 3.23 1.17 1.25 0.71b 0.58¢c

Prueba de F NS ** NS NS NS NS *x *x

DMS n/a 0.63 n/a n/a n/a n/a 0.62 0.64
Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 1.15b 1.53 2.05 2.91 1.02 1.51 1.62 1.71

Alta diversidad de arboles 0.85b 1.22 1.77 2.86 1.00 1.33 1.31 1.82

A sol 1.95a 1.82 1.16 2.48 131 1.18 1.90 1.86

Prueba de F *k NS * NS NS NS NS NS

DMS 0.63 n/a n/a? n/a n/a n/a n/a n/a
Localidad x tipo de sombra

Prueba de F NS NS *k NS NS NS NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad de 0=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de

DMS.

En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.
"Transformacion de los valores de conteo de viables en placa Y: [[Y' = log (Y + 1)].

n/a: No aplica. No se utiliz6 la prueba de DMS en los casos donde la prueba de F fue no significativa.

n/a’: no aplica rangos porque la interaccion fue no ordenada.
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En el afiol, en la época lluviosa en nervaduras de las hojas de cafeto hubo interaccion
tipo de sombra por localidad para Log UFC/ml (tabla 10 y figura 1). Para parcelas al sol, Log
UFC/ml fue menor en Adjuntas y Jayuya versus Las Marias y Yauco. En parcelas con arboles
de sombra de baja o alta diversidad no hubo diferencias entre las localidades de Adjuntas,

Jayuya y Las Marias pero si entre Adjuntas y Yauco en parcelas de alta diversidad de especies

de sombra.
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Figura 1.- Medias de Log UFC/mI de nervaduras de las hojas de cafeto en la época lluviosa

periodo 2010-2011. Medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de 0=0.05.

En el afio 1, no se detectaron diferencias significativas en los factores tipo de sombra,
localidad. No hubo interaccién sombra por localidad en ramas de cafeto (tabla 10).

En el afio 2, hubo diferencias (0=0.05) entre localidades en Log UFC/ml de
nervaduras de hojas y ramas de cafetos. Los Log UFC/ml fueron mas altos en Adjuntas y
Jayuya, mientras que los Log UFC/ml fueron menores para Las Marias y Yauco.

En ambos afios se observo un mayor UFC/ml en ramas versus nervaduras de hojas de
arboles de cafeto (p<0.0001). Los promedios generales para el experimento fueron 349 UFC
(media no transformada a Log UFC/ml) en nervaduras de las hojas y 727 UFC en rama. Estos
valores se encuentran dentro del rango obtenido por Kobayashi y Palumbo (2000) para
bacterias endofiticas en alfalfa, maiz dulce, remolacha, algodén y papa con promedios desde
100 hasta 100000 UFC.
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Cepas Fenotipicamente Diferentes por Arbol:

El nimero de cepas fenotipicamente diferentes por arbol es una medida de la
diversidad bacteriana presente en los arboles de cafeto en el estudio, la cual fue baja para este
experimento (tabla 11).

En la época seca de ambos afios no se detectaron diferencias para el niUmero de cepas
fenotipicamente diferentes por arbol obtenidas de nervaduras de hojas y ramas de cafeto (tabla
11).

Para la época lluviosa en el afio 1, los mayores valores de diversidad bacteriana en
ramas se detectaron en Las Marias con 3.33 cepas diferentes por &rbol (tabla 10). Aunque no
hubo diferencias significativas para nimero de cepas en las nervaduras de las hojas en el afio
1, se observo la misma tendencia que en ramas con los valores de diversidad mas altos en Las
Marias.

En el afio 1, los mayores valores de diversidad bacteriana en nervaduras de las hojas
se detectaron para los tratamientos de sombra (1.90 a 2.05 cepas fenotipicamente diferentes
por arbol) (tabla 11). Arboles de cafeto a sol generaron solamente 0.9 cepas diferentes por
arbol. En ramas se observo el mismo patrén, pero con mayor nimero de cepas. Es necesario
destacar que en las parcelas a sol los niveles de bacterias endofiticas (UFC/ml) fueron menos

consistentes (tabla 10) y a la vez menos diversos (tabla 11).
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Tabla 11.- Medias, significancia de la prueba de F y valor de la diferencia minima significativa para el total de cepas fenotipicamente diferentes
por (&rbol) placa para cafeto Coffea arabica en Puerto Rico.

Cepas fenotipicamente diferentes por arbol

2010-2011 2011-2012
Epoca seca Epoca lluviosa Epoca seca Epoca lluviosa

Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas
Localidad

Adjuntas 0.67 0.93 1.20 1.80b 1.00 1.20 1.07ab  0.93ab

Jayuya 1.20 1.67 1.73 1.87b 1.00 1.07 1.33a 1.27a

Las Marias 1.13 1.00 2.07 3.33a 0.47 0.80 0.87bc  0.87b

Yauco 0.80 1.27 1.47 1.73b 0.80 1.13 0.53c 0.40c

Prueba de F NS NS NS ** NS NS *x *x

DMS n/a n/a n/a 1.01 n/a n/a 0.45 0.37
Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 1.00 1.20 2.05a 2.50a 0.90 1.05 0.90 0.70b

Alta diversidad de arboles 0.95 1.60 1.90a 2.50a 0.70 1.15 1.20 1.10a

A sol 0.90 0.85 0.90b 1.55b 0.85 0.95 0.75 0.80ab

Prueba de F NS NS *k il NS NS NS xx

DMS n/a n/a 0.66 0.87 n/a n/a n/a 0.32
Localidad x tipo de sombra

Prueba de F NS NS NS NS NS NS NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad de 0=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de

DMS.

En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.

n/a: no aplica: No se utilizo6 la prueba de DMS en los casos donde la prueba de F fue no significativa.



39

En la época lluviosa del afio 2 los patrones cambiaron. Hubo la tendencia de registrar
en hojas y ramas de arboles de Yauco la menor diversidad bacteriana con solamente 0.53 y
0.40 cepas por arbol, respectivamente. Los arboles de Las Marias también mostraron poca
diversidad. La diversidad de cepas fue més alta en Jayuya frente al resto de localidades.

Para las parcelas de baja diversidad de especies de sombra se obtuvo promedios mas
altos de diversidad frente a tratamientos de sombra de alta diversidad y parcelas a sol
(0=0.05).

Las cepas fueron asignadas a cddigos numéricos (cepario de bacterias perteneciente al
laboratorio de bacteriologia agricola UPRM). En ambos afios, en general, se observé mayor
diversidad bacteriana en ramas versus nervaduras de hojas de arboles de cafeto (p=0.0014).
Se encontrd un total de 260 cepas aisladas a partir de nervaduras de las hojas y 319 cepas
aisladas a partir de ramas de cafeto.

La diversidad de cepas aisladas en este trabajo fue mayor a lo reportado por Vega et
al. (2005) quienes encontraron un total de 87 cepas endofiticas cultivables de 19 géneros en
aislamientos realizados en Colombia (julio 2003), Hawaii (enero- marzo 2003) y México
(febrero 2003), a partir de hojas y frutos de cafeto. Ellos encontraron predominancia de los
géneros Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, Curtobacterium, Escherichia, Micrococcus,
Pantoea, Pseudomonas, Serratia y Stenotrophomonas.

Los totales de cepas aisladas de nervaduras de las hojas y ramas de cafeto fueron
similares a lo encontrado por Nunes (2004) quien reportd un total de 252 cepas, entre ellas
las pertenecientes a Bacillus lentimorbus, B. megaterium, B. subtilis, B. cereus, Pseudomonas
sp., Pantoea sp., Stenotrophomonas maltophilia, Kluyvera cryocrescens, Escherichia coli,
Enterobacter sp., Serratia sp., Kocuria kristinae entre otras.

Marifio- Cardenas (2008), Marifio-Cardenas y Zapata (2009) informaron 178 cepas
bacterianas diferentes a partir de posibles vectores potenciales de los géneros:
Microbacterium, Bacillus, Pantoea, Providencia, Vibrio, Brevundimonas, Paenibacillus
Rhizobium, Acinetobacter, Micrococcus, Clavibacter, Kokuria, Pectobacterium,
Chryseobacterium, Kluyvera, Nocardia, Pseudomonas, Curtobacterium y Pasteurella.
Algunos de estos géneros podrian estar relacionados a los obtenidos en el presente estudio por

envolver al cultivo del cafeto.
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Anélisis por Localidad de cafeto:
ADJUNTAS:
Log UFC/ml en Adjuntas:

En la variable Log UFC/ml en hojas hubo interaccién de sombra por época (tabla 12 y
figura 2). En los tratamientos de sombra (baja y alta diversidad de arboles) hubo mayor Log
UFC/ml en la época lluviosa. Al contrario, en las parcelas a sol no hubo una diferencia en Log
UFC/ml entre épocas. En ramas se observo una interaccion ordenada de época por afio (tabla
12 y figura 3) con mayores valores de Log UFC/ml en la época lluviosa frente a la seca en

ambos afnos.
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Tabla 12.- Medias, prueba de F y DMS (Fisher a=0.05) para el logaritmo del nimero de UFC/ml y cepas fenotipicamente diferentes por
arbol en nervaduras de las hojas y ramas de cafeto en Adjuntas, PR.

Log UFC/ml* Cepas /arbol
Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas

Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 1.91 1.99 1.10 1.30

Alta diversidad de arboles 1.72 1.78 1.10 1.35

A sol 1.32 2.05 0.75 1.00

Prueba de F NS NS NS NS

DMS n/a n/a n/a n/a
Epoca

Seca 1.23b 1.23b 0.83 1.13

Lluviosa 2.07a 2.65a 1.07 1.37

Prueba de F ** ** NS NS

DMS 0.55 0.53 n/a n/a
Ao

Afiol 1.54 1.3 0.93 1.37

Afio2 1.76 1.2 1.03 1.07

Prueba de F NS NS NS NS

DMS n/a n/a n/a n/a
Tipo de sombra x época

Prueba de F * NS NS NS
Tipo de sombra x afio

Prueba de F NS NS NS NS
Epoca x afio

Prueba de F NS ** NS NS
Tipo de sombra x época x afio

Prueba de F NS NS NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad a=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de DMS.
En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.
Transformacion de los valores de conteo de viables en placa Y: [Y’ = log (Y + 1)] n/a: No se utiliz6 la prueba de DMS en los casos donde la prueba de F

fue no significativa.
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Figura 2.- Medias del Log UFC/ml de nervaduras de hojas de cafeto en siembras de
Adjuntas, PR periodo 2010-2012. Medias seguidas por la misma letra no son diferentes al
nivel de a=0.05
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Figura 3.- Medias del Log UFC/mlI de ramas de cafeto en siembras de Adjuntas, PR periodo

2010-2012. Medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de 0=0.05

Hubo efecto significativo (0=0.05) para época en ramas de cafeto, con el mayor UFC
para la época lluviosa frente a la época seca. Esto es acorde a lo encontrado por Irrizarri
(2010) en un estudio de aislamiento de bacterias endofiticas de Coccoloba uvifera en la
localidad de Cabo Rojo - Puerto Rico, quien reportdé un mayor porcentaje de colonizacion de

bacterias enddfitas en la época lluviosa frente a la seca.



43

El incremento en los valores de UFC/ml en la época lluviosa podria relacionarse al
incremento de las poblaciones de insectos vectores (Marifio y Zapata, 2009). Ademas, en la
época lluviosa existe mayor presencia de malezas, las cuales pueden actuar como hospederas
de los insectos vectores y como reservorios de agentes fitopatégenos tal como bacterias
fastidiosas endofiticas. Al respecto, X. fastidiosa ha sido encontrada en distintas especies de
malezas y tiene la misma capacidad de colonizar plantas herbaceas y lefiosas (Harakava,
2000).

Para la época lluviosa en las fincas del estudio Cruz y Zapata (2011) evidenciaron que
los niveles de malezas asociadas al cultivo de cafeto eran mas altos frente a la época seca.
Las malezas actian como reservorio de las plagas y enfermedades, lo que se relaciona con el
incremento de bacterias endofiticas aisladas de estos nichos.

El incremento de las lluvias hace que los arboles de cafeto y de otras especies lefiosas
asociadas en el agro-ecosistema generen nuevos brotes, lo cual atrae a los insectos fitofagos
que pueden estar infectados con bacterias fitopatdgenas que se mantienen en las malezas
asociadas al agro-ecosistema del cafeto. Al respecto Brodbeck y Andersen (2006) mencionan
que ciertos vectores potenciales de X.fastidiosa se alimentan principalmente de las malezas y

pueden ocasionalmente alimentarse del cafeto u otras especies lefiosas.

Cepas fenotipicamente diferentes por arbol en Adjuntas:

En la variable de diversidad (cepas fenotipicamente diferentes por arbol) no se
detectd diferencias significativas para los factores ni hubo interaccion de los factores en

estudio en nervaduras de hojas y ramas de cafeto (tabla 12).

JAYUYA:
Log UFC/ml en Jayuya:

Hubo interaccién entre localidad, época y afio para Log UFC/ml de nervaduras de
hojas y ramas (tabla 13, figuras 4 y 5). Probablemente las diferencias se deban a un efecto no
estudiado que esté relacionado con el manejo de la parcela.

En ambos afios, hubo mayor Log UFC/ml en la época lluviosa en cafetos en parcelas
con sombra. En parcelas a sol, hubo mayor Log UFC/ml en la época seca afiol, pero no hubo

diferencias en afo2 (figura 4).
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Tabla 13.- Medias, prueba de F y DMS (Fisher a=0.05) para el logaritmo del nimero de UFC/ml y cepas fenotipicamente diferentes por
arbol en nervaduras de las hojas y ramas de cafeto en Jayuya, PR.

Log UFC/ml* Cepas /arbol
Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas

Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 1.47 2.01 1.35ab 1.25

Alta diversidad de arboles 1.58 2.00 1.70a 1.00

A sol 1.75 2.25 0.70b 1.15

Prueba de F NS NS * NS

DMS n/a n/a 0.62 n/a
Epoca

Seca 1.38 1.62 1.10 1.47

Lluviosa 1.82 2.55 1.53 1.17

Prueba de F NS ** NS NS

DMS nla n/a? n/a n/a
Ao

Afiol 1.42 2.12 1.37 1.77

Afio2 1.78 2.06 1.57 1.17

Prueba de F * NS NS NS

DMS n/a’ n/a n/a n/a
Manejo de sombra x época

Prueba de F ** ** NS NS
Manejo de sombra x afio

Prueba de F NS NS NS NS
Epoca x afio

Prueba de F NS NS NS NS
Manejo de sombra x época x afio

Prueba de F * ** NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad 0=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de DMS.
En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de ¢=0.05.
Transformacion de los valores de conteo de viables en placa Y: [Y’ = log (Y + 1)] n/a: No se utiliz6 la prueba de DMS en los casos donde la prueba de F

fue no significativa.
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Figura 4.- Medias de Log UFC/ml de nervaduras de hojas en siembras a sol y bajo distintos
tipos de sombra de Jayuya-PR. periodo 2010-2012. Lineas representan la diferencia minima

significativa sobre la media (a=0.05).

En ramas hubo mayor Log UFC/mI en la época lluviosa frente a la seca para los
cafetos en parcelas con sombra. En parcelas a sol hubo mayor Log UFC/ml en la época seca
en el afiol, pero no hubo diferencias en el afio2, esto fue similar a lo ocurrido con nervaduras

de las hojas de cafeto (figura 5).
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Figura 5.- Medias de Log UFC/ml de ramas de cafeto en siembras a sol y bajo distintos tipos
de sombra de Jayuya, PR. periodo 2010-2012. Lineas representan la diferencia minima

significativa sobre la media (0=0.05).
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Cepas fenotipicamente diferentes por arbol en Jayuya:

La variable de diversidad para los datos de la localidad de Jayuya, mostraron
diferencias (p<0.05) para el efecto del factor tipo de sombra con el promedio mayor de cepas
por arbol para las parcelas de sombra de alta diversidad frente a las parcelas a sol (tabla 13).
Probablemente los niveles de bacterias endofiticas en las plantas del control a sol fueron
menos consistentes y menos diversos. ElI Log UFC/ml fue muy variable y los efectos de los
factores podrian estar enmascarados por la interaccion sombra por localidad por época.

Se puede atribuir este comportamiento a las diferencias en el manejo de las parcelas
en la zona. De las visitas a campo para la recoleccion de muestras, se pudo evidenciar que en
el afio 1 no hubo un buen manejo de malezas en las parcelas con los tratamientos de sombra.
Al respecto, las malezas juegan un papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad
porque pueden ser hospederos secundarios de bacterias de tipo fastidioso, entre ellas X.
fastidiosa (Lopes et al., 2003). Por otro lado, las parcelas a sol de la localidad de Jayuya
presentaban altos niveles de erosion, por lo cual en estas parcelas los niveles de malezas
fueron menores (Cruz y Zapata, 2011). En el estudio realizado por estos autores, las malezas
predominantes en cafeto fueron Spathodea campanulata (meaito), Dieffenbachia seguine
(rdbano), Commelina diffusa (cohitre), Fimbristylis miliacea (yerba de chino), Brachiaria

purpurascens (malojillo) Impatines walleriana (miramelinda).

LAS MARIAS:
Log UFC/ml en Las Marias:

Hubo interacciones de sombra por afio y sombra por época para Log UFC/ml de

nervaduras de hojas de cafeto (tabla 14). La interaccion sombra por afio, en nervaduras de
cafeto fue no ordenada, con mayores valores de Log UFC/mI para las parcelas a sol en el
afiol, mientras que en el afio 2 las mismas parcelas presentaron los valores de Log UFC/ml

menores (figura 6).
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Tabla 14.- Medias, prueba de F y DMS (Fisher a=0.05) para el logaritmo del nimero de UFC/ml y cepas fenotipicamente diferentes por

arbol en nervaduras de las hojas y ramas de cafeto en Las Marias, PR.

Log UFC/ml Cepas /arbol
Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas

Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 1.42 2.03 1.45 1.18

Alta diversidad de arboles 1.29 1.85 1.00 1.50

A sol 1.52 1.68 0.95 1.20

Prueba de F NS NS NS

DMS n/a n/a n/a
Epoca

Seca 1.23 1.73 0.80b 0.90b

Lluviosa 1.59 1.98 1.47a 2.10a

Prueba de F NS **x **

DMS n/a n/a 0.37 0.51
Ao

Afiol 1.86 2.32 1.60a 2.17a

Afio2 0.96 1.40 0.67b 0.83b

Prueba de F * NS ** **

DMS n/a* n/a 0.37 0.51
Manejo de sombra x época

Prueba de F * NS NS NS
Manejo de sombra x afio

Prueba de F ** NS NS NS
Epoca x afio

Prueba de F NS NS NS **
Manejo de sombra x época x afio

Prueba de F NS NS NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad de 0=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de
DMS.
En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de =0.05.

Transformacion de los valores de conteo de viables en placa Y: [[Y' =log (Y + 1)]] n/a’: no aplica rangos porque la interaccion fue no ordenada.



48

3.007
a
4
o> 2257
< ab
c
(0]
= bc
€ 1501
) bcd
5 cd
Q
9 0.754 d
0.00 g g g i
Baja Diversidad Alta Diversidad A sol
Tipo sombra

|. afiol M afo2 |

Figura 6.- Medias de Log UFC/mI de nervaduras de hojas en siembras de Las Marias- PR.

periodo 2010-2012. Medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de 0=0.05.

En la interaccion sombra por época, se detecta que los promedios para las parcelas de
sombra fueron mas altos en la época lluviosa frente a la seca. Esta tendencia no se mantuvo
para las parcelas a sol con mayores promedios de Log UFC/ml en la época seca frente a la

lluviosa (figura 7).
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Figura 7.- Medias de Log UFC/mI de nervaduras de hojas en siembras de Las Marias- PR.

periodo 2010-2012. Medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de 0=0.05.
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Estas interacciones pueden estar relacionadas al manejo de las plantaciones. En el caso
de las parcelas a sol se encuentran ubicadas en una plantacion comercial que difiere en las
practicas de abonamiento, control de las malezas con aspersiones de glifosato,y tratamientos
con insecticidas y de fungicidas. En la finca con sombra de alta diversidad de especies, se
busca la certificacion organica; por lo tanto el manejo de malezas es mecénico, no se utilizan
plaguicidas y la fertilizacion es acorde a lo permitido por la agricultura orgéanica.
Probablemente las diferencias y la presencia de las interacciones (figuras 6 y 7) estén
relacionadas a ciertas practicas agronémicas que no se estudian en el presente trabajo.

Por otro lado, en el control a sol se determinaron diferencias para el porcentaje de
cobertura (92,3%) medidos con el GRS densitometro (tabla 3). La estructura de la canopia
para el control a sol en Las Marias, es mas compacta y la cantidad de sol que ingresa al dosel
de donde se toma la muestra es menor en comparacion a las otras parcelas de sol.
Probablemente las diferencias que se observaron en el presente ensayo para el control a sol se
deban a las caracteristicas propias de la especie y de las practicas agronomicas que difieren en
estas parcelas.

Los Log UFC/ml de nervaduras de hojas y ramas de cafeto en la localidad de Las
Marias fueron bajos. Ademas se registraron menores conteos de insectos vectores potenciales
(Brent Brodbeck comunicacion personal 2011) por lo que se considera que al no existir el
vector potencial ni la bacteria, la probabilidad de tener la enfermedad es baja en esta

localidad.
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Cepas fenotipicamente diferentes por arbol en Las Marias:

Para las cepas fenotipicamente diferentes por arbol de ramas, hubo interaccién época

por afio (figura 8).
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Figura 8.- Medias de cepas fenotipicamente diferentes por arbol de ramas de cafeto en
siembras de Las Marias- PR. periodo 2010-2012. Medias seguidas por la misma letra no son

diferentes al nivel de 0=0.05.

La diversidad de cepas de nervaduras de hojas fue afectada significativamente por la
época y el afio (tabla 14). Se encontraron mayores niveles de bacterias en la época lluviosa
frente a la época seca en los dos afios de investigacion. Ademas, los datos para el afio 1

fueron mayores que en el afio2 en la diversidad de cepas de nervaduras de las hojas y ramas.

YAUCO:
Log UFC/ml en Yauco:

Hubo interaccion época por afio de Log UFC/ml en ramas de cafeto (tabla 15) esta fue

de tipo no ordenada, con mayores Log UFC/ml en la época lluviosa del afiol, mientras que en
el afio 2 la tendencia fue inversa (figura 9).

El afiol (2010-2011) fue un afio atipico con los valores de precipitacion total mas
altos en comparacion al afio 2. Los mayores valores de precipitacion desencadenan
diferencias en el manejo agronémico entre afios. El control de malezas y de insectos, varia de

un afo a otro lo que podria estar causando las interacciones en esta localidad.
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Tabla 15.- Medias, prueba de F y DMS (Fisher a=0.05) para el logaritmo del nimero de UFC/ml y cepas fenotipicamente diferentes por
arbol en nervaduras de las hojas y ramas de cafeto en Yauco, PR.

Log UFC/ml Cepas /arbol
Efecto Hojas Ramas Hojas’ Ramas

Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 1.03 1.64 0.95 1.10

Alta diversidad de arboles 0.94 1.63 0.95 1.50

A sol 1.14 1.31 0.80 0.80

Prueba de F NS NS NS *

DMS n/a n/a n/a n/a
Epoca

Seca 1.00 1.15 0.80 1.20

Lluviosa 1.06 1.91 1.00 1.07

Prueba de F NS ** NS NS

DMS n/a n/a n/a n/a
Ao

Afiol 1.13 2.14 1.13 1.50

Afio2 0.94 0.92 0.67 0.77

Prueba de F NS ** NS **

DMS n/a n/a n/a n/a
Manejo de sombra x época

Prueba de F NS NS NS NS
Manejo de sombra x afio

Prueba de F NS NS NS NS
Epoca x afio

Prueba de F NS ** NS **
Manejo de sombra x época x afio

Prueba de F NS NS NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad a=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de DMS.
En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.

Transformacion de los valores de conteo de viables en placa Y: [Y’ = log (Y + 1)] n/a’: no aplica rangos porque la interaccion fue no ordenada.

En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05 'para el modelo p=0.1674.
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Ademaés, vale considerar que cada finca presenta diferencias de altitud, ubicacion,
manejo de malezas, fertilizacion y aplicaciones de plaguicidas lo cual podria estar
relacionado con las interacciones de los factores en estudio sombra y localidad.

3,50
2,80+
2,104

1,40 b
bc

Log UFC/ml rama

0,70 c

0,00 1
afio1 afio2

|. seca [ luviosa |

Figura 9.- Medias de Log UFC/ml de ramas de cafeto en siembras de Yauco- PR. periodo

2010-2012. Medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de 0=0.05.

Cepas fenotipicamente diferentes por arbol en Yauco:

La interaccion de afio por época de cepas fenotipicamente diferentes por arbol en
ramas fue no ordenada, con mayores conteos de cepas por arbol en la época lluviosa del afiol,

mientras que en el afio 2 la tendencia fue inversa (tabla 15, figura 10).
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Figura 10.- Medias de cepas fenotipicamente diferentes por arbol de ramas de cafeto en
siembras de Yauco- PR. periodo 2010-2012. Medias seguidas por la misma letra no son

diferentes al nivel de 0=0.05.
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Analisis seroldgico en Muestras vegetales de Cafeto:
Efecto de la Epoca:

En general, muy pocos (< 5%) de los arboles de cafeto tuvieron lecturas de
absorbancia dentro de los valores sospechosos (> 0.7) (tabla 1). Hubo una diferencia
(p<0.0001, %) en la proporcion de arboles de cafeto sospechosos de estar infectados por X.
fastidiosa (absorbancia > 0.7) en la época seca versus la lluviosa. Méas de 9.2% de los arboles
muestreados en la época seca tuvieron una absorbancia > 0.7 mientras que menos de 1% de
los arboles sospechosos se detectaron en la época lluviosa (tabla 16). Probablemente esto se
deba a que en la época seca el muestreo fue mas eficiente porque los sintomas son mas
evidentes. Esto es acorde a lo mencionado por Andersen (2005), quien en un proyecto llevado
a cabo en Puerto Rico desde el 2003 al 2005 encontré que muchas plantas de cafeto aparecian
sintomaticas para CLS durante la época seca (febrero a mayo).

Vale destacar que X. fastidiosa es un patogeno restringido al xilema, por lo que
algunas investigaciones sugieren que los sintomas son atribuibles a una disfuncion del sistema
de conduccion de agua relacionada a la oclusion de los vasos del xilema (Esau, 1948,
Mirceticht et al., 1976, Mollenhauer y Hopkins, 1976 en: Queiroz-Voltan et al. 2007), de ahi
que los sintomas sean mas visibles en la época de sequia.

Ademas, en Puerto Rico las fincas de cafeto bajo sombra o a sol no utilizan riego, por
lo que las plantas sufren estrés hidrico durante los meses de diciembre a mayo, y ciertos
problemas bidticos como CLS podrian ser mas notorios porque se afecta el sistema vascular

de los arboles.

Tabla 16.- Frecuencia de arboles de cafeto seropositivos (> 0.7) o seronegativos (< 0.7) en la

prueba DAS-ELISA para X. fastidiosa, distribuidos por época.

Numero de arboles de cafeto muestreados

Absorbancia® Epoca lluviosa Epoca seca Total
<0.7 238 218 456
>0.7 2 22 24

Total 240 240 480
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Efecto de Localidad:

El porcentaje de arboles sospechosos con X. fastidiosa (absorbancia > 0.7) varid
dependiendo de la localidad muestreada (p<0.05, ¥°) (tabla 17). El mayor porcentaje de
arboles sospechosos se obtuvo para Adjuntas y Jayuya. Zapata y colaboradores en estudios
realizados durante 2003-2006 encontraron una alta incidencia de &rboles sospechosos de estar
enfermos en Adjuntas versus otras localidades (datos no publicados). Las diferencias podrian
estar relacionadas a otros factores no analizados como: climatologia, edad del arbol, podas
fitosanitarias, control de malezas, fertilizacion, aplicacién de pesticidas o fungicidas, practicas

agricolas que fueron variables entre las fincas.

Tabla 17.- Frecuencia de arboles de cafeto seropositivos (> 0.7) o seronegativos (< 0.7) en la

prueba DAS-ELISA para X. fastidiosa, distribuidos por localidad.

Numero de arboles de cafeto muestreados

Absorbancia® Adjuntas Jayuya Las Marias Yauco Total
<0.7 108 112 118 118 456
>0.7 12 8 2 2 24
Total 120 120 120 120 480

En un trabajo previo se encontrd mayor abundancia de insectos vectores potenciales de
transmitir X. fastidiosa (orden: Homoptera, familia: Cicadellidae) en Adjuntas con 4931
capturas, que representd el 66.4% de todos los insectos colectados por localidad (Marifio-
Cardenas, 2008). En Jayuya, en otro estudio del proyecto ZTS-51 con enfoque entomolégico
se encontr6 que las densidades del vector, Caribovia coffeacola, fueron mayores en las
parcelas de mayor altitud entre ellas las de Jayuya (Brent Brodbeck, comunicacion personal).

La alta proporcion de arboles sospechosos de estar infectados con X. fastidiosa
observada en Jayuya en el presente estudio puede ser explicada por la alta ocurrencia del
vector en dicha localidad. Desde el punto de vista fitopatoldgico, al existir el vector potencial,
el hospedero susceptible, y el agente causal, se reunen todos los elementos necesarios para el
desarrollo de una enfermedad, por lo cual labores de monitoreo y prevencién deben centrarse

en Adjuntas y Jayuya.
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Efecto del afio:

Hubo diferencias significativas para afio (p<0.01) con el mayor porcentaje de casos en
el afiol (tabla 18). En este afio también se encontraron muchas diferencias en Log UFC/ml y
en cepas diferentes por arbol. Se debe considerar también que el afiol fue atipico con totales
de precipitacion mayores al afio 2 (tabla 2).

Tabla 18.- Frecuencia de arboles de cafeto seropositivos (> 0.7) o seronegativos (< 0.7) en la

prueba DAS-ELISA para X. fastidiosa, distribuidos por afio.

NUmero de arboles de cafeto muestreados

Absorbancia’ Afiol Afio2 Total
<0.7 218 238 456
>0.7 22 2 24
Total 240 240 480

No hubo efecto significativo (p=0.88) para las siembras a sol y con diferentes tipos de
sombra (datos no incluidos). Por esta razon se considera que no hubo asociacion entre la

proporcion de arboles sospechosos (p = 0.76) y el tipo de sombra utilizada.

Hubo diferencias altamente significativas (p<0.01, prueba t pareada) para la
absorbancia de nervaduras de las hojas versus ramas de cafeto. La absorbancia promedio para
nervaduras fue de 0.44 mientras que para rama fue de 0.34, indicando que las hojas tienen
mayor cantidad de bacterias que las ramas

Los valores de absorbancia encontrados en ramas y hojas de cafeto fueron menores a
los encontrados por Zumbado (2007) en Costa Rica, quien obtuvo valores de absorbancia en

plantas con sintomatologia de “crespera” entre 0.8 y 1.2 valores de absorbancia.
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Contrastacion de Poblaciones de Bacterias Endofiticas Aisladas de Citricos:

Log UFC/ml Muestras de Arboles de Citrico:

Para la época seca en el afiol no se detectaron diferencias para los factores en estudio,
no hubo interaccion tipo de sombra por localidad en nervaduras de hojas y en ramas de Citrus
sp. (tabla 19).

Para el afio 2 época seca, hubo interaccién sombra por localidad en Log UFC/mI de
rama (tabla 19). De la figura 11 se detecta que la interaccién no fue ordenada. Los log
UFC/ml de rama fueron menores en la localidad de Las Marias, mientras que los valores mas
altos se detectaron en la localidad de Jayuya en parcelas de baja diversidad de sombra,
mientras que en parcelas de alta diversidad los Log UFC/ml méas altos se detectaron en
Adjuntas (figura 11).
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Figura 11.- Medias de Log UFC/mI de ramas de cafeto muestreadas en la época lluviosa del
periodo 2010-2011 en parcelas de cuatro localidades de Puerto Rico. Medias seguidas por la

misma letra no son diferentes al nivel de 0=0.05.
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Tabla 19.- Medias, significancia de la prueba de F y valor de la diferencia minima significativa para el logaritmo del namero de UFC/ml de

arboles de Citrus sp. En Puerto Rico.

2010-2011 2011-2012
Epoca seca Epoca lluviosa Epoca seca Epoca lluviosa

Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas
Localidad

Adjuntas 0.61 1.07 0.64 0.89b 1.36 0.79 1.41 1.31ab

Jayuya 1.00 0.83 1.26 0.27b 1.53 0.97 1.66 2.0la

Las Marias 1.73 1.74 0.63 0.83b 1.02 1.50 0.59 1.20ab

Yauco 1.08 0.74 1.85 2.10a 0.59 0.72 1.12 0.97b

Prueba de F NS NS NS * NS * NS *

DMS nfa n/a nfa 0.30 n/a n/a’ n/a 0.09
Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 1.31 1.26 1.11 0.91 1.03 0.90 1.31 1.30

Alta diversidad de arboles 0.90 0.93 1.07 1.14 1.22 1.08 1.08 1.44

Prueba de F NS NS NS NS NS NS NS NS

DMS n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a

Localidad x tipo de sombra
Prueba de F NS NS NS NS NS * NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad de a=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de
DMS.

En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.

"Transformacion de los valores de conteo de viables en placa Y: [[Y' = log (Y + 1)]

n/a: No aplica. No se utiliz6 la prueba de DMS en los casos donde la prueba de F fue no significativa.

n/a’: no aplica rangos porque la interaccion fue no ordenada.
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En Las Marias, para las parcelas de alta diversidad de especies, el propietario busca
maximizar la diversidad por lo que la cantidad arboles de Citrus sp en esta finca es menor en
comparacion a los otros tratamientos de alta diversidad, de ahi que la presion de la
enfermedad en estos sea minima.

Para la época lluviosa, hubo efecto significativo de localidad para Log UFC/ml de
ramas, en los afios 1 y 2 (tabla 19). En el afio 1, hubo més Log UFC/ml en Yauco; mientras
que en el afio 2 hubo més Log UFC/ml en Jayuya. Estos datos fueron similares a lo ocurrido
con el vector donde las densidades poblacionales fueron mas altas en Jayuya y Yauco, que
corresponden a las localidades de mayor altitud del estudio (Brent Brodbeck, comunicacion
personal, 2011).

Para Citrus sp., los promedios generales del experimento fueron de 287 UFC/ml en
nervaduras de hoja y 199 UFC/ml en rama para la época seca, 167 UFC/ml en nervaduras de
hoja y 142 UFC/ml en rama para la época lluviosa. Estos promedios son mayores a los
reportados por Rivera (2006), quien encontrd un promedio general de 102 bacterias, en
aislamientos de endofiticos de Citrus sp., en Puerto Rico.

Al comparar los efectos significativos encontrados en cafeto versus los efectos
significativos encontrados en citricos para Log UFC/ml, se encontraron menores diferencias
estadisticas para citrico. Probablemente esto se debe a que en citricos el factor tipo de sombra
no compara parcelas a sombra frente a parcelas a sol. La presencia de una comunidad
biologica muy diferente como son las parcelas a sol en los ANOVAS para cafeto podria estar
causando mas interacciones.

Para Citrus sp., las bacterias que generalmente se han asilado en Puerto Rico son:
Bacillus cereus, Bacillus coagulans, M. mesophylicum, P. putida, Staphylococcus warneri,
Stenotrophomonas maltophilia, y X. axonopodis pv. vasculorum (Zapata et al., 2011). Dentro
de la comunidad de microorganismos endofiticos aislados de citricos en el presente ensayo es
probable que esté incluida en las especies mencionadas.

La lluvia puede enmascarar los sintomas observados en citricos, por lo cual la
recoleccion de plantas con sintomatologia de amarillamiento intervenal o dafio de insecto
podria estar relacionada con otros factores, como deficiencias nutricionales o la enfermedad
del enverdecimiento de los citricos.

En un estudio de interaccidbn de cepas endofiticas aisladas a partir de citricos
infectados con la bacteria Xylella fastidiosa llevado a cabo por Lacava et al. (2004), aislaron

bacterias endofiticas a partir de hojas y ramas de naranjo dulce y mandarina.
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Ellos mostraron una incidencia baja de endofiticas, y encontraron como géneros
comunes a Bacillus pumilus, Curtobacterium flaccumfaciens, Enterobacter cloacae,
Methylobacterium extorquens, M. mesophilicum, Nocardia sp., Pantoea agglomerans,
Streptomyces sp. y Xanthomonas campestris.

Dentro de la comunidad endofitica aislada por Lacava et al., (2004), ellos encontraron
a Streptomyces sp. Este género también pudo ser aislado en el presente ensayo, donde la cepa
de codificacion 5357 formoé sobre el medio de cultivo colonias compactas de consistencia
algodonosa y olor a tierra. Se observé también que la cepa forma “falsas hifas” que
constituyen células actinomicetales muy juntas lo que da apariencia de hifas esto es un

arreglo especial de las células caracteristico de los actinomicetos (Madigan et al., 1998).

Cepas Fenotipicamente Diferentes por Arbol:
No se evidenciaron muchas diferencias para las cepas fenotipicamente diferentes por arbol de
Citrus sp. (tabla 20)

Para cepas fenotipicamente diferentes por arbol en la época seca, hubo efecto significativo
para el factor tipo de sombra en nervaduras de hojas en el afio 2, con el promedio mayor para

las parcelas de baja diversidad frente a las parcelas de alta diversidad (tabla 20).

Para cepas fenotipicamente diferentes por arbol en la época lluviosa, no se detectaron

diferencias para los factores en estudio ni para la interaccion.
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Tabla 20.- Medias, significancia de la prueba de F y valor de la diferencia minima significativa para el total de cepas diferentes por arbol

de Citrus sp. en Puerto Rico.

2010-2011 2011-2012
Epoca seca Epoca lluviosa Epoca seca Epoca lluviosa

Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas
Localidad

Adjuntas 0.70 1.40 1.00 1.10 0.40 0.80 1.20 1.30

Jayuya 0.90 0.90 1.10 1.20 1.20 0.90 0.80 0.20

Las Marias 0.70 0.90 0.80 0.40 0.90 1.40 0.40 1.20

Yauco 0.60 0.60 1.00 1.20 1.10 0.90 1.40 1.90

Prueba de F NS NS NS NS NS NS NS NS

DMS n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 0.70 1.05 0.85 1.00 1.20a 1.10 0.90 1.45

Alta diversidad de arboles 0.75 0.85 1.10 0.95 0.60b 0.90 1.00 0.85

Prueba de F NS NS NS NS * NS NS NS

DMS n/a n/a n/a n/a 0.50 n/a n/a n/a.

Localidad x tipo de sombra
Prueba de F NS NS NS NS NS NS NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad de a=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de
DMS.
En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.

"Transformacion de los valores de conteo de viables en placa Y: [[Y' = log (Y + 1)].
n/a: No aplica. No se utiliz6 la prueba de DMS en los casos donde la prueba de F fue no significativa.
n/a’: no aplica rangos porque la interaccion fue no ordenada.
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Analisis seroldgico para X. fastidiosa en Muestras de Citrus sp.

La absorbancia a 650 nm en la prueba DAS-ELISA para X. fastidiosa en muestras de
citricos fue baja. Solo se detectaron 3 &rboles sospechosos (absorbancia > 0.7) (tabla 24).

Hubo diferencias significativas para la absorbancia proveniente de nervaduras de hojas
de Citrus sp. (0.43) versus ramas (0.32) (t pareada; p<0.001). Esto es acorde a lo obtenido en
cafeto. Estos datos concuerdan con lo obtenido por Lacava et al. (2004) quienes determinaron
que las nervaduras de las hojas son el nicho preferencial para la multiplicacion de la bacteria.

No hubo muchas diferencias en la diversidad cepas presentes en el sistema vascular de
citricos, probablemente al usar técnicas moleculares se podrian obtener diferencias. Dentro de
los métodos moleculares para auscultar las poblaciones microbianas se dispone de técnicas
como “Length heterogeneity PCR” que proporciona un perfil de la diversidad de amplicones
en mezclas complejas de productos de PCR (Mills et al., 2006) siendo un método rapido,
reproducible y muy util para la evaluacion rapida de la diversidad natural de comunidades
microbianas. T-RFLP “Terminal restriction fragment length polymorphism” ha sido usada
como una herramienta efectiva para auscultar comunidades microbianas (Reddy, et al., 2007).
El protocolo incluye aislamiento del ARN o ADN de la comunidad, amplificacion por PCR
del amplicon objetivo, digestion con enzimas de restriccion y la separacion por tamafio de los
fragmentos de restriccion.

La técnica molecular més avanzada hasta el momento para obtener informacion de
comunidades ambientales complejas es las genotecas ambientales, las cuales crean una base
de clones que contienen “todos” los genes secuenciados de una comunidad a partir de ADN
meta gendmico extraido (National Academy of Science, 2007).

Estos metodos constituyen una buena alternativa para determinar con mayor precision
el efecto de los factores en estudio en la comunidad microbiana endéfita de Citrus sp. La
utilidad préactica de realizar una caracterizacion molecular de los endofitos consiste en

determinar las posibles interacciones microbianas que pueden contribuir al control de CVC.
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Contrastacion de Poblaciones de Bacterias Endofiticas Aisladas de Inga sp.

Log UFC/ml Muestras de Arboles de Inga sp:
Para Inga sp., al igual que en Citrus sp., se detectd6 menores efectos significativos en
comparacion al cafeto (tabla 21). Hubo mayor efecto de la interaccion tipo de sombra por

localidad para Inga sp

En la época seca para el afio 1, hubo diferencias significativas (p<0.05) para los factores tipo
de sombra y localidad en nervadura s de las hojas de Inga sp. Para el tipo de sombra el
promedio mas alto se detecto en la parcela de alta diversidad, mientras que el menor promedio
se obtuvo en las parcelas de baja diversidad. Para localidad se detecté mas Log UFC/ml para
la localidad de Jayuya y Yauco, mientras que los promedios menores se detectaron en las
localidades de Las Marias y Adjuntas (tabla 21).

En el afio 2, para la época seca hubo una interaccion sombra por localidad de Log

UFC/ml de ramas no ordenada (tabla 21, figura 12).
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Figura 12.- Medias de Log UFC/ml de ramas de Inga muestreadas en la época seca del

periodo 2010-2011. Medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.
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Tabla 21.- Medias, significancia de la prueba de F y valor de la diferencia minima significativa para el logaritmo del namero de UFC/ml de

arboles de Inga sp. en Puerto Rico.

2010-2011 2011-2012
Epoca seca Epoca lluviosa Epoca seca Epoca lluviosa

Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas
Localidad

Adjuntas 0.26b 0.21 0.35 0.92 1.02 1.03 1.56 1.85

Jayuya 0.77a 0.52 0.68 1.18 1.42 1.99 1.93 1.31

Las Marias 0.33b 0.35 0.68 0.91 1.37 1.25 2.14 2.66

Yauco 0.49ab 0.59 0.55 0.56 0.64 1.00 1.56 1.94

Prueba de F * NS NS NS NS * NS *

DMS 0.11 n/a nla n/a n/a n/a’ n/a n/a
Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 0.31b 0.45 0.73 1.23a 1.16 1.24 1.86 2.14

Alta diversidad de arboles 0.61a 0.39 0.40 0.55b 1.06 1.39 1.74 1.74

Prueba de F * NS NS il NS NS NS NS

DMS 0.21 n/a n/a 0.28 n/a n/a n/a n/a

Localidad x tipo de sombra
Prueba de F NS NS NS * NS ol NS xx

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad de a=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de
DMS.

En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.

"Transformacion de los valores de conteo de viables en placa Y: [[Y' = log (Y + 1)].

n/a: No aplica. No se utilizo6 la prueba de DMS en los casos donde la prueba de F fue no significativa.

n/a’: no aplica rangos porque la interaccion fue no ordenada.
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En el afio 1 época lluviosa, los promedios de Log UFC/mI de ramas en las parcelas de
baja diversidad fueron mas del doble en comparacion a las parcelas de alta diversidad de
especies (tabla 21). Estos datos fueron similares a lo obtenido en el vector Caribovia
coffeacola por Brodbeck et al., (2011) quienes encontraron que en las parcelas de baja
diversidad donde se utiliza Inga sp., como Unica especie de sombra las poblaciones de los
saltones de hoja pueden incrementarse significativamente.

En el afio 2 época lluviosa, hubo interaccion tipo de sombra por localidad de los Log

UFC/ml de rama de Inga. De la figura 13 se deduce que la interaccion es no ordenada.
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Figura 13.- Medias de Log UFC/mI de ramas de Inga muestreadas en la época seca del

periodo 2011-2012. Medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de 0=0.05.

Cepas Fenotipicamente Diferentes por Arbol de Inga sp.:

En el afiol época seca, hubo efecto significativo de la localidad sobre la diversidad
bacteriana (tabla 22). EI promedio mas alto se obtuvo en las localidades de Jayuya y Yauco,
mientras que el promedio menor se obtuvo en las localidades de Adjuntas y Las Marias. Estos
resultados fueron similares a lo encontrado en el vector Caribovia coffeacola (Brent Brodbeck
comunicacion personal, 2011) donde la densidad de saltones de hoja fue mucho mas alta en

Yauco y Jayuya que a la vez corresponden a las localidades de mayor altitud en el estudio.
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Tabla 22.- Medias, significancia de la prueba de F y valor de la diferencia minima significativa para cepas fenotipicamente diferentes por arbol
de Inga sp. en Puerto Rico.

2010-2011 2011-2012
Epoca seca Epoca lluviosa Epoca seca Epoca lluviosa

Efecto Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas Hojas Ramas
Localidad

Adjuntas 0.60b 0.90 1.00 1.30 0.70 0.40 0.50b 1.10

Jayuya 1.18a 1.60 0.90 0.80 1.10 0.90 1.50a 1.80

Las Marias 0.24b 1.20 1.50 1.10 1.80 0.40 0.50b 1.60

Yauco 0.74ab 0.60 1.00 1.10 0.80 1.30 0.70b 1.30

Prueba de F * NS NS NS NS * * NS

DMS 0.22 n/a n/a n/a n/a n/a 0.42 n/a
Manejo de sombra

Baja diversidad de arboles 1.05 1.05 1.05 1.232 1.05 1.20 1.00 2.14

Alta diversidad de arboles 1.15 1.15 1.15 0.55b 1.15 0.95 1.00 1.74

Prueba de F NS NS NS NS NS NS NS NS

DMS n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a

Localidad x tipo de sombra
Prueba de F NS NS NS NS NS * NS NS

DMS= Diferencia minima significativa a nivel de probabilidad de a=0.05. En los casos donde la prueba de F no fue significativa, no se reporta el valor de
DMS.
En la misma columna por cada factor, medias seguidas por la misma letra no son diferentes al nivel de a=0.05.
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Hubo interaccion significativa (sombra por localidad) para la diversidad de cepas

obtenidas de ramas de Inga sp., (figura 14). Se detecta que la interaccion es no ordenada
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Figura 14.- Medias de Cepas fenotipicamente diferentes por arbol de ramas de Inga
muestreadas en la época seca del periodo 2011-2012. Medias seguidas por la misma letra no

son diferentes al nivel de 0=0.05.

En la época lluviosa para el afio 1 no se detectaron diferencias. Para el afio 2 se
detectaron diferencias en el factor localidad con el promedio mayor en la localidad de Jayuya
seguido por Yauco (tabla 22) este comportamiento estuvo relacionado a lo que ocurrié con el
vector con mayor densidad poblacional en Yauco y Jayuya (Brodbeck et al., 2011).

Los estudios preliminares realizados por Brodbeck et al., (2011) muestran que Inga
sp., es el hospedero preferido por el vector potencial Caribovia coffeacola. Ellos encontraron
que la abundancia de Caribovia coffeacola fue extremadamente alta en plantulas de Inga sp.,

con fluctuaciones de 25 a 40 individuos por arbol.

Analisis seroldgico para X. fastidiosa en Muestras de Inga sp.

No se evaluaron los efectos de los factores analizados en cafeto, debido a que hubo
muy pocos arboles sospechosos de enfermedad (tabla 24). Hubo diferencias altamente
significativas (P<0.01, t pareada) para la nervaduras de hojas versus ramas de Inga sp. Este

resultado fue similar a lo ocurrido en cafeto y Citrus sp.
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Contrastacion de poblaciones para otras especies de sombra:

Se obtuvieron datos de UFC/ml de ramas y nervaduras, y el total de cepas
fenotipicamente diferentes por placa de Moca (Andira inermis), Gliricidia o Saman
(Gliricidia sp.) y Carbonero (Misantropus carbonarum). No se midieron los efectos de los
factores analizados en cafeto, Citrus sp., e Inga sp. debido a que estos arboles solo se
encontraron en las localidades de Jayuya (moca y Gliricidia sp.) y Adjuntas (carbonero).

Los valores de poblacién y diversidad de bacterias endofiticas para las especies moca,
Gliricidia y carbonero fueron bajos en comparacion a las especies Inga sp, Citrus sp, y
arboles de cafeto. Esto es similar al comportamiento encontrado para vectores potenciales
donde las poblaciones de estos fueron bajas o nulas para las capturas realizadas en las parcelas
que contenian estas especies ( Brent Brodbeck comunicacion personal, 2011). Los Log
UFC/ml més altos entre estas tres especies, se detectaron para Gliricidia sp. (tabla 23).

Tabla 23.- Resumen del log UFC/ml y cepas fenotipicamente diferentes/placa para tres
especies de arboles de sombra en el agro-ecosistema del cafeto.

Nombre Variable Valores promedio
Carbonero Cepas diferentes/ placa Hoja 1.33
Misantropus carbonarum Cepas diferentes/ placa Rama 1.50
Log UFC/ml Nervadura 1.63
Log UFC/ml Rama 2.51
Gliricidia o saman Cepas diferentes/ placa Hoja 1.10
Gliricidia sp. Cepas diferentes/ placa Rama 1.30
Log UFC/ml Nervadura 2.76
Log UFC/ml Rama 2.90
Moca Cepas diferentes/ placa Hoja 0.80
Andira inermis Cepas diferentes/ placa Rama 0.70
Log UFC/ml Nervadura 1.00

Log UFC/ml Rama 0.93




68

Estudio 111: Distribucion Espacial de Arboles Sospechosos de enfermedad _evaluados
con la Prueba DAS ELISA para Xylella fastidiosa (Xf)

Se geo-referenciaron 348 arboles en el agro-ecosistema de cafeto en las parcelas de
Adjuntas (18°09'30", W66°45'27"), Jayuya (N18°09°35°°; W66°38°45), Las Marias
(N18°13’14°’; W66°01°38°”) y Yauco (N18°09°57°’; W66°49°36°”) y Usando la prueba DAS-

ELISA especifica para X. fastidiosa, se detectaron un total de 31 casos sospechosos para la

bacteria, que corresponde al 9% del total de arboles georeferenciados (tabla 18).

Tabla 24.- Lecturas de Absorbancia a 650 nm en la prueba DAS ELISA para X f. de

nervaduras de las hojas y ramas de arboles sospechosos de enfermedad con valores > 0.7 A.

Planta Tejido Manejo Localidad Sintomas Absorbancia
cafeto hoja Bajadiv. Adjuntas  Amarillamiento intervenal 0.78
cafeto hoja  Asol Adjuntas  Clorosis de hojas 0.79
citrus  hoja Bajadiv. Adjuntas  Amarillamiento intervenal 0.84
cafeto hoja  Altadiv. Adjuntas  Roseta 0.90
cafeto hoja  Asol Adjuntas  Hojas aparentemente normales 1.04
cafeto hoja  Asol Adjuntas  Amarillamiento de hojas y clorosis  1.14
cafeto hoja Bajadiv. Adjuntas  Roseta 0.72
cafeto hoja  Altadiv. Adjuntas  Arbol muriéndose 0.77
cafeto rama  Asol Adjuntas  Amarillamiento hojas 0.89
cafeto rama Bajadiv. Adjuntas  Roseta 1.29
cafeto hoja  Asol Adjuntas  Amarillamiento intervenal 0.78
cafeto hoja  Altadiv. Adjuntas  Roseta 0.89
cafeto rama  Altadiv. Adjuntas  Amarillamiento de hojas 1.51
cafeto rama  Bajadiv. Jayuya Amarillamiento de hojas 0.73
cafeto rama  Altadiv. Jayuya Necrosis apical 0.98
cafeto hoja Baja div. Jayuya Acortamiento entrenudos 0.81
cafeto hoja Baja div. Jayuya Hojas anormales, quemado bordes  0.84
cafeto hoja Baja div. Jayuya Roseta 1.31
cafeto hoja  Altadiv. Jayuya Roseta 0.76
cafeto rama  Altadiv. Jayuya Roseta 0.79
cafeto rama  Bajadiv. Jayuya Acortamiento entrenudos 0.84
cafeto hoja  Altadiv. Jayuya Necrosis apical 0.92
cafeto hoja Baja div. Jayuya Clorosis y amarillamiento hojas 0.91
citrus hoja  Altadiv. Jayuya Hojas normales 0.73
citrus rama  Altadiv. Jayuya Amarillamiento intervenal 0.92
inga hoja Baja div. Jayuya Necrosis apical, venas oscuras 0.90
cafeto hoja  Asol Las Marias Roseta 0.94
cafeto hoja Baja div. Las Marias Amarillamiento hojas 0.79
cafeto hoja Baja div. Yauco Necrosis apical 0.82
cafeto hoja A sol Yauco Necrosis apical 1.02

cafeto rama  Bajadiv. Jayuya Hojas anormales, grandes 0.70
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Se encontraron arboles sospechosos de enfermedad mayormente en Adjuntas y Jayuya
con 43% y 45% de los casos respectivamente. Brodbeck 2011 (comunicacion personal)
encontro que las densidades del vector potencial, Caribovia coffeacola, fueron mayores en las
parcelas de Jayuya y Yauco, las dos localidades més elevadas en el estudio.

En Adjuntas, se encontraron 13 casos sospechosos (12 de cafeto y 1 de Citrus) de
arboles con valores de absorbancia > 0.7 A, los cuales estuvieron distribuidos entre fincas de
alta diversidad (3 casos), baja diversidad (5 casos) de especies de sombra y en parcelas a sol
(5 casos) (figura 15).

Carbonero .

Figura 15- Geo-referenciacion de arboles muestreados en Adjuntas, segun los valores de
absorbancia a 650 nm en la prueba DAS- ELISA para Xf. verde (0.02-0.10 A) amarillo (0.11-
0.40 A) naranja (0.41-0.69 A) rojo (>0.7 A). No se puede observar todos los casos en las

parcelas a sol debido a que se utilizé la versidn online del programa ARCGIS.

En un estudio llevado a cabo por Marifio (2007), se encontré el mayor porcentaje de
captura de vectores potenciales de Xf. en fincas de Adjuntas (66%). Esta informacion
corrobora lo observado en el presente estudio con alta densidad de vectores potenciales y
mayor presencia de casos de arboles con sintomas de la enfermedad.

En la localidad de Jayuya, las fincas de muestreo estuvieron mas separadas en
comparacion a otras localidades. Para las parcelas de alta diversidad de especies de sombra
frente al control a sol y sombra de baja diversidad de especies, hubo una distancia de méas de
12 kilometros. Para la zona de Jayuya se detectaron 14 casos sospechosos de arboles con

valores de absorbancia > 0.07 (figuras 16 y 17 ).
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Figura 16.- Geo-referenciacion de arboles muestreados en Jayuya, segun los valores de
absorbancia a 650 nm en la Prueba DAS- ELISA para X. fastidiosa: verde (0.02-0.10 A)
amarillo (0.11-0.40 A) naranja (0.41-0.69 A) rojo (>0.7 A).
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Source: Esri, i-cubed, USDA, USGS, AEX, GeoEye, Getmapping, Aerogrid, IGN, IGP, and the GIS User Community esrl

Figura 17.- Geo-referenciacion de arboles muestreados en Jayuya, segun los valores de
absorbancia a 650 nm en la Prueba DAS- ELISA para X. fastidiosa: verde (0.02-0.10 A)
amarillo (0.11-0.40 A) naranja (0.41-0.69 A) rojo (>0.7 A).

En la zona de Las Marias, se detectaron dos casos de arboles con absorbancia > 0.7 en una
parcela a sol y otra parcela de baja diversidad de especies de sombra (figura 18). No se
detectaron casos en la finca de alta diversidad de especies (figura 19). Cabe destacar que esta
finca busca certificacién organica, por esta razon el control de malezas es mecanico lo que
constituye una gran diferencia con las otras fincas de la localidad donde el manejo de malezas

se realiza con aspersiones de glifosato.



71

. Baja diversidad
Citrus -

Control sol.

Alta diversidad

: B couies o PR DA 55, . eomsgemraivacianand 160 TR Q ST
Figura 18.- Geo-referenciacion de arboles muestreados en Las Marias, segun los valores de
absorbancia a 650 nm en la Prueba DAS-ELISA para X. fastidiosa: verde (0.02-0.10 A)
amarillo (0.11-0.40 A) naranja (0.41-0.69 A) rojo (>0.7 A).
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Figura 19.- Geo-referenciacion de arboles muestreados en Las Marias, segun los valores de
absorbancia a 650 nm en la Prueba DAS-ELISA para X. fastidiosa: verde (0.02-0.10 A)
amarillo (0.11-0.40 A) naranja (0.41-0.69 A) rojo (>0.7 A).
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En Yauco, se detectaron dos casos sospechosos de arboles con absorbancia > 0.7. La
finca que contiene el tratamiento de alta diversidad de especies de sombra es un cultivo
abandonado en sucesion secundaria de especies de bosque. Por lo tanto, se considera dificil
encontrar una alta incidencia de la enfermedad en esta plantacion debido a que la presion de la
enfermedad sobre este cultivo es minima.

En el estudio de Marifio (2007) encontré el menor porcentaje de captura de vectores
potenciales en las fincas de esta localidad (8%) por lo tanto las capturas baja de vectores y la

presencia baja de casos estuvo relacionada para esta zona.
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Figura 20.- Geo-referenciacion de arboles muestreados en Yauco, segun los valores de
absorbancia a 650 nm en la Prueba DAS-ELISA para X. fastidiosa: verde (0.02-0.10) amarillo
(0.11-0.40) naranja (0.41-0.69) rojo (>0.7).

El andlisis de distribucion espacial hecho con el programa SatScan (Kulldorff, 2009)
permiti6 generar dos conglomerados: el conglomerado principal y el conglomerado
secundario. Para la distribucién espacial del conglomerado principal, se encontré un total de
351 valores de absorbancia y 29 casos sospechosos con absorbancia > 0.7. EI conglomerado
generd las coordenadas 18.160200° N, 66.646200° E con un radio de 16.84 km.

Dentro del radio establecido por el programa SatScan se determind un riesgo relativo
de 14.95. El riesgo relativo considera la probabilidad de un evento (riesgo) en relacion a la
exposicion del individuo a la bacteria (Sistrom y Garvan, 2004). Por lo tanto, hay 14.95 veces
mas probabilidad de encontrar una planta sospechosa dentro del conglomerado que fuera de
este (P<0.001). El conglomerado principal agrupé a los arboles muestreados de las zonas de
Adjuntas, Jayuya y Yauco (figura 21).
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Spatial cluster
Population: 351 Cases: 29
Relative risk: 14.95
P-value: 0.00017

Source: Esri, i~cubed, USDA, USGS, AEX, GeoEye, Getmapping, Aerogrid, IGN, IGP, and the GIS User Community esrl

Figura 21.- Conglomerado espacial principal de los arboles sospechosos con la prueba DAS-
ELISA para X. fastidiosa en Puerto Rico.

Dicho conglomerado agrupa tambien a los municipios de Utuado, Lares y Guanica,
localidades no muestreadas pero donde se esperaria que exista un nimero elevado de casos.

Para el conglomerado secundario se detecté un total de 342 valores de absorbancia y
un total de 2 casos. EIl conglomerado genero las coordenadas 18.202300° N, 67.137400° E
con un radio de 35.23 km. El riesgo relativo fue de 0.075. Por lo tanto la probabilidad de
encontrar arboles sospechosos de enfermedad en el conglomerado secundario es casi nula
(P<0.001). ElI conglomerado secundario agrupé a los arboles muestreados en Las Marias
(Figura 22).
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Figura 22.- Conglomerado espacial secundario (amarillo) de los arboles sospechosos con la
prueba DAS - ELISA para X. fastidiosa en Puerto Rico.

El conglomerado secundario agrupa a los municipios de Aguadilla, Aguada, Rincon,
Afasco, Moca, San Sebastian, Cabo Rojo, Hormigueros, Lajas y Sabana Grande, donde se
espera en las plantaciones cafetaleras tener baja probabilidad de la enfermedad.

Vale destacar que el conglomerado secundario separa a la localidad de Las Marias de
menor altitud frente a las localidades de mayor altitud (Adjuntas, Yauco y Jayuya) que se
agruparon en el conglomerado principal.

Los sistemas de informacion geografica y los conglomerados espaciales permitieron asociar
con un alto riesgo relativo la presencia de arboles sospechosos de la enfermedad en las
localidades de mayor altitud (Adjuntas, Jayuya y Yauco) frente a la localidad de Las Marias
de menor altitud. También permitieron asociar con un mayor riesgo relativo arboles
sospechosos en las localidades de Adjuntas, Yauco y Jayuya por lo tanto los estudios de
monitoreo y las medidas de prevencion para las posibles enfermedades infecciosas tal como

CVC y CLS deben centrarse en las zonas donde se ubico el mayor riesgo de la enfermedad.
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Estudio IV Anélisis Conglomerado

Se separaron las cepas bacterianas de reaccion Gram negativa y crecimiento
fastidioso (Gram-, TSA- PW-) cuya morfologia fue colonias pequefias (<1mm), de forma
redonda, color blanquecino que se detallan en la figura 23.

Figura 23.- Morfologia de las cepas sospechosas de Xylella fastidiosa sobre medio periwinkle
(PW) (a: 5221, b:5040, c: 5151, y d:5029).



76

En el grupo se detectaron 80 cepas sospechosas para Xylella fastidiosa que presentan
las caracteristicas de crecimiento fastidioso (PW+, TSA-) de reaccion Gram -, Catalasa+ y
Oxidasa -. EI 51% de las cepas sospechosas se detectaron en arboles de cafeto (Figura 24).

Carbonero (1%} poca (3%}
Gliricidia (6%}

Citrus {11%:)

Coffea [51%)

Inga (28%)

Figura 24.- Porcentajes del total de cepas de comportamiento fastidioso aisladas a

partir de diferentes especies vegetales en Puerto Rico.

Al realizar el corte arbitrario a la distancia de 1.24 que corresponde al 50% de la
distancia maxima, las cepas se agrupan en 9 conglomerados. EI conglomerado 1 agrupo 6
cepas desde la 7006 hasta la 5427 (figura 25), de ellas cuatro se aislaron de la localidad de
Jayuya, tres de ellas fueron de parcelas a sol y las otras tres de parcelas de alta diversidad,
cinco cepas del conglomerado uno fuero de arboles de cafeto y una de Inga sp. Para el
conglomerado dos se agruparon seis cepas desde la 5511 hasta la 4865. Cinco cepas se
aislaron de arboles de cafeto una cepa de Inga sp., y tres de las parcelas de alta diversidad.

El conglomerado tres agrup6 11 cepas desde la 5493 hasta la 4862, donde no existe
un patron de asociacion de localidad tipo de sombra o especie, esto demuestra que las cepas
que se agrupan en los conglomerados pueden ser de origenes diversos y mostrar alta
variabilidad en cuanto a su origen, sin embargo la caracterizacion fenotipica es similar. De ahi
que el andlisis de conglomerados sea una herramienta poderosa para poder asociar cepas de

distintos origenes y especies vegetales.
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El conglomerado cuatro agrupé siete cepas desde la 7019 hasta la 5029. De estas cepas
cinco se aislaron a partir de cafetos, una fue de Inga sp. y otra de Citrus sp. Vale destacar que
en este conglomerado se agrup6 a las cepas 5029 y 5151 las cuales se determinaron
inicialmente como cepas positivas para Xyella fastidiosa segun las pruebas de ELISA y PCR
con los iniciadores 272 1-2, realizada en el USDA-Agricultural Research Center de Beltsville,
Maryland, USA (Mildred Zapata, 2011, comunicacién personal).

El conglomerado cinco agrup6 a 13 cepas desde la 5462 hasta la 5010, de ellas siete
provienen de la localidad de Las Marias. EI conglomerado seis agrupé 12 cepas desde la
5406 hasta la 4868 la cuales fueron de origen variable, de diferentes tipos de manejo y de
diferente especie. En el conglomerado siete se agruparon ocho cepas desde la 7013 hasta la
4856 de distinto origen tipo o manejo de sombra y de diferentes especies. En el
conglomerado ocho se agruparon nueve cepas desde la 5438 hasta la 4853, de ellas seis
fueron de parcelas de alta diversidad de especies de sombra. En el conglomerado nueve se
agruparon ocho especies desde la 4986 hasta la 4852. De estas seis fueron aisladas a partir de
muestras de cafeto (figura 25).
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Figura 25.- Dendograma para cepas aisladas en el agro-ecosistema de cafeto de reaccion
Gram negativa y que no crecen en medio TSA. Se utilizo la distancia de Gower y el método
de aglomeracion de Ward.

C= conglomerado

Estudio V: Aislamiento de ADN y Técnica de PCR de Bacterias y Muestras VVegetales

Sospechosas para_Xylella fastidiosa:
Las cepas de comportamiento fastidioso, de cddigos: 4852, 4854, 4859, 4861, 4865,
4985, 4986, 5026, 5029, 5118, 5127, 5146, 5151, 5221, 5415, 5621, y 5635 se extrajo ADN

usando el Kit “capture column de la compafiia Qiagen”. Posteriormente se realizO PCR

usando iniciadores codigo 272 1-2 (Pooler y Hartung, 1995) recomendados para X. fastidiosa,

e iniciadores codificados como 1492R y 27F que amplifican el gen 16S rDNA (Lane, 1991).
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En la figura 26 se observa el producto de PCR usando primers CVC 2721-2, donde
las cepas 4985, 4986, 5029 y 5635 amplificaron bandas de aproximadamente 700 - 800 pares
de bases, que es el tamafio de banda esperado para X. fastidiosa (Pooler et al., 1997). Las
cepas que amplificaron bandas con los primers CVC 272 1-2, resultaron con valores
promedio de absorbancia de 0.204 para la 4985, 0.213 para la 4986 y 0.109 para la 5029.

BO00er 4352 43585 4588 S029 S113 5127 5146 5151 5221 S415 5621 5635 4884 4859

Figura 26.- Producto de PCR para cepas potenciales de Xylella fastidiosa con iniciadores 272
1-2 (Pooler y Hartung, 1995) marcador “Hiperladder (Bioline)” de 10 kbp.

A las cepas 4852, 5221, 5151, 5029, 4986 se les realizo PCR con el protocolo CVC
Cox en el laboratorio de John Hartung (USDA - ARS, Beltsville, Maryland) sin detectarse
resultados positivos para X. fastidiosa. Se repitio el PCR usando el protocolo XF 16S Cox,
sin encontrar resultados positivos para X. fastidiosa.

El producto de PCR con iniciadores universales (Figura 27), produjo una banda de

aproximadamente 1500 pares de bases para la cepa 5415.

s 1500bp

Figura 27.- Producto de PCR para cepas potenciales de Xylella fastidiosa con iniciadores
1492R y 27F. Marcador “Hiperladder (Bioline)” de 10 Kbp.
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Para las muestras vegetales obtenidas en las parcelas experimentales, se realizo
prueba de DAS ELISA para X. fastidiosa. EI promedio de los valores de densidad dptica a
una absorbancia a 650 nm fue 0.24. El valor maximo fue de 1.51 (tabla 26) que presentaba
sintomas de roseta que son similares a los reportados por otros autores para la crespera del
cafeto (Rodriguez et al., 2001).

Las muestras vegetales que presentaron valores iguales o superiores a 0.70 (tabla 24)
fueron enviadas al laboratorio de John Hartung (USDA - ARS, Beltsville, Maryland) para la
identificacion molecular, sin detectarse resultados positivos para X. fastidiosa. Se repiti6, el
PCR usando el protocolo F 16S Cox, sin encontrar resultados positivos para X. fastidiosa.

Para los valores de absorbancia obtenidos a partir de muestras de cafeto, en la prueba
de DAS ELISA, se han detectado valores variables. Cabe resaltar que la prueba para Xylella
fastidiosa que produce la compafiia Agdia (Inc.) estd compuesta de una mezcla de
anticuerpos seroldgicamente distintos que detectan aislados de X. fastidiosa de varios cultivos
que no incluyen al cafeto ni a las especies del género Inga sp.

Para la prueba DAS ELISA para X. fastidiosa de la compaiia Agdia Inc., no se
detectaron valores superiores o iguales al testigo positivo ni en hojas y ni en ramas de los
arboles ensayados. El promedio en las pruebas realizadas en el presente estudio fue 2.4 A para
el testigo positivo sin diluir y para los testigos positivos diluidos a 10 y 102 fueron 0.7 A y
0.4 A respectivamente.

Para la extraccion de ADN a partir de ramas y nervaduras de las hojas de cafeto se
obtuvo baja eficacia (50%). Probablemente la oxidacion del tejido y la degradacion
enzimatica del ADN de la muestra fue alta durante el proceso de pulverizacién. Se pudo
observar que la muestra luego de ser triturada se tornaba oscuro rapidamente. Esta oxidacion
en tejido de cafeto probablemente causé el bajo rendimiento en la extraccion de ADN.

Para las muestras vegetales el gel de calidad para el producto de extraccion generd

bandas de aproximadamente 12000 pares de bases (figura 28)
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Figura 28.- Producto de extraccién de ADN para muestras vegetales colectadas en el periodo

enero a marzo 2012.

Para la bacteria X. fastidiosa, no se han detectado resultados consistentes sobre la
presencia de la bacteria en las muestras de plantas de cafeto, Citrus sp., e Inga sp., que se han
ensayado, de igual manera para las bacterias Gram negativas endofiticas de comportamiento
fastidioso (PW+TSA-) que se han aislado en los dos afios de investigacion.

Se detectaron resultados positivos con PCR para las bacterias de codigos 5029, 4986
y 5151 en el primer afio de investigacion (2010-2011) con los primers 272 1-2 (Laboratorio
de John Hartung). En el 2012 (en el laboratorio de la Dra. Consuelo Estévez) se pudo volver a
corroborar este resultado para las cepas 4985, 4986 y 5029 (Figura 26). Sin embargo, al
presente se ha desarrollado otra metodologia con los iniciadores XF 16S Cox que indican que
estas cepas son falsos positivos a X. fastidiosa (Zapata, comunicacién personal, 2012).

Es necesario considerar que el “DAS-ELISA para X. fastidiosa” esta disefiado bajo
una mezcla de anticuerpos que pueden detectar una amplia gama de aislados de X. fastidiosa,
en la que no incluye aislados de Cafeto ni de Inga sp. (Agdia, 2012). Al realizar la prueba
con anticuerpos mas especificos en el laboratorio de John Hartung (USDA - ARS, Beltsville,

Maryland) se detectaron resultados positivos para las muestras vegetales enviadas.
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En este estudio se detectaron plantas de cafeto con la sintomatologia caracteristica de
CLS causado por X. fastidiosa tal como se ha detectado en café en estudio es Costa Rica y
Colombia, con alto grado de defoliacion, entrenudos cortos, bajo rendimiento, hojas cloroticas
y pequefias. Ademas de observarse reduccion del tamafio de las hojas, entrenudos cortos,
quema de los bordes de las hojas mas viejas y posterior caida de estas, muerte descendente,
formacion de grupos de hojas terminales pequefias, hojas deformadas y cloréticas, reduccion
del tamafio y cantidad de la fruta, debilitamiento general de las plantas mas afectadas, y
muerte. Los sintomas expuestos son similares a los descritos por Beretta (1996) y Meneguim
(2000) en los cultivos de cafeto de Brasil, afectados por la X. fastidiosa.

En el 2003 Rodriguez-Solis et al. mencionan que a través de una serie de
investigaciones descartaron la relacion de virus, viroides, fitoplasmas y deficiencias
nutricionales con la patologia de crespera, obteniendo resultados positivos con la prueba de
DAS- ELISA para la bacteria X. fastidiosa.

En cuanto a las enfermedades clorosis variegada de los citricos (CVC) vy
encorchamiento de la hoja del cafeto (CLS) se estima que las condiciones son adecuadas para
el desarrollo de la enfermedad al tener los vectores potenciales Caribovia coffeacola y
Hortensia similis (Marifio y Zapata, 2009), los hospederos principales Coffea arabica, y
Citrus sp. y los hospederos secundarios como Persea americana y malezas.

La falta de consistencia en los resultados obtenidos en la prueba DAS-ELISA para X.
fastidiosa y PCR que confirmen la presencia de X. fastidiosa podria estar relacionada a bajas
poblaciones de la bacteria en la planta (Goldberg, 2007) por lo que la prueba de ELISA podria
estar dando valores inferiores al control positivo por la baja titulacion de la bacteria en el
tejido. Sin embargo esta explicacion no es adecuada cuando se usan cultivos puros ya que se
esperaria una absorbancia mayor. La sensibilidad del analisis por PCR es mayor que ELISA.
Sin embargo, existen varios problemas con la reaccion de PCR como la presencia de fenoles y
compuestos aromaticos del cafeto que pueden interferir con la reaccion, la falta de una
proteinasa que permita romper las membranas celulares eficientemente, y degradar las
proteinas liberadas al medio donde se esta produciendo la reaccion.

Por otro lado, las poblaciones de la bacteria varian de hoja a hoja (Goldberg, 2007)
siendo esta la razon probable de que no se obtengan los mismos resultados al regresar al

mismo arbol para tomar muestras nuevas.
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Se debe considerar también que la sintomatologia no es indicativo de la presencia de
Xylella fastidiosa, ya que se han hecho estudios donde se descarta la relacion de virus,
viroides, fitoplasmas y deficiencias nutricionales con la patologia de crespera (Rodriguez-
Solis et al., 2003). Sin embargo, los resultados muestran que no existe relacién entre el
sintoma y valores altos de absorbancia y resultados positivos de PCR.

En cuanto a la extraccion de la bacteria a partir de los vasos del xilema es necesario
mencionar que resulta bastante complicada, los tejidos son duros y se oxidan con facilidad,
por lo tanto los niveles fueron variables e inconsistentes en las diferentes fechas de muestreo.

Por otro lado, la poblacion de la bacteria fluctia con la época del afio (Goldberg,
2007) y el efecto de época varia de acuerdo a las parcelas que se estén analizando, de ahi que
hubo significacion para la interaccion tipo de sombra por época en la mayoria de variables
analizadas.

La secuenciacion de los productos de PCR procedentes del ADN de las muestras que
amplificaron con los iniciadores recomendados han resultado negativas a X. fastidiosa. Estos
resultados indican la posibilidad de bacterias distintas a X. fastidiosa asociadas a los arboles

enfermos detectados durante este estudio.
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CONCLUSIONES

1. En la época lluviosa se observé mayor cantidad y diversidad de bacterias endofiticas
en las nervaduras de hojas y ramas de los arboles de Coffea arabica, Citrus sp., e Inga sp.,
versus la época seca.

2. La interaccién de sombra por época fue la méas frecuente, indicando que el efecto
de época dependera del tipo de sombra utilizado en la parcela.

3. Existe menor diversidad de bacterias endofiticas en condiciones a sol versus
sombra.

4. Se obtuvieron 1278 cepas bacterianas asociadas a arboles de cafeto, citricos y
arboles de sombra, que fueron caracterizadas morfoldgica y fisiolégicamente. El fenotipo de
las colonias encontrado con mayor frecuencia fue: morfologia redonda, margen liso y
aplanadas, de reaccion Gram positiva, Catalasa positiva, Oxidasa negativa y con habilidad de
crecer en medio TSA.

5. A partir del analisis de conglomerados usando el método de encadenamiento de
Ward con la distancia de Gower, en las muestras de plantas sintomaticas se encontraron
aproximadamente el doble (63%) de colonias Gram negativas, Catalasa positivas, Oxidasa
negativas de crecimiento fastidioso versus el nimero de cepas encontradas en plantas
asintomaticas (37%) (p=0.88).

6. Se agruparon 80 cepas de tipo fastidioso en nueve conglomerados. Las cepas de
codigos 4985, 4986, 5029 y 5151 amplificaron en la reaccién de PCR con los iniciadores 272
-1-2 recomendados para X. fastidiosa., los cuales resultaron no especificos a X. fastidiosa.

7. Los conglomerados espaciales permitieron asociar con mayor riesgo relativo a
posibles casos de la enfermedad CLS en las localidades de mayor altitud Adjuntas, Yauco y
Jayuya (Riesgo Relativo 14.95; p<0.001). Esto tiene relevancia a nivel preventivo para el

control de la enfermedad.
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RECOMENDACIONES

1.- Realizar el experimento considerando tipo de sombra como un factor separado, debido a
las grandes diferencias en las comunidades bioldgicas del cafeto bajo sombra versus el cafeto

en plantacion comercial “a sol”.

2.- Realizar el ensayo en plantaciones que usen el sistema de “cafeto a sol” y evaluar el

efecto de las practicas culturales sobre los niveles de bacterias endofiticas.

3.- Auscultar las poblaciones microbianas con técnicas como “Lenght heterogeneity PCR”,
T-RFLP “Terminal restriction fragment length polymorphism” 0 genotecas ambientales, para
poder determinar las posibles interacciones microbianas que pueden contribuir al control de

X. fastidiosa en Puerto Rico.

4.- Secuenciar las cepas de crecimiento fastidioso de reaccion Gram negativa, catalasa
positiva y oxidasa negativa, con el fin de conocer los géneros y especies de las cepas

sospechosas de ser X. fastidiosa aisladas en el presente estudio.

5.- Continuar investigando para identificar el agente causal asociado a los sintomas de

enfermedad observados en el cafeto en P.R.
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Anexol.- Precipitacion registrada en la Estacion Experimental Agricola de Adjuntas, Puerto

Rico durante el periodo en estudio 2010-2012.

JAYUYA, PUERTO RICO (BE4910)
Period of Record : 1/ 1/1949 to 873172882

- _____
*
s
-
T
c
=]
-
Fal
m
Fu]
-
[
]
o
@
[
-
Jan Mar May Jul Sep My
Fek At Jun Aug Oct Dec
[IEII_-I of Year Coutheast

Reaional

[ Average Total Monthly Precipitation ] Climate

Center

Anexo 2.- Precipitacion total (pulg.) para la estacion Jayuya, Puerto Rico promedio del

periodo 1949-2002




97

25-
21

=

bS]

o

£ 171

Q

S

o

o

[}

© 134

12}

©

k=

=]

(o}

[

° 8

8

L
4
o

Las Marias, Puerto Rico

o =} =} =} =} =} =} o o o — = = = = — — — — — — ~ ~ ~ ~
@ = > = 35 ) a B > o) @ 8 = = > = 3 ) a 5 > @ a4 = =
c 8 © = 2 > @ 8 ] 5 < ] < 2 ) = = > [ 8 <] c ] < 2
o £ = © 7] < ) = £ £ = © 7] = ) = £

Anexo 3.- Precipitacion total por mes en la localidad de Las Marias (Hacienda Constanza)
para el periodo en estudio 2010-2012 (fuente NOAA).
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Anexo 5.- Dendograma para cepas aisladas de cafeto (Coffea arabica) de reaccion Gram
negativa y que no crecen en medioTSA.
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Anexo 6.- Dendograma para cepas aisladas de cafeto (Coffea arabica), de reaccion Gram
negativa y que crecen en medio TSA.



