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ABSTRACT

Xylella fastidiosa (Xf) is a xylem-limited bacterium that is the causal agent of coffee leaf
scorch (CLS) in Central America and citrus variegated chlorosis (CVC) in South America. The
purpose of this research was to investigate potential vectors of Xf in plantings of coffee, Coffea
arabica L., assess bacteria carried in the head and body of these insects and to identify bacteria
present in coffee plants in Puerto Rico. A survey was conducted from June to November 2006 at
four farms, two located in Yauco, one in Juana Diaz and one in Adjuntas. Insects were collected
at each site at 15 day intervals; 7,423 individuals were collected belonging to five families and
twelve species. Cicadellidae was the primary family in both the number of species and
individuals. Indices of dominance, abundance, frequency and constancy showed Agallia pulchra,
Apogonalia spp., Caribovia coffeacola and Hortensia similis to be the most important species
and potential vectors. Indices also showed significant differences between locations with higher
diversity and equity at Yauco farms, and higher dominance in Adjuntas. Species similarity was
greatest between Juana Diaz and Villa Cecilia (Yauco) farms.

Bacteria from head and body tissues of three insect species were isolated in periwinkle
wilt (PW) medium and were characterized by fatty-acid methyl ester into 19 genera. These
genera were divided into four groups according to insect treatment and tissue. Curtobacterium,
Micrococcus and Pasteurella were identified only in the head; Brevundimonas, Paenibacillus,
Pantoea, Providencia, Rhizobium and Vibrio were identified as bacteria from internal tissues.
Acinetobacter, Chryseobacterium, Clavibacter, Kluyvera, Kokuria, Nocardia, Pectobacterium
and Pseudomonas were identified in the external tissues. Finally, Bacillus and Microbacterium
were isolated in all tissues. The only genus previously reported antagonistic to Xf is
Curtobacterium which was isolated from Hortensia similis.

Bacteria from coffee plants were isolated in PW. These isolates were characterized by
BIOLOG® into nine genera. The dominant were: Bacillus, Micrococcus and Staphylococcus. In
fewer proportions were: Arthrobacter, Chryseobacterium, Clavibacter, Enterobacter, Rhizobium
and Sphingobacterium. Bacteria common in both insects and plants were: Bacillus,
Chryseobacterium, Clavibacter and Micrococcus.

All Gram negative bacteria were tested to detect the presence of Xf by the ELISA test.
Four isolates from C. coffeacola and H. similis were positive to Xf using ELISA but it was not
possible to isolate the bacterium in PW for final confirmation.
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RESUMEN

Xylella fastidiosa (Xf) es una bacteria limitante del xilema y es el agente causal de la
enfermedad conocida como el encorchado de la hoja del café (CLS) en América central y la
clorosis variegada de los citricos en Sur América. Esta investigacion se realizo con el fin de
auscultar la presencia de insectos vectores potenciales de Xf en plantaciones de café Coffea
arabica L, determinar las bacterias que éstos portan en la cabeza y cuerpo ¢ identificar bacterias
presentes en plantas de café en Puerto Rico. Los catastros de insectos se realizaron durante junio
a noviembre de 2006, en cuatro fincas, dos en Yauco, una en Juana Diaz y una en Adjuntas. La
coleccion de insectos para cada sitio se realizé cada 15 dias. Se colect6 un total de 7,423 insectos
distribuidos en 5 familias y 12 especies. La familia Cicadellidae fue la principal en nimero de
especies e individuos. Los indices de constancia, frecuencia, abundancia y dominancia,
determinaron como especies predominantes y vectores potenciales a: Agallia pulchra,
Apogonalia spp., Caribovia coffeacola y Hortensia similis (dominante en la vegetacion rastrera).
Los indices de diversidad mostraron diferencias significativas entre localidades con mayores
valores de diversidad y equidad en las fincas de Yauco y alta dominancia en Adjuntas. La mayor
similaridad de especies se obtuvo al comparar las fincas de Juana Diaz y Villa Cecilia.

Se aislaron bacterias en el medio de cultivo ‘periwinkle wilt” PW de la cabeza y el cuerpo
de las tres especies reportadas como vectores potenciales. Estas se caracterizaron mediante
acidos grasos en 19 géneros, los cuales se dividieron en cuatro grupos de acuerdo al tejido del
insecto y tratamiento. Los géneros Curtobacterium, Micrococcus y Pasteurella se identificaron
en la cabeza. Brevundimonas, Paenibacillus, Pantoea, Providencia, Rhizobium y Vibrio se
detectaron en los tejidos internos. Acinetobacter, Chryseobacterium, Clavibacter, Kluyvera,
Kokuria, Nocardia, Pectobacterium y Pseudomonas se identificaron en tejidos externos. Bacillus
y Microbacterium, se aislaron en todos los tejidos. De estos géneros el unico que ha sido
informado asociado antagonicamente con Xf es Curtobacterium, aislada de tejidos de H. similis.

Se aislaron bacterias de plantas de café en PW. Estas se identificaron en nueve géneros
mediante el sistema BIOLOG®. Las géneros dominantes fueron: Bacillus, Micrococcus y
Staphylococcus. En menor proporcion: Arthrobacter, Chryseobacterium, Clavibacter,
Enterobacter, Rhizobium y Sphingobacterium. Los géneros comunes en insectos y plantas
fueron: Bacillus, Chryseobacterium, Clavibacter, Micrococcus y Rhizobium.

Todas las bacterias Gram negativas se evaluaron para detectar la presencia de Xf por la
prueba de ELISA. Se detectd Xf en cuatro aislamiento provenientes de C. coffeacola y H. similis
mediante la prueba de ELISA pero no se logro aislar la bacteria en PW para su confirmacion
final.
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1. INTRODUCCION

Los insectos conocidos como saltahojas son comunes y abundantes en los
ambientes tropicales y subtropicales, donde juegan roles ecoldgicos importantes en los
ecosistemas (Redak et al., 2004). Existen relativamente pocas especies de saltahojas que
se alimentan de los fluidos del xilema (Homoptera: Cicadellidae, tribus Cicadellini y
Proconiini) (Raven, 1984 citado por: Redak et al., 2004). De acuerdo con Purcell y
Hopkins (1996), los saltahojas son considerados plagas importantes en la agricultura
comercial, debido a que transmiten bacterias patogenas de plantas, ejemplo: Xylella
fastidiosa (Wells et al.) y Pseudomonas syzygii.

Estas dos especies bacterianas son definidas como organismos endofitos parasitos
que viven exclusivamente en las células del xilema. Usualmente son descritas como
bacterias patogenas de tipo fastidioso (Purcell y Hopkins, 1996). La bacteria P. syzygii es
el agente causal de la enfermedad conocida como Sumatra de los clavos ‘Sumatra disease
clove’. Esta bacteria, también puede tener un amplio rango de hospederos. (Roberts et al.,
1990; Lomer et al., 1992).

La bacteria X. fastidiosa es responsable de pérdidas economicas en muchos
cultivos agricolas. También puede vivir en hospederos sin sintomas, que sirven de fuentes
de in6culo (Purcell y Hopkins, 1996; Newman et al., 2003). Los reportes de la bacteria
ocasionando enfermedades en plantas son: Hopkins (1989); Purcell y Hopkins, (1996)
citados por: Hill y Purcell (1997); Hopkins (1989); Hopkins y Purcell (2002); Purcell

(1979); Purcell (1989) citados por: Redak et al. (2004); Mizell et al., (2003). Los estudios



2
reportan que X. fastidiosa afecta cultivos tales como la vid, citricos, café, almendra,
alfalfa, melocoton, ciruela, pera, ornamentales, arboles forestales y otras plantas. No
existe ningun tipo de control para la bacteria. Blake et al. (2004) encontraron que la
bacteria se mueve y se multiplica en los tejidos conductores del xilema, impidiendo el
movimiento de agua y minerales, taponando los tejidos y causando en algunos casos la
muerte de las plantas.

Excepto por los reportes de la quemazon de la hoja de pera en Taiwan (Leu, 1993)
y la enfermedad de Pierce’s en Yugoslavia (Berisha et al., 1998), las enfermedades
causadas por X. fastidiosa estan restringuidas al continente americano. Los ambientes
tropicales y subtropicales favorecen el desarrollo de la enfermedad (Redak et al., 2004).

El conocimiento acerca de los vectores de la bacteria es relativamente poco y esta
derivado de estudios hechos en Norte América (Redak et al., 2004). En Puerto Rico, se ha
detectado la presencia de algunos de los vectores potenciales de la bacteria (Brodbeck y
Andersen, 2006; Brodbeck et al., 2006) tales como Hortensia similis Walker, Caribovia
coffeacola (Dozier) y Leocomiapsis scaramuzzai Metcalf & Bruner.

La importancia del estudio radica en el alto potencial agricola que representa para
Puerto Rico el cultivo de café. Segtn el censo de 1998 del Departamento de Agricultura
de Estados Unidos de América (citado por Rodriguez, 2000), el café es uno de los
sectores dominantes de la agricultura puertorriquefia. Constituyéndose en el segundo
cultivo de importancia social, econdémica y ecologica de la zona montafiosa. La
produccion de café promedio para el afio 2004-05 fue de 8750 toneladas con un valor de

$ 33.8 millones en un area de 22794 hectareas (Departamento de Agricultura de Puerto



Rico, 2005). El propdsito de ésta investigacion es proveer informacion sobre insectos con
potencial de ser vectores de X. fastidiosa en plantaciones de café, establecer bacterias
que prevalecen en la cabeza y cuerpo de: H. similis Walker, C. coffeacola (Dozier) y
Apogonalia spp y brindar una descripcion de la diversidad bacteriana presente en el tejido

vascular de las plantas de café.

2. OBJETIVOS

Identificar y describir aspectos ecologicos de insectos con habito de alimentacion del
sistema vascular, principalmente aquellos reportados como vectores de X. fastidiosa en

plantas de café en cuatro fincas de tres localidades de Puerto Rico.

Aislar, caracterizar e identificar poblaciones bacterianas presentes en la cabeza y
cuerpo de tres especies de insectos vectores potenciales de X. fastidiosa: H. similis

(Walter), C. coffeacola (Dozier) y Apogonalia spp.

Aislar caracterizar ¢ identificar las poblaciones bacterianas presentes a nivel

vascular de plantas de café en cuatro fincas de tres localidades de Puerto Rico.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Origen, generalidades e importancia del café en Puerto Rico

El café pertenece a la familia Rubiaceae y en el género Coffea, se conocen varias
especies, pero solo tres de ellas son usadas en la produccion comercial: C. arabica,C. canephora
y C. liberica. Las plantas de la especie C. arabica se cultivan a altitudes que varian entre los
1000 a 2000 metros sobre el nivel del mar en regiones ecuatoriales y entre 400 a 1200 metros en
regiones lejanas al ecuador (9 — 24 ° de latitud N y S), donde las temperaturas diarias fluctian
entre los 18 — 22 © C. Mientras que las de la especie C. canephora requieren climas calientes y
humedos en tierras bajas y colinas tropicales, se distribuyen mayormente entre las latitudes de
10° N y 10° S, en altitudes que van desde los 100 — 1000 m, con temperaturas promedio diarias
de 22 — 26 ° C (Anzueto et al., 2005).

La especie C. arabica es un arbusto nativo de las tierras altas del sudoeste de Etiopia, de
la meseta de Boma en Suda y del Monte de Marsabit en Kenia. Ha sido cultivado en Yemen por
lo menos desde hace cinco siglos, y difundido al sudeste de Asia alrededor del afio 1700. Poco
después las semillas de la tUnica planta cultivada en Amsterdam y Paris fueron enviadas a
América Latina. Otras introducciones siguieron mas tarde en el siglo XVIII de Yemen a Brasil, a
través de la Isla de Borbon. Estas dos introducciones dieron origen a muchos cultivares y fueron
descritas como dos distintas variedades, cominmente conocidas como Typica y Borbon
(Anthony et al., 2003). En Puerto Rico, fue introducido directamente de Arabia, la especie C.
arabica var. Typica, en el afo de 1736 (Departamento de Agricultura y Comercio, 1942;

Monroig, 2007). Sin embargo, en la isla las variedades mas cultivadas son Caturra que es una
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mutacion del Borbon, Limani (cruce entre Villa Carchi e hibrido de Timor) y Robusta (variedad
de la especie canephora) (Anzueto et al., 2005).

El café constituye para Puerto Rico el cultivo agricola de mayor importancia social,
econdmica, ecologica e hidrografica de la zona montafiosa (Monroig, 2007). La zona cafetalera
se encuentra localizada en la parte oeste central del la isla, incluye los municipios de Adjuntas,
Lares, Utuado, Jayuya, Orocovis, San Sebastian, Ciales, Yauco, Las Marias, Maricao, San
German, Ponce, Mayagiiez, Guayanilla, Pefiuelas, Coamo, Moca, Afiasco, Aguada (United States
Department of Agriculture, 2002). La produccién de café¢ para el ano 2004-05 fue de 8750
toneladas, cultivadas en un area de 22,794 Ha, para un valor de cosecha de $ 33.8 millones

(Departamento de Agricultura de Puerto Rico, 2005)

3.2 Enfermedades bacterianas del café
3.2.1 Crespera del café

El agente causal de esta enfermedad es la bacteria Xylella fastidiosa Wells et al. El
primer informe de infeccion de ésta bacteria en café fue realizado en 1995 por Beretta, en el
estado de S. Paulo en Brasil. Se encontrd asociada con la presencia de raquitismo, muerte
descendente y quema del borde de las hojas en las plantas del café. El agente causal de la
enfermedad ha sido detectado mediante métodos moleculares y serologicos (Vargas et al., 2002;
Rodriguez, 2003). Posteriormente, material de café y citricos con sintomas de la enfermedad
fueron diagnosticadas como infectadas por X. fastidiosa en Brasil, Francia y los Estados Unidos
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (CICAFE, 2000 citado por:

Rodriguez, 2003).
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La bacteria hasta ahora ha sido reportada ocasionando ataques severos en cultivos de café
en Costa Rica y Brasil, donde se ha presentado una alta incidencia de ésta. La raza de X.
fastidiosa que se ha considerado capaz de infectar plantas de café, es transmitida por el saltahojas
Dilobopterus costalimai (Cicadellidae: Cicadellinae) (Leite et al., 1999 citado por: Céu et al.,
2006; Li et al., 2001).

Los sintomas que se manifiestan morfoldégicamente en la planta, varian desde hojas
alargadas y estrechas con margenes ondulados y necrosados, la necrdsis avanzada la cual termina
secando completamente las hojas, entrenudos cortos, formacion de grupos de hojas terminales.
De igual manera, las inflorescencias se tornan de color verdoso, hay una reduccién del tamafio
y cantidad de frutos, bajando la produccién significativamente. Cuando la enfermedad esta
avanzada se observa un alto grado de defoliacion, debilitamiento general y en algunos casos la
muerte del arbol. Asi mismo, una misma planta puede presentar ramas con sintomas severos y
ramas aparentemente sin sintomas. En aquellas ramas con sintomas se observa un
oscurecimiento del xilema (Li et al., 2001; Vargas et al., 2002).

En términos de resistencia a la infeccion, no se ha logrado determinar ningtin nivel en las
especies del género Coffea. En ensayos de respuesta a la infeccion las especies C. kapakata, C.
canephora, C. racemosa, C. arabica, C. dewevrei, . C. stenophylla, y C. eugenioides y los
hibridos C. arabica var. dewyri, C. arabica var. euglenoides, C. arabica var. racemosa y C.

canephora var. robusta, tienen alta susceptibilidad a la enfermedad (Rodriguez, 2003).



3.2.2 Quemazon bacteriana de las hojas

Los sintomas de manchas necroéticas en las hojas de café han sido atribuidas a la bacteria
Pseudomonas cichorii (Swingle), la cual aparece primero como una fase epifita en la superficie
foliar, penetrando normalmente a través de las lesiones ocasionadas por hongos (Cercospora y
Phoma) y el insecto minador Leucoptera coffeella (Kimura, 1976 citado por Sanchez et al.,

2003).

La bacteria P. cichorii fue descrita por Swingle, 1925; ésta bacteria posee células
flageladas, produce pigmentos fluorescentes, es oxidasa positiva y utiliza la glucosa como su
primera fuente de carbohidrato para el metabolismo (Krieg y Holt, 1984). Es una especie que
tiene un amplio rango de hospederos. Ha sido reportada como patégeno de lechuga (Lactuca
sativa), magnolia (Magnolia grandiflora), trébol (Trifolium pratense), coliflor (Brassica
oleraceae), calabaza (Cucurbita pepo), en las cuales ocasiona enfermedades foliares (Balows et

al., 1992).

Sanchez et al. (2003), aislaron 17 cepas patogenicas de P. cichorii provenientes de
plantas de café, en viveros de ocho municipios de Puerto Rico. Ellos probaron la patogenicidad
de éstas sobre hojas jovenes y adultas de las plantas; encontrandose que la bacteria es mas
virulenta sobre las hojas adultas, lo que indica la resistencia de la planta al patégeno varia con la
edad fisioldgica. Asi mismo, en cuanto a la susceptibilidad de las variedades de café comerciales
evaluadas, se encontr6 que las variedades de C. arabica Borbon, Pacas y Caturra fueron
susceptibles; mientras que las especies C. liberica var. Excelsa y C. canephora var. Robusta

fueron resistentes.



3.2.3 Mancha foliar de la punta de la hoja

La enfermedad ha sido reportada en Africa (Baker, 1972; Ramos, 1976; Okioga, 1977
citados por: Sanchez et al., 2003). De igual manera ellos han reportado previamente a la
enfermedad como epidémica, ya que ha causado pérdidas de un 30 a 70% en plantas en parcelas
sin tratamiento. En otros paises tales como Brasil (Franco, 1958; Ramos, 1976 citados por:
Sanchez et al., 2003), han informado a Pseudomonas syringae pv. syringae y Pseudomonas
garcae causando sintomas similares.

Es particularmente importante en plantulas de viveros, donde ocasiona sintomas similares
a la antracnosis, lo que dificulta su diagndstico en campo (Sanchez et al., 2003). El primer
reporte del patdgeno para Puerto Rico fue realizado por Cortés, (1988); quien la detect6 en la
localidad de Adjuntas, dado sus sintomas fue descrita como mancha foliar de la punta de las
hojas, ademas de las lesiones necroticas de color castafio. De los tejidos afectados se aisléo un
bacilo Gram negativo, el organismo perteneciente al género Pseudomonas produjo pigmentos
fluorescentes en el medio King’s, fue catalasa positivo (aerdbico), dihidrolasa negativa, utiliza la
sucrosa y el manitol. Este organismo aislado fue inoculado nuevamente en plantas en
invernadero donde los sintomas similares a los iniciales fueron observados a partir de los cinco
dias de inoculacion. De igual manera se ha reportado a P. syringae pv. syringae en otras especies
de plantas ocasionando sintomas similares (Bergey et al., 1974 citados por: Cortés, 1988).

P. syringae se diferencia de P. cichorii en su respuesta a la reaccion de oxidasa, P.

syringae en oxidasa negativa (Balows et al., 1992).



3.2.4 Plaga bacteriana del café ‘Bacterial blight coffee’

La enfermedad fue descrita por Amaral et al., 1956. Desde entonces ha sido reportada en
Brasil, Kenia, Uganda y China, paises donde ha tomado importancia debido a su alta incidencia y
severidad (Wen y Chen, 1995; Chen, 2002 citados por: Céu et al., 2006). Es conocida como
“halo blight of coffee” por su nombre en inglés la cual es ocasionada por la bacteria
Pseudomonas syringae pv. garcae, ésta infecta las hojas, ramas apicales y frutos jovenes
ocasionando lesiones necrdticas oscuras e irregulares, las cuales en primera instancia se asocian
al hongo Phoma sp. Sin embargo, éstas se pueden distinguir por la presencia de exudados
bacterianos en las lesiones jovenes. En condiciones desfavorables para su multiplicacion, la
bacteria persiste en gran cantidad, sobre partes sanas de la planta, pero durante las épocas frescas
es cuando se multiplica e inician las epidemias (Céu et al., 2006).

En Brasil y Kenia, se han reportado dos razas de la bacteria ocasionando dafios severos.
Los sintomas de la enfermedad en Brasil fueron observados como una severa defoliacion, en las
hojas se observan puntos de color café rodeados de un halo amarillento (Cortés, 1988). Mientras
que en Kenia es caracterizada por una muerte descendente de las ramas suculentas, esta muerte
se origina de una necrosis angular oscura de brotes apicales, nudos y en algunos casos en la base
de las hojas cerca del peciolo. Las lesiones tienen una rapida propagacion en los margenes
huimedos de las hojas. En estados avanzados se pueden observar cancros sobre ramas lefiosas y
el tallo principal, estos cancros pueden alcanzar el sistema vascular, resultando en marchitez y
desecacion de las ramas de la planta (Kairu, 1996).

Kairu (1996); inoculé plantulas de café C. arabica con aislamientos de las especies

bacterianas P. syringae pv. syringae y P. syringae pv. garcae, not6 que en aquellas inoculadas
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con el pv. garcae los meristemos apicales y las hojas desarrollaron lesiones humedas en el
margen después de 4-5 dias de inoculacion. Estos se tornaron necroticos a partir del dia siete.
Mientras que para las inoculadas con el pv. syringae se observaron zonas necroticas después de
los 4 — 5 dias de inoculacion sin lesiones humedas. Estos dos patovares no solo se diferencian
por sus sintomas primarios, ellos también difieren en otras caracteristicas bioquimicas y
patogénicas. De igual manera, él evaluo la patogenicidad de aislamientos de P. syringae pv.
garcae provenientes de Kenia y Brasil, pero no registr6 ningin tipo de sintoma (lesiones
huimedas o necrosis) para todas aquellas plantulas inoculadas con el proveniente de Brasil, a
pesar que el periodo de incubacion se prolongd a cuatro semanas. Se concluydé de forma
preliminar que la patogenicidad se debe a la capacidad de producir pigmentos fluorescentes dado

que esta fue la tinica diferencia observada entre estos dos.

3.3 Bacterias endofiticas en plantas de café Coffea arabica L.

De acuerdo con Lima et al. (2005); las bacterias endofitas comprenden principalmente
microorganismos que colonizan el tejido interno de las plantas, después pueden vivir en el
hospedero en una manera simbiotica. Asi mismo, varias funciones ecologicas han sido asignados
a estos organismos tales como, antibiosis a agentes patégenos y promover el crecimiento de las
plantas. Se ha observado que estos organismos endofitos no causan dafio visible en el tejido de la
planta, pero pueden ser aisladas de tejido desinfectado de la planta o de sus partes internas. Sin
embargo, ellos colonizan nichos ecologicos similares a los de organismos fitopatogenos, por lo

que algunas especies podrian ser usados en control bioldgico, acelerar la emergencia de las
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plantulas, promover su establecimiento bajo condiciones adversas y aumentar el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Aragjo et al., 2002).

Vega et al., (2005) reportaron 87 aislamientos bacterianos endofitos distribuidos en 19
géneros, obtenidos a partir de plantas de café colectadas en Colombia, Hawaii y México. Las
bacterias fueron aisladas a partir de hojas adultas de las plantas, varias partes del fruto (cereza),
hojas, tallos y raices. Dentro de los géneros que ellos reportan se incluyen Bacillus,
Burkholderia, Clavibacter, Curtobacterium, Escherichia, Micrococcus, Pantoea, Pseudomonas,
Serratia y Stenotrophomas. Atn es desconocido el papel de estas bacterias endofiticas en la

biologia de las plantas de cafe€.

3.4 Bacterias endofitas en insectos vectores de X. fastidiosa

Santos et al. (2004) colectaron insectos vectores de X. fastidiosa en fincas de
plantaciones de citricos en Brasil, donde se habia reportado la enfermedad. A partir de la cabeza
de cuatro especies de insectos (Acrogonia sp., Dilobopterus costalimai, Oncometopia facialis y
Bucephalogonia xanthophis). Este estudio logré aislar 120 bacterias, las cuales fueron divididas
en 40 holotipos. Algunos halotipos identificados mediante secuenciamiento de la region 16S e
identificados como: Sphingomonas asaccharoltyca, Methylobacterium  mesophilicum,
Curtobacterium sp. y Curtobacterium flaccumfaciens.

Para demostrar la capacidad de adquisicién de bacterias endofitas por parte de los
insectos, Santos y sus colaboradores, tomaron un aislamiento de la especie M. mesophilicum, el
insecto Bucephalogonia xanthophis y la planta modelo Catharantus, para sus experimentos.

Finalmente, lograron demostrar que los insectos transmitieron la bacteria desde la membrana de
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las plantas con una frecuencia de 13.33%. De acuerdo con estos resultados ellos concluyen que
las bacterias endofiticas presentes en citricos estan presentes en los insectos, en gran diversidad,
lo que sugiere que éstos pueden adquirir las bacterias de las plantas y estas pueden estar
relacionadas con el equilibrio del sistema.

De acuerdo con Purcell (datos sin publicar citado por Redak et al., 2004), el intestino
posterior y medio de insectos tales como los saltahojas normalmente contiene una gran variedad
de bacterias. Asi mismo, es menos comun observar la presencia de otras bacterias en el intestino
anterior segiin se ha determinado por microscopio (Severin, 1979; Brlansky et al., 1983 citados
por Redak et al. 2004); o cultivo (Hill y Purcell, 1995a), lo que implica que la bacteria requiere

adaptaciones especiales para habitar en el intestino anterior.

3.5 Generalidades de X. fastidiosa

La bacteria del género Xylella pertenece a la division Gracilicutes, subdivision
Proteobacteria, son dificiles de crecer en medios de cultivo (Mizell et al., 2003) y se limitan al
xilema en las plantas. Pooler et al. (1997) reportan esta bacteria como agente causal de muchas
enfermedades de importancia econdmica, entre las que se incluyen: la enfermedad de Pierce’s en
la vid (Davis et al., 1978); el enanismo de la alfalfa (Goheen et al., 1973); la falsa enfermedad
del melocoton (Wells et al., 1983); la marchitez de la playera (McCoy et al., 1978); la quemazon
de la hoja en la ciruela (Raju et al., 1982), pera (Leu y Su, 1993), almendra (Mircetich et al.,
1976), olmo, sicomoro y roble (Hearon et al., 1980); la clorosis variegada de los citricos (CVC)

(Chang et al., 1993; Hartung et al., 1994); asi como la quemazén de las hojas en el café (Mizell
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et al., 2003) y otras plantas (Hopkins, 1989 y Wells et al., 1989 citados por: Hill y Purcell,

1995b).

3.5.1 Descripcion de la especie

Xylella fastidiosa es la unica especie del género descrita por Wells et al.,(1987). Estudios
de DNA vy al analisis de las secuencias 16S y 23S han permitido considerar la presencia de tres
subespecies, X. fastidiosa subsp. piercei, X. fastidiosa subsp multiplex y X. fastidiosa
subsp.pauca (Schaad et al., 2004). La bacteria reside en los vasos del xilema de las plantas
hospederas, tiene un ambito de temperatura Optima entre 26 y 28°C y un pH 6ptimo para
crecimiento de 6.5 a 6.9 (Rodriguez, 2005). Corresponde a un organismo Gram-negativo, posee
forma de baston con ondas distintivas en la pared celular, sin flagelo y sin esporas y
generalmente miden 0.1 — 0.5 um por 1 - 5 um (Bradbury, 1991), se reproduce asexualmente por

fision binaria (Cambell et al., 1999)

3.5.2 Relacion de X. fastidiosa con bacterias endofitas

La investigacion de Aratjo et al. (2002); identificoé las comunidades de bacterias
endofitas en la superficie de ramas de citricos desinfectadas mediante siembra y
desnaturalizacion por electroforesis. Los aislamientos dominantes fueron caracterizados por
secuencia de acidos grasos como Bacillus pumilus, Curtobacterium flaccumfaciens,
Enterobacter cloacae, Methylobacterium spp., Nocardia sp., Pantoea agglomerans y

Xanthomonas campestris.
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3. 6 Distribucion de X. fastidiosa

Xylella fastidiosa esta presente en algunas zonas de Norte América, en toda América
Central, en el noroeste de Sur América (Purcell, 2005) y en areas de los tropicos y subtropicos
(Purcell, 1997; citados por Almeida y Purcell, 2003b).

La distribucion dada para X. fastidiosa, como patogeno de la vid, melocoton y citricos en
América es el siguiente: México y Estados Unidos (Alabama, Arizona, California, Florida,
Georgia, Louisiana, Mississipi, Missouri, Montana, Carolina del Norte, Carolina del Sur y
Texas). En el arbol de roble fue encontrado en Kentucky y hasta el norte en New York y el oeste
de Virginia. En América Central esta reportado afectando café¢ en Costa Rica. En Sur América, la
enfermedad de los citricos ha sido reportada en Argentina (Blansky et al., 1991) y Brasil (Sao
Pablo, Minas Gerais y Rio de Janeiro, rapidamente diseminada desde su primer reporte en 1987)
(Jiménez, 1987 citado por CABI/EPPO, 2005). La enfermedad en la vid ha sido reportada en

Venezuela (Hernandez y Ochoa, 1997) (Jiménez, 1987 citado por CABI/EPPO, 2005).

3.7 Mecanismo de transmision de X. fastidiosa por los insectos vectores

Las caracteristicas de trasmision de X. fastidiosa conducen a la hipdtesis de que la bacteria es
transmitida desde el intestino anterior, es de origen ectodérmico y se pierde en cada muda de los
insectos infectados (Purcell y Finlay, 1979; Purcell y Hopkins, 1996). Almedia y Purcell
(2003a), no encontraron evidencia de un periodo de latencia, lo que también podria sugerir la
hipétesis de que X. fastidiosa no tiene que circular dentro del insecto. Ellos encontraron que

Homalodisca coagulata transmite la bacteria a las plantas de uva de una forma semipersistente y
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que las ninfas pierden su infectividad cuando mudan. En general, las ninfas y los adultos recién
emergidos transmiten mas eficientemente la bacteria que otros adultos viejos o adultos de edad
desconocida. El hallazgo que los vectores no transmiten después de la muda pero se reanuda
después de la alimentacién sobre una planta infectada, evidencia que la bacteria es transmitida
desde una superficie externa del intestino anterior del vector (Almeida y Purcell, 2003a).

Existen varios factores relacionados con la eficiencia en la transmision. Krugner et al.
(2000) (citado por Pedreida, 2003), compararon la eficiencia entre las dos tribus de la familia
Cicadellidae, los insectos pertenecientes a la tribu Cicadellini (Dilobopterus costalimai y
Bucephalogonia xanthopis) son mas eficientes que los de la tribu Proconinii (Acrogonia sp. y
Oncometopia faciales). De igual manera Purcell (1994) (citado por Pedreida, 2003) reporta que
la frecuencia con que los insectos visitan las plantas y el tiempo de alimentacion son factores que
estan directamente relacionados con la eficiencia. Un ultimo factor a considerar en la eficiencia
de transmision es la afinidad del insecto con la planta hospedera. Purcell (1979) (citado por
Pedreida, 2003), observo que insectos de Graphocephala atropunctata tienen preferencia por las
plantas perennes y arboreas, por lo que ellos transmiten de forma mads eficiente la bacteria a
plantas como la vid que a sus hospederos herbaceos como la alfalfa.

El mecanismo de inoculacion de la bacteria dentro de la planta es atin desconocido; sin
embargo, existen algunas hipotesis. Una posible explicacion, seria dada por la tensién negativa
del xilema la cual seria capaz de translocar las células bacterianas presentes en el canal
alimenticio del insecto en direccidn a la planta (Purcell, 1989; citado por Pedreida, 2003). Una
segunda hipotesis esta relacionada con lo que ocurre cuando el insecto se alimenta, previo a la

succion €stos promueven un decrecimiento en la presion de su aparato bucal para poder ingerir la
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savia, a fin de superar la presion negativa del xilema. La valvula pre-cibarial se abre antes de que
empiece la succion, lo que provoca un retorno del liquido presente en el aparato bucal del insecto
a la planta. Una ultima hipotesis es determinada por la calidad nutricional del hospedero, ya que
ellos succionan varias veces una pequefia cantidad de savia para evaluarla a través de unos
sensores gustativos. En caso de que esta savia no induzca fagoestimulacion, ésta vuelve a ser
regurgitada a la planta, junto con ello irian las células bacterianas (Purcell, 1989; Lopes, 1996;

citados por Pedreida, 2003).

3.8 Mecanismo de accion de la bacteria

Xylella fastidiosa es definida como una bacteria endofita que vive exclusivamente en las
células del xilema (Purcell y Hopkins, 1996). Cuando la bacteria es depositada dentro de los
vasos del xilema, ésta se multiplica y llena los espacios con microcolonias y polisacéaridos
extracelulares (Purcell et al., 1999; da Silva et al., 2001). Los vasos del xilema pueden llegar a
ocluirse por una colonizacion densa de agregados bacterianos, tilosas y gomas formadas en la
planta (Newman et al., 2004). Cuando los vasos del xilema se encuentran completamente
invadidos estos se rompen a través de su pared celular y la bacteria se propaga a los vasos
adyacentes; de esta manera se coloniza todo el xilema de la planta. La obstruccion fisica de los
vasos del xilema causa estrés hidrico en la planta, resultando en la presencia de sintomas de
quemazon que son tipicos de X. fastidiosa. Se ha estimado que el tiempo que tarda la bacteria en
colonizar, obstruir los vasos del xilema y desarrollar sintomas puede variar de cinco meses 0 mas

(Varela et al., 2001).



17

Los insectos con partes bucales perforadoras-chupadoras que se alimentan de la savia del
xilema transmiten la bacteria desde plantas enfermas a plantas sanas. La bacteria bloquea el
sistema de conduccion de agua y reduce su flujo (Purcell, 2005). En la mayoria de las plantas, la
bacteria tiende a acumularse en sitios especificos de la planta; en otras, se multiplica y dispersa
sistémicamente a través de toda la planta. La forma en que la bacteria se dispersa varia con el
tipo de hospedero y esta relacionado con el tipo de sintoma expresado dependiendo de la
cantidad y la extensiéon de la colonizacion (Purcell y Hopkins, 1996). La reduccién en la
eficiencia de transmision podria resultar de una competencia por nicho entre X. fastidiosa y otros

microorganismos anexos al sitio donde el insecto se aliment6 (Almeida y Purcell, 2003b).

3.9 Caracteristicas de los insectos vectores

Todos los insectos que se alimentan del tejido vascular poseen un clipeo inflado que
rodea una musculatura firme conectada al bombeo del diafragma, el cual permite a estos insectos
alimentarse del xilema con una alta tension negativa. Las especies varian grandemente en tamafo
desde grandes (>20 mm) a pequefos (3.4 — 4.5 mm). Novota y Wilson, 1997; (citados por Redak
et al., 2004) proveen evidencia que los insectos que se alimentan del xilema son mas grandes que
aquellos que se alimentan del floema. Esto se debe al costo metabdlico de la extraccion del
fluido del xilema el cual decrece inversamente con el tamafio del cuerpo.

De acuerdo con Purcell y Hopkins (1996), las caracteristicas documentadas de los
insectos vectores de X. fastidiosa son:

a) Se alimentan principalmente de la savia del xilema (Frazier; 1965, (En: Purcell y

Hopkins, 1996))
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b) Pueden variar grandemente en su competencia o su eficiencia de transmision (Severin,
1949; Turner y Pollard, 1959; Purcell, 1990. En: Purcell y Hopkins, 1996).

c) Tienen un corto periodo de latencia (Purcell y Finlay, 1979).

d) Retienen el potencial para transmitir en forma semipersistente (Purcell y Finlay, 1979)
por largos periodos siguientes a la adquisicion por alimentacion (Severin, 1949; Purcell y
Finlay, 1979, citados por Purcell y Hopkins, 1996).

e) Adquieren e inoculan la bacteria con la misma eficiencia para la adquisicion o

inoculacion en el periodo de acceso (Purcell y Finlay, 1979).

3.10 Rango de vectores

Todos los insectos que se alimentan del fluido del xilema pertenecen al érden Hemiptera
(Hill y Purcell, 1997; Almeida y Purcell, 2003a, 2003b; Redak et al., 2004). Virtualmente todos
los insectos chupadores que se alimentan principalmente de la savia del xilema son vectores
potenciales de bacterias patogenas de los tejidos vasculares tales como X. fastidiosa y P. syzygii
(Purcell y Hopkins, 1996). Esta ultima es el agente causal de la enfermedad conocida como
Sumatra de los clavos (Riberts et al., 1990; Lomer et al., 1992). Redak et al. (2004) reportan en
el suborden Auchenorryncha a la subfamilia Cicadellinae (saltahojas, familia: Cicadellidae),
como aquella que incluye los mas importantes vectores conocidos de X. fastidiosa; asi mismo
han sido reportados transmitiendo la bacteria insectos conocidos como salivitas o froghoppers
(familia: Cercopidae) (Almeida y Purcell, 2003a, 2003b). Las cicadas (familia Cicadidae)
también se alimentan del xilema pero no hay reportes publicados de estos como vectores de la

bacteria (Purcell, 2005).
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En total 39 especies y 19 géneros de cicadélidos han mostrado ser vectores de X.
fastidiosa (Young, 1968a; Young, 1977b citados por Redak et al., 2004). En general, la mayor
parte del conocimiento acerca de los vectores y sus habilidades de transmision proviene de
estudios hechos en experimentos controlados. Algunas de las especies descritas como vectores
de X. fastidiosa se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Especies de insectos vectores reportados para la bacteria Xylella fastidiosa.

Especies Vectores Referencia

Cicadellidae, Tribu Cicadellini

Amphigonalia severino De Long Severin, 1949 2

Bucephalogonia xanthophis (Berg) Krugner, 2000 *

Dilobopterus costalimai Young Severin, 1949% Young, 1977% Purcell, 1980%;
Krugner, 2000°

Draeculacephala minerva Ball Severin, 1949%; Purcell, 1980% Hill y Purcell,
1995'

Graphocephala atropunctata (Signoret) Severin, 1949%; Purcell, 1980% Hill y Purcell,
1995", Krugner, 2000% Yamamoto et al.,
2002% Purcell y Finlay, 1979, citados por
Almeida y Purcell, 2003b")

Graphocephala versuata (Say) Turner y Pollard, 1959
Helochara delta Oman Severin, 1949
Paragogia confusa Oman Severin, 1949
Plesiomata cormiculata Young Krugner, 2000°

Xyphon fulgida Nottingham Severin, 1949




Tabla 1. (Cont...) Especies de insectos vectores reportados para la bacteria Xylella fastidiosa.

Cicadellidae, Tribu: Procociini
Hortensia similis (Walker)

Caribovia coffeacola (Dozier)
Acrogonia citrina Marucci & Cavichioli
Acrogonia virescens (Metcalf)

Cuerna coastalis (F.)

Firscanus friscanus (Ball)

Homalodisca coagulata (Say)

Homalodisca ignorata Melichar

Homalodisca insolita (Wlaker)

Homalodisca lacerta (Fowler)

Oncometopia faciales (Signoret)
Oncometopia nigricans (Walker)
Cercopidae

Leocomiapsis scaramuzzai Metcalf y
Bruner

Aphrophora angulata Ball

Aphrophora permutata Uhler

Clastopera brunea Ball

Philaenus leucophthalmus (L.)

Purcell, 2005"; Brodbeck y Andersen, 2006
Brodbeck et al., 2006'.

Brodbeck y Andersen, 2006

Krugner, 20007

Yamamoto et al., 2002?

Turner y Pollard, 1959°

Severin, 1949

Blua et al., 20011; Almeida y Purcell, 20031;
Almeida y Purcell, 2003a’, 2003b';

Blug y Morgan, 2002', Mizell et al., 2003")
Yamamoto et al., 2002 2

Turner y Pollard, 1959% Mizell et al., 2003'
Blua et al., 2001"

Krugner, 2000 2

Turner y Pollard, 1959°

Brodbeck y Andersen, 2006
Severin, 19507
Severin, 19502
Severin, 1950°
Purcell, 1980
Purcell, 1980°

" Citados por autor.
2 Citados por Redak et al., 2004.
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3.11 Caracteristicas de dos especies vectores reportadas para Puerto Rico
3. 11.1 Hortensia similis Walker

3.11. 1. 1 Caracteristicas morfoldgicas

Los individuos pertenecientes a esta especie poseen un tamafio de 6-7mm, son conocidos
como saltahojas de las gramineas (Medina et al., 2003). Generalmente poseen un color verduzco,
vertex amarillo con unas manchas cortas algo radiadas desde el ocelo, un triangulo negro que se
encuentra en el borde cerca del apice, la cabeza es de color negro con unas franjas blancas y
amarillas por encima. El pronoto ampliamente amarillo en la parte anterior, escutelo de color

amarillo. Las alas posteriores con venas amarillas (Caldwell y Martorell, 1952).

3.11.1 .2 Distribucion

Esta especie es muy abundante en areas de baja humedad pero puede ser encontrado
desde altitudes sobre el nivel del mar, generalmente se encuentra en prados altos o sobre
vegetacion de bajo crecimiento (Caldwell y Martorell, 1952). Se encuentra ampliamente
distribuida en el nuevo mundo: en la Florida y México en Norte América, Cuba, Jamaica,
Trinidad, Puerto Rico, Republica Dominicana en el Caribe; Venezuela y Brasil en Sur América

(Ramos, 1957).

3. 11. 1. 3 Plantas hospederas reportadas
Este insecto ha sido reportado en algunos cultivos, entre ellos: gandul, Cajanus cajan (L),
calabaza, Cucurbita mostacha L, habichuela, Phaseolus vulgaris L, maiz, Zea mays, zanahoria,

Daucus carota L, algodon, Gossypiuum barbadense L, arroz, Oryza sativa L, y algunas malezas
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tales como flor de agua, Eichhornia crassipens (Mart) Solms y el malojillo, Panicum muticum

Forks, L. (Martorell, 1976).

3. 11. 2 Leocomiapsis scaramuzzai Metcalf & Bruner.

3. 11. 2. 1 Caracteristicas morfoldgicas

Fue descrita originalmente en Cuba, las especies de este género pueden ser facilmente
distinguidas de todo los cercopidos encontrados en Puerto Rico por su gran tamafo, su cuerpo
de forma alargada y hundida. Su cabeza es mas angosta que el pronoto, bastante aplastada con
ocelo cerrado en el borde posterior. La parte dorsal fuertemente arqueada. Color generalmente es
café rojizo con una cubierta densa y corta de color amarillento pubescente, alas hialinas con
venacion de color café oscuro; su tamafio oscila entre 5.50 mm (macho) y 6.30 mm (hembra)

(Ramos, 1957).

3. 11. 2. 2 Plantas hospederas reportadas
Esta especie ha sido reportada en dos especies de la familia Moraceae, Ficus citrifolia

Mill y Ficus stahlii Warb (Martorell, 1976).

3.12 Rango de hospederos

El rango de plantas hospederas de X. fastidiosa, es amplio, ya que coloniza miembros de
por lo menos 28 a 30 familias de plantas (Hill y Purcell, 1995b; Mizell et al., 2003).

El principal hospedero es la vid (Vitis vinifera L.). X. fastidiosa causa enfermedades

reconocidas tales como: clorosis variegada de los citricos, afecta mayormente las naranjas
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(Citrus sinensis L (Osbeck)) principalmente sobre cultivares de Hamlin, Natal y Valencia.
(CABI/EPPO, 2005); la quemazén de la hoja en almendra (Prunus dulces (Mill.)), café (Coffea
arabica L.), olmo (Ulmus minor Mill), roble (Quercus spp. L.), aleli (Neerium oleander L.) (Blua
et al., 2001), sicomoro (Platanus occidentales L.) (Mizell et al., 2003; Purcell, 2005), melocoton
(Prunus persica (L.)) y enanismo de la alfalfa (Medicago sativa L.) (Raju et al., 1983; Hopkins y
Adlerz, 1988, citados por CABI/EPPO, 2005 y Purcell, 2005)

Ademas, se han reportado como hospederos de Xylella un gran ntimero de plantas de
poca importancia econémica y poco reconocidas, entre las que se incluyen: laurel de la bahia de
california (Umbrellularia californica Pursch), zarzamora de California (Rubus ursinus Cham. &
Schlecht.), zarzamora del Himalaya (Rubus discolor Weihe & Nees.), escoba francesa (Cytisus
monspessulanus L.), cepillo de coyote (Baccharis pilularis DC.), café baya (Rhamnus
californica Eschscholtz), sauco de baya (Sambucus canadenses L.), arce de hoja grande (Acer
macrophyllum P.), artemisa (Artemisia vulgaris L.), ortiga (Urtica dioica L.), roble de la costa
(Quercus agrifolia Née.), roble del valle (Quercus lobata Née.), playera (Vinca minor L.), roble
venenoso (Toxicodendron diversilobum (Torr. & Gray)), rosa salvaje (Rosa woodsii Lindl.),
sauce (Salix lasiolepis Benth), sauce rojo (Salix lasiandra (Benth.)E.Murray.)), alfalfa
(Medicago sativa L.), arce (Acer spp. L.), morera (Morus spp. L.), olmo (Ulmus spp. L.)
(NBII/ISSG, 2005).

Xylella fastidiosa puede residir en un gran nimero de plantas ornamentales, plantas
silvestres y las malezas (e.g. hierbas salvajes, juncias, lirios, varios arbustos y arboles) (Raju et
al., 1983; Hopkins y Adlerz, 1988, citados por Hill y Purcell, 1995b); donde aparentemente no se

produce ningin desorden. Estas plantas son consideradas hospederos alternos o asintomaticos de
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la bacteria (Purcell, 2005), entre estas se encuentran la maleza perenne hierba jhonson (Sorgum
halepense (L.) Pers) (Mizell et al., 2003)

Muchas otras plantas herbaceas frecuentemente sirven de hospederos para los vectores
saltahojas (Mizell et al., 2003). La hierba de las Bermudas (Cynodon dactylon (L.) Pers y la de
agua (Echinochloa crus-galli (L.)) han sido reportadas como hospederos del vector en forma
natural (Hewitt et al., 1949; Purcell y Frazier, 1985 citados por Hill y Purcell, 1997).

Las plantas con altas poblaciones bacteriales e infecciones sistémicas son mas
importantes para una epidemia, solo si las altas poblaciones son conducidas por mas de un
vector eficiente (Hill y Purcell, 1997).

Hill y Purcell (1997) encontraron que la vid y la zarzamora Himalaya (Rubis discolor
Weihe y Ness) toleran altas poblaciones de X. fastidiosa y ambas plantas también tienen altas

tasas de transmision eficiente por los vectores.

3.13 Métodos de muestreo para monitorear insectos (Hemiptera: Cicadellidae)

La técnica a emplear y superficie de muestreo debe estar acorde al tipo de insecto y
objetivo a perseguir durante el monitoreo. Para el caso de los hemipteros auquenorrincos, dada
su movilidad, el método de captura mas utilizado es la red entomologica de arrastre, de uso
frecuente en vegetacion herbacea. Para los muestreos arboreos resultan mas eficientes las
trampas adhesivas, si bien es muy comun el uso de trampas de succion. Las trampas amarillas
adhesivas son apropiadas para estimar lineas generales, el grado de asociacion de los insectos
con los arboles que los hospedan y en consecuencia conocer los picos de maxima poblacion

(Ruesink et al., 1990; Viagiani, 1990, citados por Coll et al., 1998a).
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La utilizacion de trampas amarillas adhesivas ha mostrado ser eficiente en el monitoreo
de Graphocephala atropunctata (Signoret), principal vector de X. fastidiosa en la vid (Purcell et
al., 1997 citados por Pedreida, 2003). Roberto el al. (1997) (citado por Pedreida, 2003), encontrd
que las trampas amarilla adhesivas son mas eficientes para monitorear cicadélidos con habito de
arboreo que la evaluacion visual, la red entomoldgica y la succiéon mecanica. Purcell (1994)
(citado por Coll et al., 1998a); sugiere que la red de barrido presenta una ventaja para los
monitoreos dada su facil manejo y bajo costo. Pero este método apenas permite estimar la
abundancia relativa en un periodo de muestreo, no se puede inferir acerca del tamano y la

localizacion del insecto en la planta asi como su actividad.

3.14 indices de biodiversidad

La biodiversidad o diversidad bioldgica se define como la variabilidad de los organismos
vivientes en todas las fuentes, incluyendo entre otros, los organismos terrestres, marinos y de
otros ecosistemas acuaticos. Asi como, de los complejos ecoldgicos de los que forman parte, esto
incluye diversidad dentro de especies, entre especies y de ecosistemas (UNEP, 1992 citado por
Moreno, 2001).

La diversidad a (alfa) es la riqueza de especies dentro de una comunidad particular a la
que consideramos homogénea, la diversidad B (beta) es el grado de cambio o reemplazo en la
composicion de especies entre diferentes comunidades en un paisaje (Moreno, 2001). En este
estudio se analizaron los indices de diversidad de Shanon-Wiener (H’), Equidad (J°) y
dominancia (D) para medir la diversidad a y el indice de similaridad Bray-Curtis para medir la

diversidad B.
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3.14 Métodos de aislamiento y deteccion de X. fastidiosa
3.14.1 Crecimimiento en medios de cultivo

Las razas de X. fastidiosa son dificiles de aislar y crecer en medios de cultivo axénicos,
dado que la mayoria de ellas no crecen en medios de cultivo convencionales para bacterias, por
lo que para su aislamiento se requieren medios especializados, tales como: PD2 (Davis et al,
1980), PW (Davis et al, 1981), CS20 (Chang y Walker, 1980) o BCYE (Wells et al., 1981)
(citados por Hopkins, 1995). Basicamente la mayoria de estos medios son suplementados con
uno o mas constituyentes indefinidos de los cuales los mas importantes son: peptona de soya,
bacto triptona, peptona, peptona tripticasa y extracto de levadura y algunas sales inorganicas
(Chang y Donalson, 2000). Sin embargo, el crecimiento de Xylella en estos medios es lento, lo
que favorece la proliferacion de bacterias de crecimiento rapido, lo cual se convierte en un serio

problema en su aislamiento (Hopkins, 1995).

3.14. 2 Prueba de ELISA

El kit de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), usado para deteccion de X.
fastidiosa (PathoScreen-Xf, Agdia, Inc., Elkhart, IN), utiliza anticuerpos policlonales contra
Xylella para detectar la presencia de ésta en la muestra. Los anticuerpos se unen especificamente
a proteinas de la pared externa de Xf, asi mismo otras reacciones dadas por unas enzimas causan
un cambio de color en proporcion a la cantidad de anticuerpos unidos a las células presentes de
la bacteria en la muestra. Una coloraciéon intensa indica la presencia de un gran numero de

células vivas. Para su deteccion se requiere poblaciones de 10° -10° UFC/mL (Wang et al, 1999
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citados por: Mundell, 2005). Una de las ventajas del método es que puede indicar la cantidad de
células viables en la muestra, es una prueba facil de manipular con un gran nimero de muestras
(Hernandez y Ochoa, 1997). A su vez esta técnica presenta ciertas desventajas como es su baja
sensibilidad, no se puede distinguir células vivas de muertas, en algunas ocasiones puede dar
falsos positivos, especialmente cuando se realiza con tejidos de plantas diferentes a la vid. Por
ultimo no permite diferenciar entre patotipos de la bacteria. Por lo que el aislamiento es
definitivo para la confirmacion de la presencia de la bacteria, dado la naturaleza de este tipo de
patogenos tipo fastidioso, hace casi imposible cultivarlos usando técnicas y medios corrientes.
Para superar estos problemas y tener resultados confiables es necesario usar métodos

moleculares para su deteccion (Mundell, 2005).

3. 14.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa), amplifica millones de veces segmentos
especificos de Xylella en el DNA. La amplificacion del DNA se hace visible como bandas sobre
un gel, posterior a la separacion en un campo eléctrico. Ha empezado a utilizarse frecuentemente
para detectar la presencia de X. fastidiosa dado que es bastante sensitivo, permite una
confirmacion rapida y a su vez puede diferenciar entre razas de la bacteria. Pooler y Hartung,
(1995), lograron desarrollar unos primers para la deteccion de la bacteria, ellos usaron analisis
RADP. Schaad et al. (2002) publicaron un protocolo usando primers para amplificar la region
16S rDNA y la 16S-23S del espacio intergénico. La region 16S rRNA es una region altamente
conservada y es moderadamente variable para la deteccion de relaciones evolutivas. Esta es

utilizada como estandar para establecer relaciones filogenéticas que permiten la identificacion de
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familia, género y especies del Dominio Bacteria (Lane et al., 1985; Ward, 2002 citados por

Rivera, 2006).

3. 15 Identificacion de desconocidos bacterianos mediante analisis de acidos grasos

Los 4cidos grasos presentes en los organismos vivos son de tipo carboxilico, en las
bacterias éstos son los principales compuestos organicos estructurales presentes en la pared
celular. La quimica que ellos presentan puede ser variable, incluyendo diferencias en la longitud
de la cadena, la presencia o ausencia de grupos insaturados y cadenas ramificadas, asi como
grupos hidroxilo (Urbina, 2001). Las bacterias Gram positivas generalmente poseen acidos
grasos con cadena ramificada, mientras que en las Gram negativas predominan los acidos grasos
de cadena lineal. Asi mismo, la presencia de lipopolisacaridos en los organismos Gram negativos
da lugar a la presencia de grupos hidroxilo en sus acidos grasos (Sasser, 1990; Kunitsky, 2006).

El perfil de los acidos grasos es una herramienta importante para la identificacion
bacteriana, dado que es una técnica rapida y con resultados confiables. Uno de los
procedimientos usado para el analisis de acidos grasos de muestras bacterianas, es la Pyrolisis-
cromatografia de gas con espectrometria de masa (Py-GC/MS). El resultado del andlisis es un
cromatograma que muestra la cantidad de los componentes basicos de la muestra, junto con el
espectro de masa de cada componente. El espectro de masa es usado para la identificacion de
cada componente y el cromatograma trabaja el perfil de la muestra (Urbina, 2001). Este método
ha sido llamado FAME, dado que los 4cidos grasos se modifican a la forma de su metil-ester
correspondiente. Debido a que éstos ultimos son mas volatiles y mas faciles de medir por el

cromatdgrafo que los acidos grasos originales (Urbina, 2001).
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El método consta basicamente de cultivar el organismo en un medio que no contenga
acidos grasos, saponificacion y metilacion, extraccion, analisis de cromatografia de gases con
espectro de masas. Luego de la cromatografia se obtienen unos picos maximos con lo que se
realiza un perfil de comparacion con una base de datos, para finalmente identificar el
desconocido bacteriano mediante unos modelos de reconocimiento en un programa
computarizado especifico. El resultado de dicho reconocimiento es presentado como un
porcentaje de “probabilidad”, el sistema puede reportar hasta un 98% de probabilidad para la
identificacion de un aislamiento (Sasser, 1990; Urbina, 2001; Kunitsky, 2006).

Miés de 300 acidos grasos y compuestos relacionados se pueden encontrar en una
bacteria. La abundancia de informacion contenida en estos da informacidén cualitativa y
cuantitativa. Las diferencias cualitativas usualmente dan informacién a nivel de género, mientras
que las cuantitativas permiten diferenciar entre especies. Se deben usar células bacterianas en
estado de crecimiento activo para minimizar diferencias entre cultivos, un tiempo de desarrollo
no mayor de 24 =+ horas. Adicionalmente, el programa de software utiliza una matriz de
covarianza para minimizar el impacto de estos cambios en la identificacion (Sasser, 1990;

Kunitsky, 2006).

3. 16 Identificacion de desconocidos bacterianos mediante sistema BIOLOG®

BIOLOG® es un sistema computarizado para la identificacion rapida de bacterias y
levaduras, que posee una base de datos de alrededor de 1400 especies de bacterias aerobias,
anaerobias y levaduras. Basicamente consiste en la utilizacion y oxidacion de algunas fuentes de

carbono que resulta en la produccion de un pérfil metabdlico. Consiste en el uso de microplacas
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que contienen 95 fuentes de carbono diferentes, el procedimiento es sencillo, se sirve una
suspension del desconocido y se incuba por 24 horas, para posteriormente leer los cambios en
color de las fosas utilizadas y compararlos con la base de datos. El resultado de dicha lectura es
una probabilidad e indice de similitud de dicho perfil metabolico (fuentes de carbono utilizadas)
por el desconocido y las especies con iguales caracteristicas presentes en la base de datos

(Garland, 1999).
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4. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se dividio en las siguientes partes: se realizo un catastro de los insectos
vectores y/o vectores potenciales de la bacteria Xylella fastidiosa en cuatro fincas de café
localizadas en el area sur y centro de Puerto Rico. Asi mismo, se aislaron, caracterizaron e
identificaron bacterias morfologicamente diferentes que estuvieron presentes en tres especies de
insectos vectores potenciales de la bacteria, a nivel de cabeza y cuerpo; desinfestado y sin
desinfestar. Finalmente, se aislaron y caracterizaron bacterias presentes en el tejido vascular de

plantas de café.

4.1 Catastro de insectos vectores y/o vectores potenciales de X. fastidiosa en cuatro fincas de

café tres en localidades de Puerto Rico.

4.1.1. Localizacion y caracterizacion del area de estudio

Los catastros de insectos fueron conducidos en el periodo comprendido entre los meses
de junio a noviembre de 2006. En dos municipios del area sur de Puerto Rico (Yauco y Juana
Diaz) y uno central (Adjuntas). Se ubicaron cuatro fincas de café Coffea arabica L. bajo
diferentes condiciones de manejo de cultivo.

En Adjuntas, el experimento fue instalado en la finca localizada en la Carretera 526, Km
6.6 del Barrio Tanama (latitud 18°13°12.1”N y longitud 66° 45° 55.6”W, Altitud: 637 m.s.n.m)
los datos de geoposicion fueron tomados con el GPS map 176 marca GARMIN. Con

precipitacion media anual de 2,120.1 mm y temperatura anual fluctaa (15.1 — 26.2 °C) (Historical
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Climate Summaries, 2005). La variedad de café muestreada fue Limani, edad 12 - 15 afos, bajo
manejo quimico moderado, las plantas reciben abono 12-5-15+3 (P-K-N y 3% Mg) anual y
aldicarb para el control de insectos. En la finca se observo poca vegetacion rastrera asociada. Se
identificaron dos gramineas Eleusine indicada (L) Gaertn y Digitaria sanguinalis (L) Scop y una
herbacea de la familia Commelinaceae (Commelina nudiflora L.).

En Juana Diaz, el experimento fue instalado en la Finca ubicada en la carretera 517 km
4.4 del Barrio Coyores (latitud 18°8’37.4”N y longitud 66°51°19.4”W, Altitud 495 m.s.n.m.),
precipitacion media anual 1,049.8 mm y la temperatura anual fluctia (20.5 — 31.8 °C) (Historical
Climate Summaries, 2005). La variedad de café alli plantada era Borbon, edad aproximada de 15
afos, sin ningn tipo de manejo. La vegetacion rastrera presente en su gran mayoria estaba
compuesta por herbaceas de la familia Commelinaceae (Commelina difusa Burm, f.),
Asclepidiaceae (Asclepias curassavica L.), cucurbitaceae (Momordica charantia L).

En Yauco, se situaron dos Fincas; la primera localizada en la carretera 372, llamada Villa
Cecilia (latitud 18°08°1.2”N y longitud 66°50°2.7°W, Altitud 795 m.s.n.m); la otra situada en el
sector Sierra Alta carretera 375 (latitud 18°06°13.4”N y longitud 66°49°42.7°W, Altitud 412
m.s.n.m). El municipio de Yauco presenta una precipitacion media anual de 1,908.6 mm, la
temperatura anual fluctia (15.0 — 27.9 °C) (Historical Climate Summaries, 2005). En la finca de
Villa Cecilia la variedad de café¢ plantada era Caturra, con un desarrollo de 10 a 12 afios,
catalogada como de alto control quimico, las plantas reciben abono 12-5-15+3 (P-K-N y 3% Mg)
anual, con la misma frecuencia se aplica aldicarb para control de insectos, asi mismo el predio es
asperjado con glifosato dos veces al afo para eliminar malezas. En la vegetacion rastrera

asociada predominaron las gramineas Paspalum virgatum L, Eleusine indica (L.) Gaertn., y una
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herbacea de la familia Commelinaceac (Commelina difusa Burm,f.). En tanto que para Sierra
Alta la variedad de café muestreada fue Borbon, con un tiempo de desarrollo de 15 afios, esta
finca no recibe ningin tipo de tratamiento quimico para insectos y malezas, la vegetacion
rastrera estuvo compuesta en su mayoria de herbaceas de la familia Cucurbitaceac (Momordica

charantia L.) y Commelinaceae (Commelina difusa Burm, F).

4.1.2 Métodos de coleccion

La coleccion de los insectos se realizé usando trampas amarillas con pegante (Insect trap
coating, compania Tangle Foot) y de dimensiones 8.5 X 11.5 cm (Figura 1A), siguiendo la
metodologia empleada por Pooler et al., 1997 y Pedreida, 2003. Asi mismo se realizaron barridos
con red entomoldgica de 33 cm de didmetro (Pedreida, 2003). La frecuencia y numero de

colectas variaron de acuerdo al método de muestreo (Tabla 2).

A. Muestreo con trampas amarillas: Para el muestreo usando las trampas de pegante se
marco una parcela de 40x40m, en ésta se instalaron al azar y en forma de zig-zag dentro de la
parcela 15 trampas, las cuales fueron amarradas a una altura de 1.5 m en las ramas de la periferia

de los arboles, siguiendo la metodologia utilizada por Pedreida, 2003 (Figura 1A).

B. Red entomolégica: Se muestreé mensualmente la vegetacion rastrera presente dentro
de la parcela, para ello se escogieron cinco puntos al azar y se realizaron 30 barridas por punto

(Figura 1B).
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Tabla 2. Frecuencia y nimero total de colectas realizado sobre plantas de café, Coffea arabica en
cuatro fincas, durante junio a noviembre de 2006.

Localidad Finca Frecuencia de Colecta Total de colectas
Trampas Red Trampa  Red
amarillas entomologica

Juana Diaz Carretera 517 Quincenal Mensual 12 6

Adjuntas Carretera 526 Quincenal Mensual 12 6

Yauco Villa Cecilia Quincenal Mensual 12 6

Yauco Sierra Alta Quincenal Mensual 12 6

Figura 1. Métodos utilizados para la captura de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) (A)
Trampas Amarillas con pega, (B) Red entomologica.
4.1.3 Identificacion de los insectos

Las muestras de insectos colectados por los dos métodos de captura se transportaron al
laboratorio de Bacteriologia del Departamento de Proteccion de Cultivos localizado en la finca
Alzamora. Estas facilidades se encuentran ubicadas en el Recinto Universitario de Mayagiiez de
la Universidad de Puerto Rico.

Aquellos colectados con la red entomoldgica pasaron por un proceso de seleccion, donde

se separaron de restos vegetales y otros insectos. Los capturados con las trampas amarillas con
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pega fueron retirados de éstas con ayuda de una aguja de diseccion y etanol al 95%. Solo se
tuvieron en cuenta aquellos insectos que se alimentan del fluido del xilema, segun la literatura
estos pertenecen al orden Hemiptera, sub-orden Auchenorryncha (Hill y Purcell, 1997; Almeida
y Purcell, 2003a, 2003b; Redak et al. 2004). Posterior a este proceso de seleccidon preliminar,
fueron nuevamente separados basandose en diferencias morfologicas, seguido se etiquetaron
(especie o morfoespecie, fecha de coleccion y método de coleccion), contados y colocados en
viales con etanol al 70%.

Previo a su identificacion los insectos se montaron en agujas entomroldgicas, con ayuda
del esteroscopio y la clave dicotomica de Borror (Triplehorn y Johnson, 2005), se identificaron
hasta familia. Posteriormente se logrd llevar hasta género, a algunos de éstos, mediante
comparacion con ejemplares de la coleccion de referencia del Departamento de Biologia del
RUM-UPRM. La identificacion a nivel de especie para aquellos considerados vectores
potenciales fue realizada por los doctores Brent Brodbeck de la Universidad de Florida y Stuart

McKamey del Instituto Smithsonian en Estados Unidos.

4.1.4 Analisis de datos

4.1.4.1 Analisis faunistico

Los datos de las colecciones fueron tabulados y sometidos a un analisis faunistico, donde
se les determind los indices de constancia, frecuencia, abundancia y dominancia. Aquellas
especies que presentaron los mayores indices fueron determinadas como predominantes para

cada sitio de muestreo (Silveira et al., 1995 citados por: Pedreida, 2003).
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4.1.4.1.1 Constancia
Representa el porcentaje de ocurrencia de cada especie en relacion al total de muestreos.
Se calculé mediante la clasificacion de Bodenheimer (dos Santos et al., 2004). Las especies
fueron dispuestas en las siguientes clases:
e Constantes (W): Cuando el porcentaje de ocurrencia por especie es igual o superior al
50%.
e Accesoria (Y): Cuando el porcentaje de ocurrencia por especies esta entre 25 y 50%.

e Accidental (Z): Cuando el porcentaje de ocurrencia es igual o inferior al 25%.

4.1.4.1.2 Frecuencia
Representa el porcentaje de individuos de cada especie en relacion al total de individuos
colectados (Silveira et al., 1976. citados por Pedreida, 2003). Con los resultados se establecio
una frecuencia correspondiente a cada especie. A través de un intervalo de confianza (IC) a 5%
de probabilidad (Fazolin,1991 citados por Pedreida, 2003). Se establecieron las siguientes clases:
e Muy frecuentes (MF): Cuando el porcentaje de individuos colectados fue mayor que el
limite superior de IC a 5% de probabilidad.
e Frecuentes (F): Cuando el porcentaje de individuos colectados se situd dentro del IC a
5% de probabilidad.
e Poco frecuentes (PF): Cuando el porcentaje de individuos colectados fue menor que el

limite inferior de intervalo de confianza a 5% de probabilidad.
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4.1.4.1.3 Abundancia
Se define como el nimero de individuos por unidad de superficie y volumen en el espacio y
tiempo (Silveira et al., 1976 citados por: Pedreida, 2003). Se calculd6 mediante la suma total de
individuos por especie, a través de IC de la media aritmética, para 5% y 1% de probabilidad. Se

establecieron las siguientes clases de abundancias.

e rara (r): Numero de individuos colectados fue menor que el limite inferior de IC a 1% de
probabilidad.
e disperso (d): Numero de individuos capturados se situd entre los limites inferiores de los
IC a 5% y 1% de probabilidad.
e comun (c): Numero de individuos colectados se situ6 dentro del IC a 5% de
probabilidad.
e abundante (a): Numero de individuos capturados se situd entre los limites superiores de
IC a 5% y 1% de probabilidad.
e muy abundante (ma): Numero de individuos capturados mayor que el limite superior de
IC a 1% de probabilidad.
Para el célculo de los intervalos de confianza, los datos se transformaron a logaritmo

natural usando el programa Infostat (Infostat, 2006).
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4.1.4.1 .4 Dominancia

Constituye la relacion ejercida por los organismos dominantes de una comunidad. Se
calcul6 utilizando el método de Kato et al. (1952) (citados por Laroca & Mielke, 1975) de
acuerdo a los siguientes limites:

nF,

Limite superior (LS):
n, +nF,

Donde n;= 2(k+1) y n, = 2(N-k+1)

e nF
Limite inferior (LI): 1—| ——°—
n, +nk,

Donde n; = 2(N-k+1) yn, = 2(k+1)

N = namero total de individuos colectados

k = nimero de individuos de cada especie

Fo, = valor obtenido de la tabla de distribucion de F, grados de libertad de n; y n, (p = 0.05).

Fueron consideradas especies dominantes las que presentaron un LI mayor que el LS para k = 0.

4.1.4.2 indices de biodiversidad alfa y beta

4.1.4.2.1 indices de biodiversidad alfa

Los indices de biodiversidad alfa se les calcul6d con el programa computacional PAST
software (Hammer, 2002).

4.1.4.2.1.1 Riqueza de especies (r)

La riqueza de especies (r) se define como el numero total de especies presentes por

muestreo. Esta estimacion siempre es un valor no mayor de la riqueza de la comunidad.
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4.1.4.2.1.2 Abundancia
La abundancia total de cada especie por sitio de muestreo y mes de muestreo se calculo

como la sumatoria de todos los individuos colectados en los doce muestreos.

4.1.4.2.1.3 indice de Shannon-Wiener (H’)
Expresa la uniformidad de los valores de importancia a través de todas las especies de la
muestra. Se basa en suponer que la heterogeneidad depende del nimero de especies presentes y

de su abundancia relativa. PAST utiliza la siguiente funcion:

n. n.
H'=-» —+ In| =+
o ()
Adquiere valores entre 0, cuando hay una sola especie, y el logaritmo de r (riqueza observada en

la muestra) cuando todas las especies estan presentes en el mismo numero de individuos

(Moreno, 2001).

4.1.4.2.1.4 Equidad (J°)
Mide la uniformidad con la que los individuos son divididos entre las especies presentes.
Se calcula dividiendo la diversidad de Shannon entre el logaritmo natural de nimero de especies.

PAST utiliza la siguiente funcion:

J'= H
H'max

Donde: H” = diversidad de especies observadas.
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H’max = diversidad de especies maximas = In(S)

4.1.4.2.1.5 Dominancia (D)

Los indices de dominancia son parametros inversos al concepto de uniformidad o
equidad. Toman en cuenta la representatividad de las especies con mayor valor de importancia
sin evaluar la contribucion del resto de las especies (Moreno, 2001). Adquiere valores desde 0
(todas las especies estan igualmente presentes) a 1 (una especie domina la comunidad

completamente). PAST utiliza la siguiente ecuacion:
n 2
-2(2

n

4.1.4.2.2 indices de biodiversidad beta
Estos indices se estimaron con el programa EstimateS (Coldwell, 2005).

4.1.4.2.2.1 Coeficiente de similaridad de Bray-Curtis (Sorensen clasico)

Se calcula utilizando datos cuantitativos (abundancia proporcional de cada especie)
(Moreno, 2001). Utiliza la siguiente ecuacion:

_ 2pN
swant — 2aN +bN

Donde:

aN: Numero total de individuos en el sitio A.

bN: Numero total de individuos en el sitio B.

PN: Sumatoria de la abundancia mas baja de cada una de las especies compartidas entre ambos

sitios.
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4.2 Muestreo, caracterizacion morfologica y bioquimica de colonias bacterianas presentes
en la cabeza y cuerpo, desinfestado y sin desinfestar de tres insectos.

4.2.1 Coleccion de Muestras

Durante el periodo de abril a noviembre de 2006, se realizaron seis colecciones de tres
especies de insectos vectores potenciales (Hortensia similis, Walker, Caribovia coffeacola
(Dozier) y Apogonalia spp.). Usando la red entomolodgica se capturaron mensualmente 16
individuos por especie, los cuales fueron separados en grupos de cuatro y colocados en frascos
estériles.

Las colecciones se realizaron en dos localidades de Puerto Rico: Yauco y Adjuntas. La
especie H. similis fue colectada en Yauco (Finca Villa Cecilia), sobre la graminea Eleusine
indica (L) Gaertn y la herbacea de la familia Commelinaceaec (Commelina difusa Burm, f.). En
esta misma localidad (Sector Sierra Alta) se colectaron los individuos de la especie Apogonalia
spp. los cuales se encontraron mayormente en una herbicea de la familia Cucurbitaceae
(Momordica charantia L.). Los insectos de la especie C. coffeacola fueron colectados en el
municipio de Adjuntas (Carretera 526) directamente sobre las plantas de café C. arabica L.

El procesamiento de los insectos, los aislamientos, la purificacion y posterior caracterizacion
morfoldgica y quimiotaxdémica de las bacterias obtenidas, fue realizado en el Laboratorio de
Bacteriologia Agricola del Departamento de Proteccion de Cultivos del Recinto Universitario de

Mayagiiez, ubicado en la Finca Alzamora.

4.2.2 Aislamiento de bacterias
Se evaluaron las bacterias presentes a nivel interno y externo, para ello se tomaron cuatro

frascos con cuatro insectos por especie, cada grupo constituyé un tratamiento: 1. cuerpo



42
completo desinfestado, 2. cuerpo completo sin desinfestar, 3. cabeza desinfestada y 4. cabeza sin
desinfestar. Cada tratamiento con tres repeticiones.

Para los tratamientos de cuerpo y cabeza desinfestados, se realizaron inmersiones
sucesivas de insectos completos, en etanol al 90%, hipoclorito de sodio al 2% y tres lavados con
agua destilada estéril, cada una por 1 minuto (Hill y Purcell, 1995). Para el aislamiento de
bacterias a partir de la cabeza se uso el estereoscopio, la cabeza se separd tratando de incluir el
aparato bucal y parte del intestino anterior, sitio donde puede residir X. fastidiosa (Brlanskly et
al., 1991 citados por: Blake et al., 2004; Almeida y Purcell, 2003a).

Para el cultivo de las bacterias localizadas tanto en las cabezas como en los cuerpos de
los insectos, cada uno de los tejidos se macerd y colocd por 30 minutos en viales que contenian
agua destilada esterilizada y 100 pl de medio liquido “Periwinkle wilt” (PW), el cual es selectivo
para detectar la presencia de bacterias de tipo fastidioso (Schaad et al., 2001). El medio PW
contiene: Soytone 4.0 g/L, Tryptone 1.0 g/L, hemin cloruro 10.0 mg/L, MgS04.7 H,O 0.4 g/L,
K,HPO,4 1.2 g/L, KH,PO4 1.0 g/L, (NH4), HPO4 0.8g/L, rojo fenol 20.0 mg/L, L-glutamina 4.0
g/L, L-Histinida HCI 1.0 g/L, suero bovino 6.0 g/L, almidéon de papa soluble 2.0 g/L y
ciclohexamida 25.0 mg/L. Luego se dispersaron dos gotas de 20 ul de la suspension en medio de
cultivo so6lido (PW) (Almeida y Purcell, 2003; Newman et al., 2004). Las placas fueron
incubadas a 27.2°C en incubadora (Precision Scientific®) por 30 dias, se registraron las bacterias

presentes cada 48 horas.
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4.2.3 Caracterizacion de bacterias

Todas aquellas colonias que presentaron caracteristicas morfologicas diferentes (color,
tamafno, configuracion, borde y elevacion), fueron purificadas realizando tres transferencias
consecutivas, la primera en PW y las otras dos en YDCA (Extracto de Levadura Difco 10g/L,
Dextrosa Difco 10g/L, CaCO; 2.5 g/L y Agar Difco 20g/L). Una vez puras, se les asignd un
numero de registro. Posteriormente, se caracterizaron bioquimica y fisiologicamente, mediante
cuatro pruebas de laboratorio. En primer lugar, se realizd la prueba de hidroxido de potasio
(KOH) al 3% la cual es una prueba indirecta de la reaccion Gram (Suslow et al., 1982), se
reconfirmaron los datos obtenidos en la prueba de KOH mediante tincion diferencial Gram, con
¢sta a su vez se registrd6 la morfologia celular. La prueba de Catalasa permite diferenciar
bacterias aerdbicas de anaerdbicas; la tercera, la reaccién de Oxidasa diferencia las bacterias en
entéricas y no entéricas. Por ultimo, a las bacterias Gram positivas se les realizo la tincion de

esporas (Schaad et al., 2001).

4.2.4 Identificacion mediante el analisis de acidos grasos (CG-FAME)

Aislamientos puros de 53 aislamientos con diferentes caracteristicas morfoldgicas y
quimiotaxonomicas, se transfirieron a viales con 2.5 mL de medio de cultivo TSA so6lido(Agar
con soya triptica Difco 40 g/L; este medio contiene Triptona, Peptona, digerido pancreatico de
caseina 15.0 g/L, digerido de papainico de soya 5.0 g/L, cloruro de sodio 5.0 g/L y agar 15.0
g/L). Este medio es 1til para este tipo de andlisis ya que no contiene fuente de 4cidos grasos que

el organismo pueda extraer, lo cual interfiere con el resultado (Kunitsky, 2006). Estos se
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incubaron por un periodo de 24 horas a 27.2°C en incubadora (Precision Scientific®). Luego de
este periodo fueron enviados al Laboratorio de identificacion de bacterias y andlisis de acidos
grasos del departamento de Patologia de Plantas de la Universidad de Florida, para su

identificacion mediante el analisis de acidos grasos.

4.2.4.1 Analisis estadistico

Para determinar diferencias entre el nimero de colonias morfologicamente diferentes por
especie de insecto, tejido (cabeza — cuerpo) de aislamiento y tratamiento (desinfestado — sin
desinfestar), se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores y una prueba de medias
de Tukey al 5% de significancia, usando Infostat (Infostat, 2006). De igual manera, los
resultados obtenidos de la identificacion de desconocidos bacterianos, mediante la secuenciacion
de acidos grasos, se sometieron a un andlisis de conglomerados (“cluster analisis”) usando
Infostat (Infostat, 2006). Se usaron los siete diferentes algoritmos de agrupamiento disponibles
en Infostat y se selecciono el de mayor relacion cofenética. La distancia seleccionada fue la
Euclidea con datos estandarizados. El dendograma generado de cada algoritmo se analizé con el
fin de determinar la cantidad de conglomerados, que permitieran agrupar los géneros bacterianos
de acuerdo a su origen de aislamiento.
4.2.4 Deteccion de X. fastidiosa por el método ELISA-DAS en los desconocidos bacterianos
Gram negativos.

Se utilizd el kit de ELISA para la deteccion de X. fastidiosa llamado PathoScreen-Xf
(Agdia, Inc., Elkhart, IN) el cual es recomendado en la guia de laboratorio de Schaad et al.

(2001). Para los cultivos puros se tomaron dos alicuotas de 1 pL. de crecimiento bacteriano. Estos
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fueron suspendidos en 600 uL. de amortiguador de extraccion contenidos en viales de 1.5 mL,
para asegurar la homogeneidad de la dilucidén cada uno de los viales fue agitado usando el vortex
por un periodo no menor de tres minutos. Se colocaron 100 puL de suspension de cada muestra
por celda. Luego se incubd en nevera (4°C) por 24 horas. Posteriormente, la placa se lavo 10
veces con amortiguador fosfato salino diluido PBS-TP (Phosphate buffer saline + Tween 20 +
Polyvinyl pyrolidone (PVP)). Previo a los lavados se prepar6 la enzima conjugada diluyendo la
concentrada en PBS-TP en relacion 1:4. A cada una de las celdas se le anadié 100uL de la
enzima y la microplaca fue incubada a temperatura ambiente (25°C) por dos horas. Nuevamente
se realizaron 10 lavados con PBS- TP. Finalmente, se agregd 100uL por celda de la solucion
sustrato OPD (40pL de perdxido de hidrogeno al 30 % en 100 mL de solucidn) y se incubaron a
temperatura ambiente por 10 minutos. Transcurrido este tiempo se efectud la lectura de los
resultados siguiendo las instrucciones del fabricante, algunos de los observados como positivos

(cambio en coloracion) se reconfirmaron en un espectrofotdémetro marca Advanced Instruments.

4.3 Aislamiento y purificacion de bacterias de tejidos vegetales

Durante los meses de septiembre a noviembre de 2006, se realizaron tres colecciones de
tejido de plantas de café C. arabica L. Los muestreos se realizaron en las mismas cuatro fincas
ubicadas para el catastro de los insectos. Cada muestreo consistio de tres ramas de 15 plantas al
azar; tratando de colectar muestras principalmente de aquellas que mostraran sintomas

posiblemente asociados con X. fastidiosa (defoliacion, clorosis, hojas arrugadas en los bordes).
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El procesamiento de los tejidos traidos de las diferentes localidades, los aislamientos, la
purificacion y caracterizacion de las bacterias obtenidas, se realizd de igual manera en el
Laboratorio de Bacteriologia del RUM.

De las tres ramas colectadas se seleccionaron cinco hojas; cada una de estas fue limpiada
con un cepillo y jabon para eliminar al maximo organismos presentes en las partes externas y
posibles contaminantes. Se cortdé un trozo de 3 cm de la parte de la vena principal y peciolo;
estos fueron desinfectados por inmersiones sucesivas de 1 minuto en etanol al 70%, luego en
hipoclorito de sodio al 20% y tres lavados con agua destilada estéril.

Para el cultivo de las bacterias internas localizadas en dichos tejidos vegetales, cada uno
de los trozos desinfectados fue cortado en trozos mas pequefios de 1 mm aproximadamente.
Estos fueron colocados en 2 ml de medio liquido PW por espacio de 30 minutos a temperatura
ambiente y 24 horas en nevera (4°C). Luego se dispers6 100 pl en platos petri con medio de
cultivo PW y se colocaron en incubadora (Precision Scientific®) a 27.2°C por 30 dias,
registrandose las bacterias presentes cada 48 horas.

Todas aquellas colonias morfoldégicamente diferentes se purificaron y caracterizaron
siguiendo la misma metodologia empleada para los aislamientos provenientes de los tejidos de
los insectos. Caracterizacion a nivel morfolégico (configuracion, borde, elevacion, color y

tamafio) y a nivel quimiotaxénomico (Tincion Gram, oxidasa, catalasa y tincion de esporas).
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4.4 1dentificacion mediante el sistema BIOLOG® de desconocidos bacterianos obtenidos de
hojas de café.

Los 68 aislamientos provenientes de las plantas, se organizaron en 12 grupos con
caracteristicas morfologicas y quimiotaxonomicas comunes, tales como: color de la colonia,
respuesta Gram, morfologia celular, respuesta a la prueba de oxidasa y catalasa. A partir de estos
se tomo una bacteria representativa de cada uno, la cual se identifico utilizando la técnica de
BIOLOG®. El procedimiento se realiz6 en tubos de 18 mL de una solucion fluida, en la cual se
suspendieron las bacterias purificadas y en crecimiento activo (15 — 18 horas), estas se
prepararon a un porciento de transmitancia, siguiendo las instrucciones del fabricante; dicha
lectura se realizo a una longitud de onda de 590 nm. Posteriormente, se dispersaron 150ul de la
suspension bacteriana en cada uno de los 96 pozos de la microplaca y se incubaron por 24 horas,
transcurrido este tiempo se compararon con la base de datos computarizada de acuerdo a la
probabilidad e indice de similaridad se determind la identidad de cada aislado hasta género.

Finalmente, a todas las bacterias aisladas del tejido vascular de las plantas de café se les

realizo la técnica ELISA-DAS descrita anteriormente, para la deteccion de X. fastidiosa.
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5. RESULTADOS

5.1 Composicion y riqueza de insectos vectores potenciales de X. fastidiosa en cuatro fincas
de tres localidades de Puerto Rico.

En las cuatro fincas de café en el periodo comprendido de junio a noviembre de 2006, se
colectaron 7,423 insectos que pertenecen al orden Hemiptera, suborden Auchenorrhyncha. La
mayor abundancia se presento en la finca de Adjuntas 4,931 (66.4%), seguido de Juana Diaz con
1,185 (16.0%), en tanto que para los dos sitios ubicados en Yauco se encontré una proporcion
similar; Sierra Alta 670 (9.03%) y Villa Cecilia 637 (8.57%) (Figura 2). La mayor riqueza de
especies se observo en Juana Diaz (11), seguido de Adjuntas (10), para las dos fincas ubicadas en
Yauco, Villa Cecilia y Sierra Alta la riqueza estuvd representada por nueve y ocho especies,

respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Riqueza y abundancia de especies (Hemiptera: Auchenorrhyncha) en las fincas de café.



49
El total de individuos se distribuyd en cinco familias y 12 especies (Figura 3), se
identifico a las familias Cicadellidae y Cixiidae como las mas representativas en cuanto al
numero de individuos. De igual manera, la familia Cicadellidae fue las mas importante en cuanto

al numero de especies, ocho (66.7%) de las doce colectadas pertenecen a ésta.

Caribovia coffeacola (7-9mm) Hortensia similis (6-7 mm) Apogonalia spp. ( 5-6 mm)

Agalliopsis pepino (2-3 mm) Agallia pulchra (3-4mm) Scaphytopius neloricatus (4-5mm)



Cicadellidae spl. (4-5mm) Cicadellidae sp2. (5-6mm) Bothriocera spp. (6-7 mm)

Nesshorinus spp. (6-8mm) Achilidae spl. (8-9 mm) Tropiduchidae spl. (10-12mm)
Figura 3. Especies de insectos (Hemiptera:Auchenorryncha) colectados en fincas de café.
Cicadellidae (A-H), Cixiidae (I), Membracidae (J), Achilidae (K), Tropiduchidae (L).
Las principales especies con respecto al nimero de individuos colectados fueron
Caribovia coffeacola (73.5%), Bothriocera spp. (8.2%), Apogonalia spp. (5.7%), Agallia
pulchra (5.5%), Agalliopsis pepino (3.8%) y Hortensia similis (1.0%), las demas especies

representaron 2.3% del total colectado (Figura 4).
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Bothiocera sp. otras

Agallia pulchra (8.20%) (2.30%)

(5.49%)

Agalliopsis pepino
(3.82%)

Apogonalia spp.
(5.69%)
Caribovia

coffeacola
(73.50%)

Hortensia similis
(1.00%)

Figura 4. Frecuencia relativa de las especies (Hemiptera:Auchenorrhyncha) en las cuatro fincas de
café.

Las especies comunes para las cuatro fincas de muestreo fueron: C. coffeacola, H. similis,
Agallia pulchra, Bothriocera sp. y Scaphytopius neloricatus. C. coffeacola fue la mas abundante
en tres de las cuatro fincas (Adjuntas, Juana Diaz y Villa Cecilia). Mientras que para Sierra alta
fue Apogonalia spp., asi mismo, esta especie solo se colectd en ésta finca y en Juana Diaz. Las
especies, Agalliopsis pepino y Nesshorinus sp. se colectaron en tres de las cuatro fincas, la
primera no se encontr6 en Juana Diaz y la segunda no se encontré en Yauco, Sierra Alta.

(Anexos 1 al 4).

5.2 Caracterizacion de la comunidad de Hemiptera; suborden Auchenorrhyncha
5.2.1 Finca localizada en Adjuntas, carretera 526 — Km 6.6
5.2.1.2 Riqueza y abundancia de especies
En esta finca se realizaron 12 colecciones utilizando las trampas amarillas con pega; se

colectd un total de 4,931 individuos, distribuidos en cinco familias y 10 especies (Tabla 3).
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En cuanto a la riqueza de especies desde el punto de vista temporal, se observd una
mayor cantidad durante los dos muestreos realizados en los primeros muestreos de los meses de
junio y julio (8). Asi mismo, la riqueza mostrdé un marcado descenso para los dos muestreos del
mes de septiembre y los primeros de los meses de octubre y noviembre (3) (Figura 5). En cuanto
a las mayores abundancias de individuos se registro en los dos muestreos del mes de junio (563 y
622); las menores abundancias se registraron para el segundo muestreo de septiembre y el

primero de octubre (Figura 5).

Numero de individuos
Numero de especies

12-Jun 26-Jun 10-Jul 25-Jul 7-Ago 21-Ago 5-Sep 18-Sep 2-Oct 16-Oct 30-Oct 13-Nov

‘ ABUNDANCIA & RIQUEZA

Figura 5. Variacion temporal de la riqueza y abundancia de especies (Hemiptera:
Auchenorrhyncha) en la finca de Adjuntas.

5.2.1.1 Analisis faunistico

Se encontrd una especie superdominante, siete dominantes y dos no dominantes. Con
relacion a la abundancia, una fue muy abundante, una comun, una dispersa y siete raras. En el
analisis de la frecuencia se encontrd una muy frecuente, dos frecuentes y siete poco frecuentes.

Por ultimo s6lo una de estas especies fue constante, dos accesorias y siete accidentales (Tabla 3).
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A través del analisis faunistico se identificé a C. coffeacola como predominante ya que ésta fue

clasificada como superdominante (SD), muy abundante (ma), muy frecuente (MF) y constante

(W). Lo que indica que estuvo presente en las plantas de café¢ durante todo el tiempo de

muestreo. Las especies Agallia pulchra y Bothriocera sp. fueron dominantes (D), frecuentes (F)

y accesorias (Y); estas dos especies sOlo se diferenciaron en su abundancia la primera fue

clasificada como dispersa (d) y la segunda como comun (c). La especie H. similis fue dominante

(D), rara (r), poco frecuente (PF) y accidental (Z), estos datos indican que esta especie no esta

todo el tiempo presente en las plantas. Aunque si se observo en la maleza presente en la finca.

Tabla 3. Analisis faunistico de especies (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados Finca de

Adjuntas durante junio a noviembre de 2006.

Familia Especies Total 1V D@ A® F® c®
Cicadellidae

Caribovia coffeacola 4,465 SD ma MF \%%

Hortensia similis 17 D r PF Z

Agalliopis pepino 55 D r PF V4

Agallia pulchra 162 D d F Y

Scaphytopius neloricatus 4 ND d PF Z

Cicadellidae sp1 26 D r PF Z
Membracidae

Nesshorinus spp 26 D r PF Z
Achilidae

Achilidae spl 18 D r PF Z
Cixidae

Bothriocera sp. 155 D c F Y
Tropiduchidae

Tropiduchidae spl 3 ND r PF Z

Letras en negrilla representan las especies predominantes seleccionadas a través de los indices faunisticos.

M Total de individuos: colectados en los 12 muestreos

@ Dominancia — SD: super dominante; D: dominante; ND: no dominante

® Abundancia — r: rara; d: disperso; c¢: comun; a: abundante; ma: muy abundante
@ Frecuencia — MF: muy frecuente; F: frecuente; PF: poco frecuente

3 Constancia — W: constante; Y: Accesoria; Z: Accidental
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La familia Cicadellidae se destac6 en cuanto al porcentaje de individuos colectados

representd el 95.9% del total (Figura 6A). De igual manera, en cuanto a los porcentajes de

r

O un

ficativo para tres de ellas, hub

7

0 un numero signi

J4

individuos por especie s6lo se encontr

predominio de C. coffeacola (90.6%); en tanto que para las otras dos especies A. pulchra y

Bothricera sp., los porcentajes fueron similares 3.3 y 3.1%, respectivamente (Figura 6B).

Bothriocera

Cixiidae
(3.14%)

Otras especies

sp.
(3.14%)

Agalliopsis
pepino

Tropiduchidae

Achilidae
(0.37%)

(1.85%)

(1.13%)

Membracidae

Cicadellidae

(95.85%)

(96.00%)

Figura 6. Frecuencia relativa de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha), colectados en la finca de

Adjuntas durante junio a noviembre de 2006. Familias (A), Especies (B).

5.2.2 Finca localizada en Juana Diaz. Barrio Coyores. Carretera 517

1€8

Riqueza y abundancia de espec

5.2.2.1

En esta finca se realizaron 12 colecciones utilizando las trampas amarillas con pega; se

colecto un total de 1,185 individuos, distribuidos en cinco familias y 11 especies (Tabla 4).

En cuanto a la riqueza de especies desde el punto de vista temporal, se observd una

mayor cantidad durante los dos muestreos del mes junio (9) y el segundo de septiembre (9). Asi

mismo, la riqueza mostrd un marcado descenso para el segundo muestreo del mes de agosto (4) y
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el del mes de noviembre (4). La mayor abundancia de individuos se registré en el primer
muestreo del mes de junio (138); en contraste las menores abundancias fueron para tres de los
doce muestreos, el primero de septiembre (73), el ultimo de octubre (78) y el del mes de

noviembre (75) (Figura 7).

160 + - 10
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Numero de individuos
Numero de especies

12-Jun  26-Jun  10-Jul  25-Jul 7-Agos 21-Agos 5-Sep 18-Sep 2-Oct 16-Oct 30-Oct 13-Nov

‘ T ABUNDANCIA « RIQUEZA ‘

Figura 7. Variacion temporal de la riqueza y abundancia de insectos (Hemiptera:
Auchenorrhyncha), en la finca de Juana Diaz.

5.2.2.2 Analisis faunistico

Se encontraron dos especies superdominantes, siete dominantes y dos no dominantes.
Con respecto a la abundancia una fue muy abundante, una comin y las nueve especies restantes
fueron raras. Al analizar la frecuencia, una especie fue muy frecuente, una frecuente y nueve
poco frecuentes. De estas una fue constante, una accesoria y nueve accidentales (Tabla 4).

A través del analisis faunistico se determind a la especie C. coffeacola como
predominante ya que esta fue clasificada como superdominante (SD), muy abundante (ma), muy

frecuente (MF) y constante (W). Lo que indica que estuvo presente durante todos los muestreos
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en las plantas de café. La especie Bothriocera sp. fue clasificada como superdominante (SD),
comun (c), frecuente (F) y accesoria (Y). Las especies H. similis (1.4%), Apogonalia spp.
(2.9%), A. pulchra (3.3%) y S. neloricatus (1.5%) fueron dominantes (D), raras (r), poco
frecuentes (PF) y accidentales (W). Lo que indica que no estan presentes en todos los muestreos

y por ende en las plantas de café.

Tabla 4. Analisis faunistico de especies (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en la finca de
Juana Diaz durante junio a noviembre 2006.

Familia Especies Total" D@ A% F® c®
Cicadellidae

Caribovia coffeacola 899 SD ma MF w

Hortensia similis 17 D r PF zZ

Apogonalia spp. 34 D r PF V4

Agallia pulchra 39 D r PF V4

Scaphytopius neloricatus 18 D T PF Z

Cicadellidae sp1 3 ND r PF Z

Cicadellidae sp2 6 D r PF Z
Membracidae

Nesshorinus spp. 3 ND r PF V4
Achilidae

Achilidae spl 11 D r PF Z
Cixiidae

Bothriocera sp. 148 SD c F Y
Tropiduchidae

Tropiduchidae sp1 7 D r PF Z

Letras en negrilla representan las especies predominantes seleccionadas a través de los indices faunisticos.
M Total de individuos: colectados en los 12 muestreos

@ Dominancia — SD: super dominante; D: dominante; ND: no dominante

® Abundancia — 1: rara; d: disperso; ¢: comun; a: abundante; ma: muy abundante

@ Frecuencia — MF: muy frecuente; F: frecuente; PF: poco frecuente

© Constancia — W: constante; Y: Accesoria; Z: Accidental

La familia Cicadellidae fue la que mas se destaco en cuanto al porcentaje de individuos
colectados en las trampas amarillas, dentro de ésta se ubicaron siete de las 11 especies (85.9%)

(Figura 7). En cuanto a los porcentajes de individuos por especie solo fue significativo para dos
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de ellas: C. coffecola (75.9%) y la Bothriocera sp. (12.5%). En tanto, que las especies H. similis,

Apogonalia spp., A. pulchra y S. neloricatus juntas representaron s6lo en 9.1% del total

colectado (Figura 8B).
Cixiidae Scaphytopius
(12.47%) Tropiduchidae neloricatus Otras especies

(0.59%) (1.52%)
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(12.50%)
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(3.29%)

(2.45%)
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(0.93%)
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Figura 8. Frecuencia relativa de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en la finca de
Juana Diaz durante junio a noviembre de 2006. Familias (A), Especies (B).

5.2.3 Finca localizada en Yauco. Villa Cecilia, Carretera 372

5.2.3.1 Riqueza y abundancia de especies

En esta finca se realizaron 12 colecciones utilizando las trampas amarillas con pega; se
colectd un total de 637 individuos, distribuidos en tres familias y nueve especies (Tabla 5).

La riqueza de especies desde el punto de vista temporal fue constante para ocho de los
muestreos (4), la mayor cantidad de individuos se registré en el primer muestreo del mes de
junio (8) y la menor para el primer muestreo de agosto (3). La mayor abundancia de individuos

se registro en el primer muestreo del mes de junio (111); las menores abundancias fueron para
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cuatro de los doce muestreos, el segundo del mes de agosto y los tres muestreos del mes de

octubre, 32 individuos cada uno (Figura 9).

120 +

Numero de individuos

12-Jun 26-Jun 10-Jul 25-Jul 7-Ago 21- 5-Sep 18- 2-Oct 16-Oct 30-Oct 13-Nov
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|DABUNDANCIA # RIQUEZA |

Figura 9. Variacion temporal de la riqueza y abundancia de insectos (Hemiptera:
Auchenorrhyncha) colectados en la finca de Yauco (Villa Cecilia).

5.2.3.2 Analisis faunistico

Se encontraron cuatro especies superdominantes, tres dominantes y dos no dominantes.
Con relacion a la abundancia, dos fueron muy abundantes, tres constantes, una dispersa y tres
raras. La frecuencia mostr6 dos muy frecuentes, tres frecuentes y cuatro poco frecuentes. De las
nueve especies, una fue constante, cuatro accesorias y cuatro accidentales (Tabla 5).

De acuerdo con al analisis faunistico se determinaron dos especies predominates las
cuales fueron clasificadas como superdominantes (SD), muy abundantes (ma) y muy frecuentes
(MF). Estas fueron C. coffeacola (47.3%) y A. pulchra (23.9%), las cuales s6lo se diferenciaron
en la constancia; la primera fue clasificada como constante (Y) y la segunda como accesoria (W).

Las especies A. pepino (6.7%), Bothriocera sp. (15.1%) y Cicadellidae spl (1.7%), fueron



59
comunes (c), frecuentes (f) y accesorias (Z), éstas tres se diferencian en que las dos primeras
fueron superdominantes y la tltima dominante. En tanto que la especie H. similis fue clasificada

como dominante, dispersa, poco frecuente y accidental (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis faunistico de especies (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en la finca de
Yauco (Villa Cecilia) durante junio a noviembre 2006.

Familia Especies Total D? A? F® cW
Cicadellidae
Caribovia coffeacola 301 SD ma MF W
Hortensia similis 20 D d PF Z
Agalliopsis pepino 43 SD c F Y
Agallia pulchra 152 SD ma MF W
Scaphytopius neloricatus 6 D r PF 4
Cicadellidae spl 11 D c F Y
Cicadellidae sp2 4 ND T PF V4
Membracidae
Nesshorinus spp. 4 ND r PF Z
Cixiidae
Bothriocera sp. 96 SD c F Y

Letras en negrilla representan las especies predominantes seleccionadas a través de los indices faunisticos.
M Total de individuos: colectados en los 12 muestreos

@ Dominancia — SD: super dominante; D: dominante; ND: no dominante

® Abundancia — 1: rara; d: disperso; ¢: comun; a: abundante; ma: muy abundante

@ Frecuencia — MF: muy frecuente; F: frecuente; PF: poco frecuente

© Constancia — W: constante; Y: Accesoria; Z: Accidental

La familia Cicadellidae fue la que mas se destaco en cuanto al porcentaje de individuos y
especies colectados, ésta representa el 84.3% del total colectado (Figura 10A). Se encontraron
tres especies con una alta frecuencia relativa: C. coffeacola (47.2%), A. pulchra (23.9%) y

Bothriocera sp. (15.1%), éstas tres especies juntas representan el 86.2% del total (Figura 10B).
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Figura 10. Frecuencia relativa de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en la finca de
Yauco (Villa Cecilia) durante junio a noviembre de 2006. Familias (A), Especies (B).

5.2.3 Finca localizada en Yauco. Sierra Alta, Carretera 375

5.2.3.1 Riqueza y abundancia de especies

En esta finca se realizaron 12 colecciones utilizando las trampas amarillas con pega; se

colectd un total de 670 individuos, distribuidos en tres familias y ocho especies (Tabla 6).

Desde el punto de vista temporal se observo una mayor riqueza de especies en el primer
muestreo del mes de junio (6), mientras que la menor riqueza se registré en el segundo muestreo
de septiembre (3). Por otra parte, la mayor abundancia se registrd en el segundo muestreo del

mes de julio (76) y la menor en el primer muestreo de noviembre (22) (Figura 11).
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Figura 11. Variaciéon temporal de la riqueza y abundancia de insectos (Hemiptera:
Auchenorrhyncha) colectados en la finca de Yauco (Sierra Alta).

5.2.3.2 Analisis faunistico

Se encontraron tres especies superdominantes, cuatro dominantes y una no dominante. En
relacion a la abundancia, tres especies fueron muy abundantes, las otras cinco fueron raras. Al
mismo tiempo para la frecuencia se encontraron tres muy frecuentes y cinco poco frecuentes.
Finalmente tres especies fueron constantes y las otras cinco accidentales (Tabla 6).

Por medio del andlisis faunistico se determinaron tres especies predominantes, las cuales
fueron clasificadas como superdominantes (SD), muy abundantes (ma), muy frecuentes (MF) y
constantes (c). Estas especies fueron: Apogonalia spp., A. pepino y Bothriocera sp. Las especies
C. coffeacola, H. similis, A. pulchra y S. neloricatus, fueron dominantes (D), raras (r), poco
frecuentes (PF) y accidentales (Z). Finalmente, la especie Achilidae spl presenté unos indices
similares a las tres anteriores, ésta s6lo se diferencid en la dominancia ya que fue no dominante

(Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis faunistico de especies (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en la finca de
Yauco (Sierra Alta) durante junio a noviembre 2006.

Familia Especies Total'” D@ A% FY c®
Cicadellidae
Caribovia coffeacola 11 D r PF zZ
Hortensia similis 14 D r PF 4
Apogonalia spp. 320 SD ma MF W
Agalliopsis pepino 153 SD ma MF W
Agallia pulchra 16 D r PF V4
Scaphytopius neloricatus 14 D r PF zZ
Achilidae
Achilidae spl 1 ND r PF Z
Cixiidae
Bothriocera sp. 141 SD ma MF W

Letras en negrilla representan las especies predominantes seleccionadas a través de los indices faunisticos.
M Total de individuos: colectadas en los 12 muestreos

@ Dominancia — SD: super dominante; D: dominante; ND: no dominante

© Abundancia —r: rara; d: disperso; c: comun; a: abundante; ma: muy abundante

@ Frecuencia — MF: muy frecuente; F: frecuente; PF: poco frecuente

©) Constancia — W: constante; Y: Accesoria; Z: Accidental

Con relacion a las familias identificadas, se observd que Cicadellidac fue la mas
abundante con respecto al nimero de individuos, con 528 individuos que representan el 78.81%
del total colectado. La segunda familia en importancia fue Cixiidae esta reuni6 141 individuos
(21.04%), en contraste la familia Achilidae solo represent6 el 0.15% (1 inidividuo) (Figura 12A).
Se determinaron como especies representativas a: Apogonalia spp. (47.8%), A. pepino (22.8%) y
Bothriocera sp. (21.0%), las cuales juntas componen el 91.6% del total de individuos (Figura

12B).
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Otras especies C. coffeacola

. 0.30% 9
Scaph_ytoplus ( ) (1.64 /O)Hortensia
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Figura 12. Frecuencia relativa de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en la finca de
Yauco (Sierra Alta) durante junio a noviembre de 2006. Familias (A) , Especies (B).

5.3 indices de biodiversidad
5.3.1 Biodiversidad o (diversidad de Shanon, Equidad y Dominancia)

Los valores de indice de diversidad de Shanon (H’), Equidad (J°) y Dominancia D se
presentan en la tabla 7. Se registraron diferencias significativas para cada uno de ellos (p<0.05).
A pesar que la riqueza de especies fue menor para las dos fincas localizadas en Yauco (Villa
Cecilia y Sierra Alta), en éstas se registraron los mayores valores de diversidad y equidad y los
menores de dominancia. Esto contrasta con lo observado para la finca en Adjuntas que a pesar de
tener una alta riqueza de especies presentd el menor valor de diversidad y equidad y el mayor
valor de dominacia. Un comportamiento similar fue observado en la finca localizada en Juana

Diaz, bajo valor de diversidad y equidad, combinado con una alta dominancia.
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Tabla 7. Total de individuos, riqueza, diversidad (H’), equidad (J’) y dominancia (D) de especies
(Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en cuatro fincas de café, durante junio a noviembre de
2006.

Diversidad
Total Riqueza de  Shanon- Dominancia
Fincas colectado  especies Wiener (H')!  Equitatividad J'! D"
Adjuntas 4931 10 037 A 023 A 0.84 C
Juana Diaz 1185 11 0.86 B 045 B 0.61 B
Villa Cecilia 637 9 1.11 C 0.75 C 039 A
Sierra Alta 670 8 1.14 C 0.77 C 039 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05)

5.3.2 indices de biodiversidad p (Similaridad de Bray-Curtis).

La similitud mayor de especies de insectos Hemiptera: Auchenorrhyncha colectados a
través de las trampas amarillas con pega, fue observada para la comparacion entre las fincas
ubicadas en Juana Diaz y Yauco (Villa Cecilia) valor de similaridad de Bray-Curtis de 0.515. De

igual manera, las fincas que mostraron un menor indice de especies comunes fueron Adjuntas y

Villa Cecilia (0.226) (Tabla 8).

Tabla 8. Indice de biodiversidad p de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) de cuatro fincas de
café durante junio a noviembre de 2006.

Combinaciones Similaridad (Bray-Curtis)

Adjuntas — Juana Diaz 0.369
Adjuntas- Villa Cecilia 0.226
Adjuntas- Sierra Alta 0.086
Juana Diaz — Villa Cecilia 0.515
Juana Diaz — Sierra Alta 0.237

Villa Cecilia — Sierra Alta 0.279
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5.4 Muestreo, caracterizacion morfologica y quimiotaxonomica de colonias bacterianas
presentes en las tres especies de insectos .

Todos los aislamientos realizados de los tejidos de las tres especies de insectos vectores
potenciales de Xylella fastidiosa (Caribovia coffeacola, Hortensia similis y Apogonalia spp),
resultaron en colonias bacterianas morfologica y bioquimicamente diferentes. El total de colonias
aisladas fue de 178 (Anexos 5,6 y 7), de las cuales 81 (45.5%) se aislaron de tejidos de H.
similis, 46 (25.8%) de C. coffeacola y 51 (28.7%) de Apogonalia spp., a su vez no se registraron
diferencias significativas en cuanto al ntimero de colonias por especie de insecto (p>0.05)
(Anexo 8). Respecto a tejido 77 (43.3%) fueron de la cabeza y 101 (66.7%) del cuerpo, en
cuanto al tratamiento del tejido se encontraron diferencias significativas entre el numero de
colonias presentes para los tejidos desinfestados y sin desinfestar (p<0.05) (Figura 13, Anexo 8);
debido a que la desinfeccion reduce notablemente la flora bacteriana presente en cada uno de
¢éstos; esta disminucion se notd mas en la cabeza de los insectos (Tabla 9).
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Figura 13. Distribucion del nimero total de colonias de bacterias aisladas de tres especies de
insectos por tejido y tratamiento.
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Tabla 9. Numero total de colonias bacterianas por especie de insecto, tejido de aislamiento y
tratamiento.

ESPECIE DE INSECTO CABEZA' CUERPO’ TOTAL
D’ s* D’ s*
Apogonalia spp. 5 16 11 19 51
Caribovia coffeacola 6 16 10 14 46
Hortensia similis 3 31 23 24 81
TOTAL 14 63 44 57 178
! Cabeza: Aparato bucal y parte de intestino anterior. °D: Tratamiento de tejido desinfestado
* Cuerpo: Cuerpo completo incluyendo la cabeza *S: Tratamiento de tejido sin desinfestar

En la respuesta a la tincion diferencial Gram, se observo que 82 (46.0%) de los aislados
fueron Gram negativos y 96 (55.6%) Gram positivos. En cuanto a los tejidos con tratamientos de
desinfeccion, se encontré un predominio de organismos Gram positivos, con excepcion de
aquellos provenientes del cuerpo desinfestado, donde se identificO un mayor nimero de

organismos Gram negativos (Tabla 10).

Tabla 10. Numero total de aislamientos bacterianos aislados de insectos agrupados por especie de
insecto, tejido de aislamiento y respuesta a la tincion diferencial Gram.

Especie de Insecto CABEZA' CUERPO?’
D’ s* D’ s*
Gram - Gram + Gram - Gram + Gram - Gram + Gram - Gram +

Apogonalia spp. 1 4 7 9 5 6 8 11
Caribovia coffeacola 3 3 7 9 8 2 9 5
Hortensia similis 2 1 6 21 14 12 12 13

TOTAL 6 8 20 39 27 20 29 29

! Cabeza: Aparato bucal y parte deintestino anterior. °D: Tratamiento de tejido desinfestado

* Cuerpo: Cuerpo completo incluyendo la cabeza *S: Tratamiento de tejido sin desinfestar
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En la prueba de oxidasa, 115 (64.6%) cepas respondieron de forma negativa a la prueba y
63 (35.4%) fueron positivas. Lo que indica que hay un predominio de organismos entéricos. En
cuanto a la prueba de catalasa predominaron los organismos aerdbicos, debido a que 173 (97.2%)

colonias fueron positivas y tan solo 5 (2.8%) fueron negativas (Tabla 11).

Tabla 11. Nimero total de cepas agrupadas por origen de insecto, tejido de aislamiento y respuesta

quimiotaxénomica.
Origen N° Tejido' Pruebas’
Bacterias
Cabeza Cuerpo Gram Gram Oxid. Oxid. Cata. Cata.

- + - + - +
Apogonalia spp. 51 21 30 21 30 30 21 2 49
Caribovia coffeacola 46 22 24 27 19 24 22 3 43
Hortensia similis 81 34 47 34 47 61 20 0 81
Total 178 77 101 82 96 115 63 5 173

43.3% 56.7% 46.1% 53.9% 64.6% 354% 2.8%  97.2%

" Tejido: Cabeza = Aparato bucal y parte intestino anterior; Cuerpo = Cuerpo completo incluyendo cabeza
2 Pruebas: Gram = Tincién diferencial; Oxid = Oxidasa; Cata = Catalasa; - = negativo; + = positivo.

La combinacién quimiotaxondémica con mayor frecuencia en los 178 aislamientos fue
Gram positiva, oxidasa negativa y catalasa positiva, seguida de Gram negativa, oxidasa negativa
y catalasa positiva. En el grupo de las bacterias Gram negativas por especie no se observo un
patron de combinacion para todas las especies. En Apogonalia spp. hubo un ntimero igual de
bacterias Gram negativas, oxidasa negativa y catalasa positiva y Gram negativas, oxidasa
positiva y catalasa positiva. Para C. coffeacola dominaron los Gram negativo, oxidasa positiva y
catalasa positiva. En H. similis predominaron los organismos Gram negativo, oxidasa negativa y
catalasa positiva. En ninguna de las especies se registr6 la combinacion Gram negativo, oxidasa
positiva y catalasa negativa (Figura 14). Por otra parte en los organismos Gram positivo para las
tres especies predomind la combinacion Gram positiva, oxidasa negativa y catalasa positiva, por

el contrario se obtuvo un menor nimero de bacterias oxidasa positiva (Figura 15).
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Figura 14. Frecuencia relativa de bacterias Gram negativas agrupadas por su respuesta bioquimica
aisladas de tres especies de insectos.
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Figura 15. Frecuencia relativa de bacterias Gram positivas agrupadas por su respuesta bioquimica aisladas
de tres especies de insectos.



69
Al agrupar los 178 aislamientos segin su configuracion morfoldgica se obtuvieron
muchas combinaciones, lo que dificultdé su analisis en forma global. A nivel celular se
observaron cocos y bacilos en los dos grupos de organismos Gram. De los 178 aislamientos, 118
(66.3%) fueron bacilos y 60 (33.7%) cocos. En los dos grupos predominaron los organismos con
forma bacilar, de igual manera, el mismo comportamiento se observd en los aislamientos por
especie de insecto (Tabla 12).

Tabla 12. Morfologia celular de bacterias aisladas de tres especies de insectos.

Especie Gram - Gram + Bacilos
Cocos  Bacilos Cocos Bacilos Sin esporas  Con esporas
Apogonalia spp. 9 12 5 25 14 11
C. coffeacola 11 13 6 16 14 2
H. similis 14 23 15 32 26 6
Total 34 48 26 73 54 19

5.5 Identificacion de desconocidos bacterianos provenientes de tejidos de insectos;
mediante analisis de acidos grasos (CG-FAME)

La identificacion de las bacterias, mediante el andlisis de acidos grasos de 53
aislamientos, provenientes de tejidos de tres especies de insectos vectores potenciales de X.
fastidiosa (21 de H. similis, 17 de C. coffeacolay 15 de Apogonalia spp), permitio ubicar a éstos
en 19 géneros distribuidos en 30 especies (Anexo 9). Los géneros mas representativos respecto al
numero de aislamientos ubicados dentro de ellos fueron: Bacillus, Curtobacterium,
Microbacterium, Micrococcus, Paenibacillus Providencia, Pasteurella, Rhizobium y Vibrio

(Figura 16).
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Figura 16. Frecuencia relativa de géneros bacterianos identificados mediante CG-FAME; aislados
de tejidos de tres especies de insectos.

El analisis de la identificacion de colonias presentes por especie de insecto y tejido de
aislamiento se realizd a nivel de género bacteriano, debido a que al nivel de especie, en la
mayoria de los casos, no se obtuvo un porciento de similaridad considerable. Para la distribucion
de éstas por insecto y tejido.

Se obtuvo un grupo de géneros en los que solo se identifico uno de los desconocidos
(Tabla 13); asi como, otros con una mayor frecuencia de aislamiento (Tabla 14). A continuacidn,
se detalla la distribucion de los géneros predominantes por especie de insecto: Los 21
aislamientos provenientes de tejidos de H. similis, se ubicaron asi: cuatro (19.0%) para Bacillus,
seis (28.6%) para Microbacterium, dos (9.52%) para Curtobacterium, dos (9.52%) para
Paenibacillus y uno (4.76%) para Rhizobium. En tanto, que los 20 aislamientos de C. coffeacola
se distribuyeron en una mayor diversidad de géneros bacterianos representada por: cinco (25.0%)

para Microbacterium, tres (15.0 %) para Micrococcus, tres (15.0%) para Pasteurella, tres
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(15.0%) para Providencia , dos (10.0%) para Vibrio. uno (5.0%) para Bacillus y uno (5.0%) para
Curtobacterium. Finalmente, para Apogonalia spp. los 15 aislamientos so6lo estuvieron
distribuidos dentro de dos géneros, asi: 11 (73.3%) para Bacillus y 1 (6.7%) para Rhizobium.
El género Bacillus se observo como el tnico comun en las tres especies de insectos, en
tanto que, los géneros Curtobacterium y Microbacterium se determinaron en H. similis y C.
coffeacola, Rhizobium se aisl6 de H. similis y Apogonalia spp. solamente . Por otra parte, se
pudo reconocer algunos géneros como unicos para cada una de las especies de insectos, esto se
realizd combinando la distribucion de los géneros predominantes que no se distinguieron como
comunes, con aquellos en los que solo se identificd uno de los aislamientos. Unicos de H. similis
resultaron: Brevundiomonas, Clavibacter, Kokuria, Pantoea, Nocardia y Paenibacillus. Unicos
de C. coffeacola resultaron: Acinetobacter, Micrococcus, Pasteurella, Providencia y Vibrio.
Unicos de Apogonalia spp resultaron: Chryseobacterium, Kluyvera y Pseudomonas.

Tabla 13. Aislamientos bacterianos de diferentes tejidos de tres especies de insectos identificados
por medio del analisis de acidos grasos.

No. Especie Tejido de aislamiento Identificacion’ Probabilidad
Bacter. de Insecto (%)2
3926 H. similis Cabeza sin desinfestar Pectobacterium carotovorum 77.4
4079 H. similis Cabeza sin desinfestar Clavibacter michiganensis 52.6
4099 H. similis Cabeza sin desinfestar Kocuria kristinae 86.6
4082 H. similis Cabeza desinfestada Pantoea ananatis 72.9
4100 H. similis Cuerpo sin desinfestar Nocardia farcinica 61.9
4113 H. similis Cuerpo desinfestado Brevundimonas vesicularis 94.1
4125 C. coffeacola Cabeza sin desinfestar Acinetobacter calcoacetiais 57.5
4179 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Chryseobacterium balustinum 73.1
4170 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Pseudomonas putida 54.9
4173 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Kluyvera cryocrescens 77.2

"dentificacion mediante analisis de 4cidos grasos.
? Probabilidad dada por el analisis de acidos grasos.
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Tabla 14. Distribucion por tejido y tratamiento de las bacterias predominantes aisladas de tres especies de insectos.

Género bacteriano Hortensia similis Caribovia coffeacola Apogonalia spp. Total

Cabeza' Cuerpo’ Cabeza' Cuerpo” Cabeza' Cuerpo”

Bacillus - - 3 1 - - - 1 3 1 3 4 16
Microbacterium 3 - 1 2 1 - 3 1 - - - - 11
Providencia - - . - - 1 - 2 - - - - 3

Pasteurella - - - - 2 1 - - - - - - 3

Micrococcus - - - - - 3 - - - - - - 3

Curtobacterium 1 - 1 - 1 - - - - - - - 3

Rhizobium - - - 1 - - - - - - - 1 2

Vibrio - - - - - 1 - 1 - - - - 2

Paenibacillus - - - 2 - - - - - - - - 2

" Cabeza: Aparato bucal y parte intestino anterior.. *S Tratamiento de tejido sin desinfestar

? Cuerpo: Cuerpo completo incluyendo la cabeza “D: Tratamiento de tejido desifestado
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5.5.1 Analisis estadistico
De acuerdo al analisis de conglomerados, el algoritmo de agrupamiento de mejor
correlacion cofenética fue el de encadenamiento completo que mostrd un valor de 0.956. Este
explica el agrupamiento de los géneros bacterianos por tejido y tratamiento. En la figura 17 se
observa el dendograma generado, el corte se realiz6 a una distancia de 1.5 y se obtuvieron 7
conglomerados. En la tabla 15, se pueden observar los géneros agrupados, con su tejido y

tratamiento.

Encadenamiento Completo (Complete linkage)
Distancia: (Euclidea)

Micrococcus

Curtobacterium — —
Pasteurella —}—

Kluyvera

Caheza

Pseudomonas
Chryseobacterium

Nocardia

Externas

Acitenobacter

Kokuria

Clavibacter
Pectobacterium

Brevundimonas

Paenibacillus I

Rhizobium |
Pantoea —]
Vibrio — :l

Providencia

Internas

Todos Microbacterium I

Origenes Bacillus

I T 1
0.00 171 3.42 5.12 6.83

Figura 17. Dendograma generado con los géneros bacterianos aislados de tres especies de insectos,
agrupados por origen de tejido.
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Tabla 15. Conglomerados generados mediante el algoritmo de encadenamiento completo

Conglomerado Género Nicho' Tejido/ Tratamiento
C/S? c/D*  Cuist  cump’
1 Bacillus LE 3 1 6 6
2 Microbacterium LE 4 - 4 3
Pantoea I - 1 - -
3 Providencia I - 1 -
Vibrio I - 1 - 1
Brevundimonas I - - - 1
4 Paenibacillus I - - -
Rhizobium I - - - 2
Acinetobacter E 1 - - -
Clavibacter E 1- - - -
Chryseobacterium E - - 1 -
Kluyvera E - - 1 -
5 Kokuria E 1 - - -
Nocardia E - - 1 -
Pectobacterium E 1 - - -
Pseudomonas E - - 1 -
6 Curtobacterium I 1 - | -
Pasteurella I 2 1 - -
7 Micrococcus I - 3 - -
"Nicho: I= Origen interno (Tejido desinfestado); E = Origen externo (tejido sin desinfestar).
2C/S: Tratamiento Cabeza sin desinfestar 3C/D: Tratamiento Cabeza desinfestada

*CU/S: Tratamiento Cuerpo sin desinfestar CU/D: Tratamiento Cuerpo desinfestado

En el conglomerado 1, s6lo se encontro el género Bacillus, el cual se presento en
todos los tejidos y tratamientos, ya que ésta bacteria estuvo presente tanto a nivel externo

¢ interno en los tejidos. En el conglomerado 2, se ubico el género Microbacterium, al
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igual que el Bacillus se presentd en la mayoria de los tejidos con excepcion de la cabeza
desinfestada.

En el conglomerado 3, se agruparon los géneros Pantoea, Providencia y Vibrio,
lo cual presenta géneros que se aislaron de cuerpo desinfestado y/o cabeza desinfestada.
El conglomerado 4, reuni6 los géneros Brevundimonas, Paenibacillus y Rhizobium, éstos
tres se obtuvieron del cuerpo desinfestado. Por lo tanto, los conglomerados 3 y 4,
agruparon las bacterias presentes internamente en los insectos.

El conglomerado 5, incorpord a los géneros provenientes de los tejidos sin
desinfestar, dentro de los que se encuentran Acinetobacter, Clavibacter, Kokuria y
Pectobacterium, éstos aislados de la cabeza sin desinfestar, a su vez estuvieron presentes
los géneros Chryseobacterium, Kluyvera, Nocardia y Pseudomonas, observados en el
cuerpo sin desinfestar. Las bacterias presentes en éste conglomerado se pueden
considerar como aquellas presentes a nivel externo en los insectos.

El conglomerado 6, agrup6 los géneros Curtobacterium y Pasteurella, en éstos
dos se encontraron aislamientos provenientes de la cabeza sin desinfestar. En el
conglomerado 7, sdlo se ubico el género Micrococcus, provenientes de aislamientos de la
cabeza desinfestada, por tanto podria considerarse a este como el Unico género presente

en el aparato bucal y parte del intestino anterior de los insectos.

5.7 Prueba con ELISA
Esta prueba es determinada como positiva cuando luego de agregar la peroxidasa

aparece un color azul intenso en la fosa, este puede aparecer de forma inmediata o al cabo
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de 30 minutos como tiempo maximo. Todos los aislamientos caracterizados como Gram
negativos, con forma de bacilo, provenientes de los tejidos de los insectos y plantas, se
probaron en tres ensayos mediante la prueba pathoscreen- Xf (Anexo 10). De los ensayos
realizados se obtuvo resultado positivo en el primero, con cuatro provenientes de tejidos
de los insectos Hortensia similis y Caribovia coffeacola. Pero este resultado no se logro
confirmar en los dos ensayos posteriores. De igual manera, en la caracterizacion mediante

acidos grasos (CG-FAME) se identificaron en géneros diferentes a Xf (Tabla 16).

Tabla 16. Caracteristicas e identificacion mediante (CG-FAME) de cuatro aislamientos
considerados de forma preliminar como positivos mediante la prueba de ELISA.

No. Especie de Origen Dias Color Morfologia Identidad
insecto ! celular CG-FAME
4011 H. similis Cu/D 7 Amarillo Bacilos Microbacterium
4028 C. coffeacola Cu/S 7 Crema Bacilos Providencia
4029 C. coffeacola Cu/S 7 Blanco Bacilos Providencia
4030 C. coffeacola Cu/S 2 Crema Bacilos Providencia

! Origen: Tejido y tratamiento de aislamiento: C/D = Cuerpo completo incluyendo la cabeza,
desinfestado. Cu/S = Cuerpo completo incluyendo la cabeza, sin desinfestar.

5.8 Muestreo, caracterizacion morfologica y quimiotaxénomica de colonias
bacterianas presentes en café.

En todos los aislamientos realizados en plantas de café de las cuatro fincas, se
observo la presencia de bacterias, con un total de 68 colonias (Anexo 11). Estas se
distribuyeron por finca: 23 (33.8%) de Villa Cecilia; 11 (16.2%) de Sierra Alta, 17 (25%)
de Juana Diaz y 17 (25%) de Adjuntas. A su vez, se caracterizaron 32 (47.1%) de las
bacterias como Gram negativas y 36 (52.9%) Gram positivas. En las fincas localizadas en

Yauco (Villa Cecilia y Sierra Alta) se registr6 un mayor numero de organismos Gram
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negativos, en tanto que para Adjuntas y Juana Diaz predominaron los Gram positivos
(Figura 18). Lo que sugiere una mayor probabilidad de identificar algunos organismos
patogenos en los cultivos obtenidos de Yauco, ya que la mayoria de bacterias

fitopatdgenas son Gram negativas (Hayward, 1983).
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Figura 18. Distribucion de bacterias aisladas de café agrupadas por lugar de muestreo y
respuesta Gram

Con respecto a la caracterizacion bioquimica, se encontrd que 39 (57.4%) de las
bacterias respondieron de forma negativa a la prueba de oxidasa y 29 (42.6%) positiva;
basicamente estas Ultimas corresponde a organismos no entéricos. Asimismo, en la
prueba de catalasa, se observo un predomino de organismos aerébicos, ya que 64 (94.1)

de las bacterias dieron positivo y 4 (5.9%) negativa (Tabla 17).
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Tabla 17. Numero total de bacterias por localidad y respuesta quimiotaxénomica.

Localidad N° Pruebas
Bacterias
Gram Gram Oxidasa Oxidasa Catalasa Catalasa

- + - + - +
Villa Cecilia 23 14 9 12 11 0 23
Sierra Alta 11 6 5 8 3 1 10
Juana Diaz 17 7 10 11 6 2 15
Adjuntas 17 6 11 8 9 1 16
Total/ 68 33 35 39 29 4 64

Porcentaje (48.5%) (51.5%) (57.4%) (42.6%) (5.9%) (94.1%)

Leyenda: + reaccion positiva, - reaccion negativa.

La combinacién quimiotaxénomica con mayor frecuencia en los 68 aislamientos
fue Gram positiva, oxidasa negativa y catalasa positiva, seguida de Gram negativa,
oxidasa positiva y catalasa positiva. En el grupo de las bacterias Gram negativas por finca
se observo, que para Villa Cecilia, predominaron los organismos Gram negativos,
oxidasa positiva y catalasa positiva (Figura 19). Mientras que en las otras tres, se registro
un nimero similar de bacterias Gram negativas, oxidasa positiva y catalasa positiva y
Gram negativas, oxidasa negativa y catalasa positiva. Por otra parte, para las bacterias
Gram positivas en todas las fincas, abundaron aquellos Gram positivos, oxidasa negativa

y catalasa positiva (Figura 20).
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Figura 19. Frecuencia relativa de bacterias Gram negativas de café agrupadas por su
respuesta bioquimica.

100 7
90 ~
80 A
70
60
50

40

Promedio bacterias (%)

30

Villa Cecilia Sierra Alta Juana Diaz Adjuntas

Sitios

28 Gram + Oxid - Cata+ B8 Gram+ Oxid+ Cata+
=3 Gram+ Oxid- Cata- MM Gram+ Oxid+ Cata+

Figura 20. Frecuencia relativa de bacterias Gram positivas de café agrupadas por su
respuesta bioquimica.
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Al agrupar los 68 aislamientos segiin su configuracién morfologica se obtuvieron
muchas combinaciones, que dificultdé su andlisis; debido a esto, se separaron en dos
grupos segun su respuesta Gram, obteniéndose grupos con caracteristicas compartidas.
En el grupo de las Gram negativas predominé la coloracion amarilla con 15 bacterias
(45.5%), de bordes ondulados y enteros, mientras que, la configuraciéon fue muy variada,
de elevacion mayormente plana. Por otra parte, en las Gram positivas, se encontré 16
(41.7%) de color blanco y 12 (33.3%) de color amarillo, la configuracion mas comun fue
redonda, con margen ondulado y elevada (Anexo 11).

A nivel celular se observaron cocos y bacilos en los dos grupos de organismos
Gram. De los 68 aislamientos, 48 (70.6%) fueron bacilos y 20 (29.4%) cocos. En los dos
grupos se observo un predominio de las células de forma bacilar, pero, al comparar la
morfologia presentada por finca, el comportamiento fue igual que el anterior, excepto
para Juana Diaz, donde para el grupo de los organismos Gram positivos, se determind un

mayor nimero de cocos (Tabla 18).

Tabla 18. Morfologia celular de bacterias aisladas de plantas de café.

Localidad Gram - Gram + Bacilos
Cocos  Bacilos Cocos Bacilos Sin esporas  Con esporas
Adjuntas 3 3 3 8 3 5
Juana Diaz 3 5 6 3 0 3
Yauco (Villa Cecilia) 2 9 2 10 4 6
Yauco (Sierra Alta) 0 7 1 3 2 1
Total 8 24 12 24 9 15
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5.9 Identificacion de desconocidos bacterianos obtenidos de café.

A partir de los aislamientos bacterianos provenientes de los tejidos vegetales de
las plantas de caf€, se formaron 12 grupos los cuales tenian caracteristicas morfologicas y
quimiotaxénomicas comunes (Anexo 12), de estos se lograron identificar mediante el
sistema BIOLOG® a 10 de ellos (Anexo 13), en los cuales se ubicaron a 54 de los 68
aislamientos, dichos géneros fueron: Bacillus (14), Micrococcus (11), Staphylococcus
(8), Enterobacter (6), Arthrobacter (6), Chryseobacterium (3), Clavibacter (2),

Rhizobium (2) y Sphingobacterium (2) (Figura 21).
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Figura 21. Frecuencia relativa de géneros bacterianos aislados de café segun el sistema
BIOLOG®.
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5.8.1 Distribucion de géneros bacterianos por finca de muestreo

De acuerdo a la frecuencia de aislamiento se determind a los géneros Bacillus,
Micrococcus y Staphylococcus como los mas representativos, a su vez estos tres
estuvieron presentes en las cuatro fincas de muestreo. La distribucion de la diversidad
bacteriana identificada en los tejidos vegetales permitid determinar: a 13 de los
aislamientos obtenidos de plantas en la finca de Villa Cecilia (Yauco), dentro de ocho
géneros, de los cuales se determiné a 4 (30.8%) de ellos como Bacillus y 3 (23.1%) como
Enterobacter siendo éstos dos los mas abundantes, de igual manera se identificaron los
géneros: Arthrobacter (2), Clavibacter (2), Micrococcus (1), Rhizobium (2),

Sphingobacterium (1) y Staphylococcus (2) (Figura 22).

Se logré agrupar a siete de los aislamientos de la finca de Sierra Alta (Yauco) en
cinco géneros: Micrococcus y Chryseobacterium con dos (28.6%) aislamientos para cada
uno, los tres aislamientos restantes se identificaron como: Bacillus, Enterobacter y

Staphylococcus.

En Juana Diaz, los 14 aislamientos determinados se agruparon en cinco géneros:
Micrococcus con cinco (35.10%) de los aislamientos y Bacillus con cuatro (28.6%),

Arthobacter (2), Sphingobacterium (1) y Staphylococcus (3) (Figura 22).
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Por ultimo, en Adjuntas los 16 aislamientos determinados se agruparon en seis
géneros, Bacillus cinco (31.3%), Micrococcus y Staphylococcus con tres (25.0%)

organismos cada uno, Arthobacter (2), Clavibacter (1) y Enterobacter (2) (Figura 22).
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Yauco-Villa Cecilia Yauco-Sierra Alta Juana Diaz Adjuntas Sitio
B=8 Micrococcus [—-] Staphylococcus Enterobacter B8R Arthrobacter
S5 Chryseobacterium & Clavibacter =4 Rhizobium [ Sphingobacterium

Figura 22. Frecuencia relativa de géneros bacterianos aislados de café.

5.9 Géneros bacterianos comines en tejidos de insectos y plantas.
De los 19 géneros bacteriandos identificados de los tejidos de los insectos y los 9
de los tejidos de las plantas. Solo se encontraron cinco géneros comunes en éstos dos:

Bacillus, Chryseobacterium, Clavibacter, Micrococcus y Rhizobium (Tabla 19).
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Tabla 19. Comparacion de diversidad bacteriana en tejidos de insectos y plantas.

Tejidos de Insectos

Tejidos de Plantas

Origen Género Frecuencia de Género
aislamiento

Curtobacterium Bacillus

Cabeza Micrococcus Mayor frecuencia  Micrococcus
Providencia Staphylococcus
Brevundimonas
Paenibacillus

Internas Pantoea
Providencia
Vibrio Arthrobacter
Rhizobium Enterobacter
Acitenobacter Menor frecuencia  Clavibacter
Chryseobacterium Chryseobacterium
Clavibacter Rhizobium

Externas Kluyvera Sphingobacterium
Kokuria
Nocardia
Pectobacterium
Pseudomonas

Todos los origenes ~ Bacillus

Microbacterium
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6. DISCUSION

6.1 Composicion y riqueza de insectos en cuatro fincas de café de tres localidades de
Puerto Rico.

La bacteria Xylella fastidiosa solo puede ser transmitida por insectos que se
alimentan del xilema de las plantas, éstos se ubican principalmente dentro de las familias
Cicadellidae y Cercopidae (Hopkins, 1989; Lopes, 1996; Almeida y Purcell, 2003; Redak
et al, 2004, Brodbeck et al., 2006). Para este estudio, dentro de las familias reportadas
con insectos vectores de la bacteria, Unicamente se colectaron individuos dentro de la
familia Cicadellidae, los cuales se consideraron, como vectores potenciales. Asimismo,
¢sta familia se reconocid6 como las mas representativa en cuanto al numero de especies
(66.67%) e individuos (91.72%). Dichos resultados concuerdan con lo observado en
varias investigaciones para identificar insectos vectores en cultivos de café y citricos.
Dentro de estos se pueden mencionar a Rojas et al., (2001); Garita et al., (2005) y Godoy
et al., (2005) en zonas cafeteras de Costa Rica, Menequim et al., (2001) para café en
Brasil, Yamamoto y Gravena, (2000); Marucci et al., (2002); Yamamoto et al., (2002) y
Pedreida, (2003) para citricos en Brasil.

Al cotejar los resultados de la riqueza de especies de la familia Cicadellidae
observadas en éste estudio (8 especies), con lo reportado por Brodbeck et al., (2006) para
plantas de citricos y café (6 especies), se puede inferir que dicha riqueza para Puerto Rico
es inferior, al compararla con la de otros paises tropicales. Se pueden mencionar, los

trabajos en zonas cafeteras de Costa Rica, donde, Rojas et al, (2001) y Godoy et al,
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(2005), observaron 82 y 10 especies de cicadélidos, respectivamente. En Brasil se han
evaluado los vectores en café y citricos; en plantas de café Menequim et al, (2001)
determinaron 84 especies, mientras que en plantas de citricos, se observaron 45 especies
por Yamamoto y Gravena, (2000); 64 especies por Hickel et al., (2001); 16 especies por
Marucci et al, (2002), 54 especies por Pedreida, 2003. El menor nimero de especies
presentes se puede explicar, al observar los datos del catastro sobre diversidad de
cicadélidos neotropicales realizado por Freitag y Galani, (2002). En esta investigacion se
informan para Puerto Rico 13 especies, lo que significa el lugar 20 a este nivel,
comparado con Brasil que ocupa el primer lugar con 120 especies y Costa Rica, el tercer
lugar con 89 especies descritas.

Igualmente dentro de las especies de insectos colectados, durante esta
investigacion, se observo a Caribovia coffeacola, como dominante en tres de los cuatro
sitios (Adjuntas, Juana Diaz y Yauco-Villa Cecilia), excepto en Yauco-Sierra Alta, donde
domindé Apogonalia spp.. En las investigaciones de Brodbeck y Andersen, (2006);
Brodbeck et al, (2006), se reporté a C. coffeacola alimentandose directamente de las
plantas; en tanto, que Apogonalia spp. solo se halld en la vegetacion rastrera presente en
las fincas muestreadas. El hecho de encontrar a ésta especie en las plantas de café de
Yauco-Sierra Alta, indica que éste al igual que Caribovia podria alimentarse del café.
Estas dos especies podrian desempenar un papel importante, en la diseminacion de la
bacteria en los cafetales de Puerto Rico, debido a que una alta abundancia unida a que los

insectos se alimenten de las plantas, son dos caracteristicas importantes para
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considerarlas vectores potenciales de X. fastidiosa (Purcell, 1994 citado por Pedreida,
2003).

De las especies reportadas como vectores de X. fastidiosa, unicamente se colectd
a Hortensia similis (Mizzell et al., 2003; Purcell, 2005; Redak et al., 2004), dicha especie
se determin6d como de ocurrencia accidental en las planta de café (colectada con trampas
amarillas) para las cuatro fincas de muestreo, esta misma distribucion ha sido reportada
en otros estudios (Beltran et al., 2004; Yamamoto et al., 2002; Pedreida, 2003). A su vez
dicha especie se observo como predominante en los barridos realizados en la vegetacion
rastrera presente, €sto coincide con lo descrito por Yamamoto y Gravena, (2000);
Marucci et al., (2002). Estas dos observaciones indican que la fuente de alimentacion
primaria para ésta especie, la constituye la vegetacion rastrera y so6lo ocasionalmente se
alimenta de las plantas arboreas (Brodbeck y Andersen, 2006). Asimismo, dicho
comportamiento es reafirmado con la investigacion de Ott et al. (2006); al evaluar la
presencia de cicadélidos en la vegetacion rastrera asociada al cultivo de citricos en Brasil,
donde dicha especie se determindé como constante. Desde este punto de vista podria
considerarse como vector potencial para las plantas de café¢ en Puerto Rico, dado que se
observd alimentandose de las plantas y es abundante en la vegetacion rastrera presente
dentro del cultivo.

El hecho de encontrar a H. similis con una alta abundancia en la vegetacion
rastrera presente es relevante para la diseminacion de la bacteria, Lopes et al, (2003)
encontraron que X. fastidiosa puede estar presente de forma asintomatica en una

variedad de malezas presentes en cultivos de citricos, café y ciruela. Lo que convierte a
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¢stas como una fuente primaria de inoculo para la adquisicidon por parte de los insectos
que se alimentan de ellas, y su posterior diseminacion en las plantas de importancia
economica.

A su vez H. similis se determiné como la tnica especie que fue comun a las
colectadas en otras investigaciones sobre identificacion de insectos vectores (Hickel et
al., 2001; Yamamoto y Gravena, 2000; Godoy et al., 2005; Pedreida, 2003, Beltran et al.,
2004). Dicha observacion se debe a que esta especie es identificada con una abundante
distribucién en el tropico, Maes y Godoy, (1993); informan que ha sido reportada en
Estados Unidos, México, Puerto Rico, Nicaragua, Panama, Antillas, Cuba, Colombia,
Venezuela, Guayana, Peru, Ecuador, Bolivia, Brasil, Paraguay y Argentina. El primer
reporte para Puerto Rico fue realizado por Ramos, 1957; ademéas posee un amplio rango
de plantas hospederas, tanto de importancia econdmica como en malezas o plantas de
bajo crecimiento (Cadwell y Martorell, 1952; Martorell, 1976).

Las especies Agalliopsis pepino y Agallia pulchra estuvieron presentes en las
cuatro sitios de muestreo, a su vez estas son de importancia para este estudio dado su
abundancia en las fincas localizadas en Yauco. Agalliopsis pepino se determind como
dominante en la finca de Yauco-Sierra Alta, en tanto que Agallia pulchra lo fue para
Yauco-Villa Cecilia. Al analizar estas dos caracteristicas abundancia y que se alimenten
de las plantas, al igual que Caribovia y Apogonalia podrian considerarse como vectores
potenciales, de igual manera, algunas especies del género Agallia han sido colectadas en
plantas de citricos y en la vegetacion rastrera presente en dichos cultivos (Hickel et al.,

2001; Yamamoto y Gravena, 2000), mediante una prueba de ELISA detecto la presencia
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de X. fastidiosa en éstos (Hickel et al., 2001). Ademas, algunas especies de este género
han sido reportadas como vectores de virus de importancia agricola, tales como:
“Brazilian curly top” del tomate (Sauer, 1941), “yellow dwarf” de la papa (PYDV)
Black, 1944), “wound-tumor” del trébol (Black, 1944) En: Coll et al., 1998b; asimismo la
especie Agallia constricta, es el vector del “wound tumor virus” (WTV) (Nuss y
Peterson, 1980) y Agallia vorobjei es el vector del “mottled dwarf” de la berenjena
(Babaie y Izadpanah, 2003).

La diversidad de insectos vectores de X. fastidiosa ha sido estudiado en varios
cultivos y regiones donde el patdgeno afecta cultivos de importancia. Existen 43 especies
de insectos reportados como vectores en su mayoria en citricos (11) y vid (26) (Redak et
al., 2004). Los principales estudios acerca de la eficiencia de transmision de los insectos a
las plantas de citricos han reportado las especies: Acrogonia sp. (2.3%), Dilobopterus
costalimai (5.5%), Oncometopia facialis (1.3%), Bucephaloginia xanthopis (11.6%)
(Lopes, 1999; Kriigner et al., 2000 citado por Pedreida, 2003). En la vid, la eficiencia es
mayor y se han reportado las especies: Graphocephala atropunctata (24 - 40%) (Hill y
Purcell, 1995b), con menor eficiencia: Homalodisca coagulata (10.3 — 19.6%) (Almeida
y Purcell, 2003),

La tunica especie de saltahoja que ha sido reportada en Brasil como vector de la
raza de X. fastidiosa que afecta al café es Dilobopterus costalimai (Ceut et al., 2006; Li et
al., 2001). Sin embargo, el rango de vectores en café¢ es desconocido, en estudios
realizados en Brasil y Costa Rica, paises donde se han reportado ataques severos de la

bacteria, se ha encontrado una diversidad de cicadélidos como vectores potenciales pero
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se desconoce su eficiencia en la adquisicion y transmision de la bacteria. Dentro de las
especies se encuentran para Costa Rica: Clastoptera sp., Empoasca sp., Fusigonalia
lativattata, Graphocephala permagna, Neocoelidia sp. y Scaphyotopius latidens (Rojas et
al., 2001). Dilobopterus hyalinatulus, Dilobopterus instratus, Erythrogonia sonora,
Fusigonalia lativittata, Graphocephala bivittata, Graphocephala permagana, Hortensia
similis y Macugonalia testudinaria (Godoy et al., 2005).

En Brasil, se ha reportado como vectores de la bacteria para café nueve especies:
Acrogonia terminalis, Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus costalimai, Ferrariana
trivittata, Homalodisca ignorata, Macugonalia leucomelas, Oncometopia fascialis,
Plesiommata corniculata y Sonesimia grossa (Meneguim et al., 2001). Esta informacion
se basa en el resultado positivo mediante la prueba de ELISA para las especies: D.

instratus, F. lativittata, G. bivittata y G. permagna (Godoy et al., 2005).

6.2 indices de biodiversidad

Los mayores indices de diversidad H’ registrados para las cuatro fincas fueron de
1.14 y 1.11 para Yauco-Sierra Alta y Yauco-Villa Cecilia, respectivamente; estos valores
de diversidad son bajos comparados con los obtenidos por Rojas et al. (2001), para un
agroecosistema cafetero en sombra para Costa Rica donde dichos valores oscilaron entre
2.56 — 2.84. Asi mismo al compararlos con los observados por Pedreida, (2003), para
citricos del litoral norte de la bahia de Brasil tales valores fueron del 1.69 — 2.31 e
igualmente a lo obtenido por Ott y Carvalho, (2001) en la vegetacion rastrera presente

del sur de Brasil, alli la diversidad oscil6 entre 1.10-2.44. En cuanto a la equidad (J’) se
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obtuvo valores de 0.75 y 0.77 para estas dos misma fincas, los cuales son similares a lo
reportado por Pedreida, (2003) 0.74 y 0.76, pero a su vez son mayores si se comparan
con los obtenidos por Rojas et al., (2001). Los bajos valores de diversidad se pueden
explicar de igual manera al observar los datos del catastro sobre diversidad de cicadélidos
neotropicales realizado por Freitag y Galani, (2002), debido a que como ya se menciond
esta familia fue la mas representativa del muestreo.

Finalmente, para la dominancia (D) se obtuvo valores altos a los registrados por
Rojas et al., (2001); donde el mayor indice de dominancia fue de 0.15 comparado 0.84
que se registrd6 en Adjuntas, dado que en esta localidad se observdo una marcada
abundancia de la especie C. coffeacola la cual representd el 90.55% del total de
individuos colectados. Las altas poblaciones en esta localidad, parecen ser asociadas a la
presencia de arboles de sombra tipicos en las plantaciones de café en Puerto Rico, tales
como: Inga Vera (Guaba) (Arango, 2007). El cual sirve como un hospedero para el
desarrollo de los estados inmaduros, ya que se encontr6 a ésta especie de insecto en la
mayoria de sus estadios alimentandose de ésta especie de planta, éstas mismas
observaciones han sido reportadas por Brodbeck et al. (2006). Asi mismo Magurran,
1988. En: Moreno, 2001, reporta que la diversidad puede tomar valores cercanos a 0

cuando hay una especie dominante y a su vez la dominancia altos valores.

6.3 Diversidad bacteriana presente en tres especies de insectos vectores.
La comunidad bacteriana que se aislé de los tejidos (cabeza y cuerpo) de las tres

especies de insectos vectores potenciales de X. fastidiosa, incluyd 19 géneros bacterianos.
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El analisis de conglomerados arroj6 7 asociaciones con caracteristicas compartidas, lo
cual permitié subdividirlos en cuatro grupos de acuerdo al tipo de tejido y tratamiento
(desinfestado y sin desinfestar). Dichos grupos se denominaron asi: bacterias presentes en
la cabeza : aquellas que solo se presentaron en este tejido, bacterias internas: presentes
unicamente en los tejidos desinfestados, bacterias externas: aquellas que sélo se
presentaron en los tejidos sin desinfestar, bacterias presentes en todos los ambientes:
aquellas que estuvieron presentes en todos los tejidos y tratamientos. De acuerdo a dicha
distribucién tenemos que se aislo un mayor nimero de géneros bacterianos a nivel
externo (9), seguido de aquellas presente a nivel interno (6), 3 géneros fueron propios de
la cabeza y 2 se presentaron en todos los tejidos.

Los géneros Curtobacterium, Micrococcus y Pasteurella, se identificaron como
los tres géneros de bacterias presentes en la cabeza de los insectos, por lo que se puede
considerar a estas como organismos presentes en el aparato bucal e intestino anterior de
estos, a su vez estos géneros son los Ginicos que podrian asociarse con X. fastidiosa,
debido a que segin Purcell y Hopkins, (1996); Branskly et al., (1991) citados por: Blake
et al., (2004); Almeida y Purcell, (2003); es en estas partes de los insectos donde la
bacteria reside. Vega et al., (2005) reportd a los géneros Curtobacterium y Micrococcus,
como bacterias endofitas en plantas de café; Santos et al., (2004), encontraron una misma
similitud, ellos reportaron al género Curtobacterium como comtn en plantas de citricos y
en la cabeza de los insectos vectores de X. fastidiosa: Oncometopia faciales,
Dilobopterus costalimai y Acrogonia sp.. El hecho de encontrarlas en la cabeza de los

insectos y a su vez presentes en los tejidos internos de las plantas; puede indicar que
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dichas bacterias se pueden encontrar en los tejidos vegetales y los insectos las adquieren
al alimentarse y ser transmitidas de una planta a otra.

A su vez Aragjo et al., (2002); Lacava et al., (2004) encontraron presente a la
especie Curtobacterium flaccumfaciens, en mayor cantidad en los tejidos internos de
plantas de citricos que no presentaban sintomas aparentes de X. fastidiosa, de acuerdo a
sus observaciones ellos concluyeron que a nivel in vitro esta especie inhibe ¢l desarrollo
de Xylella. Esta especie ha sido descrita como agente de control bioldgico de muchos
patogenos y ha sido reportada actuando activamente para inducir resistencia sistémica y
antibiosis (Raupach, G. y J. Kloepper, 1998; Sturz, A., B. Christie y G. Matheson, 1998.
En: Araujo et al, 2002). Dicha especie también se aisld de tejidos de plantas de café y se
cree que juega el mismo rol con Xylella en estas plantas (Chacon et al., 2006). Por
otro lado, cinco de las seis especies conocidas de Curtobacterium han sido aisladas de
plantas, algunas de ellas reportadas como patdgenos (Balows et al, 1992) y otras como
organismos endofitos en diversos cultivos, tales como: citricos (Aradjo et al., 2002;
Lacava et al., 2004), trébol blanco (Brush y Sarathchandra, 2006), sorgo y maiz (Zinniel
et al., 2002), papa (Krechel et al., 2002).

En el género Micrococcus, se ha reportado a la especie M. luteus en aislamientos
de larvas de varias especies de insectos tales como: lepiddpteros (Yaman et al, 2002),
coledpteros (Yaman et al, 1999; En: Yaman et al, 2002; Sezen et al., 2005); y dipteros
(Toth et al., 2006), a su vez en estas investigaciones se ha evaluado el papel como

controlador bioldgico sobre los adultos en dichas especies de insectos. Si se considera
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que la bacteria esta presente en las plantas podria inferirse acerca de ésta como un posible
agente de control de los insectos vectores.

Dentro del grupo de bacterias internas, se identificaron a los géneros
Brevundimonas, Paenibacillus, Pantoea, Providencia, Rhizobium y Vibrio; bacterias del
género Brevundimonas han sido aisladas de tejidos internos de pupas del parasito
obligado Wohlfahrtia magnifica (Diptera: Sarcophagidae) (Téth et al., 2006). Jaffe et al.,
2001 reportaron éste género en el intestino de la hormiga Cephalotes pusilus, ellos
sugieren que los microorganismos presentes en este insecto le proveen nutrientes, para
que éstas puedan sintetizar aminoacidos a partir de carbohidratos y nitratos. Es
importante, destacar que ellos observaron los habitos alimenticios de la hormiga y
encontraron que las secreciones de homopteros forman parte de su dieta; dicha
observacion podria complementar el hecho de que en éste estudio el género
Brevundimonas se encontrd internamente dentro de los insectos y considerarse en
primera instancia como parte de la flora bacteriana interna de dichos insectos.

Especies de Paenibacillus son patogenos de insectos, tales como: himenopteros
(abejas) (Bilikova et al., 2001; Evans, 2004), coledpteros (Smitley y Rothwell, 2003);
asimismo, se ha probado que estas se encuentran asociadas a los estados juveniles
infectivos del nematodo entomopatogeno Heterorhabditis (Enright y Griffin, 2004). Por
otro lado, otras especies de este género son consideradas como organismos
bioantagonistas (Gonzalez et al., 2004). Esta especie se aisld del cuerpo desinfestado de
insectos de la especie H. similis, no se podria hacer inferencia acerca del papel de este

género bacteriano en los insectos.
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Bell et al., (2005), aislaron bacterias del género Pantoea a partir del intestino
anterior y partes externas del chinche apestoso. Ellos concluyen que los dafios atribuidos
a este tipo de insectos en los cultivos, se debe principalmente a que éstos son portadores
de bacterias patdogenas. De igual manera Wells et al., (2002); Gitaitis et al., (2003),
aislaron a la especie Pantoea ananatis de tejidos internos (superficies esterilizadas) del
tripido del tabaco (Frankliniella fusca), los datos obtenidos por ellos apoyan la teoria de
que existe una relacion fuerte entre la alimentacion de los tripidos y la presencia de esta
especie bacteriana en la superficie de las hojas. Para este estudio dichas observaciones se
consideran relevantes dado el hecho de que la especie Pantoea ananatis (72.9%
similaridad) (Anexo 8), s¢ aisld de la cabeza desinfestada de H. similis, lo que indica que
es una bacteria presente en el aparato bucal e intestino anterior de dicho insecto, por lo
que podria considerarse de forma preliminar a ésta especie de insecto como vector
potencial de este patdgeno.

Especies del género Providencia han sido aisladas de diferentes especies de
insectos, tales como lepidopteros (Spiteller et al., 2000); dipteros (Kuzina et al., 2004;
Téth et al., 2006), asi como de especies de nematodos fitopatogenos (Jackson et al.,
1995). Kadavy et al., (1999) sugieren que bacterias del género Providencia aisladas de
nematodos mayormente de Heterorhabditis pueden ser patdogenas de insectos. Por otra
parte, Kuzina et al., (2004) aislaron bacterias de este mismo género en adultos de
insectos de mosca de la fruta, ellos sugieren que estas especies podrian ser usadas como

organismos de control bioldgico.
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Especies del género Vibrio son de importancia clinica, ya que estos son agentes
causales de enfermedades en humanos y animales, de igual manera, se encuentran
ampliamente distribuidos, aunque la mayoria de reportes data de estos en ambientes
marinos y como agentes causales de enfermedades intestinales en humanos (Blake et al.,
1979; Coldwell, 1984 citados por Ballows et al., 1992).

Dentro del grupo bacterias externas tenemos los géneros: Acinetobacter,
Chryseobacterium, Clavibacter, Kluyvera, Kokuria, Nocardia, Pectobacterium y
Pseudomonas. El género Acitenobacter, corresponde a organismos con amplia
distribucién pueden presentarse de forma primaria en el suelo y agua (Baumann, 1968
citado por Balows et al., 1992). Evans y Armstrong, (2005), reportan al género
Acitenobacter como una bacteria simbionte presente en larvas de la abeja melifera, a su
vez ellos, le adjudican un posible papel antagéonico en el control de la especie
Paenibacillus larvae, considerado patdogeno primario de esta especie de insectos. De
igual manera, este género ha sido aislado del intestino de larvas de la oruga del algodén
Helicoverpa armigera (Hui et al., 2006). Bahar y Demirbag, (2007); aislaron éste género
como presente a nivel interno de larvas de Ozerea linearis (Coleoptera:Cerambycidae), a
su vez ellos probaron la patogenicidad de este para el control de larvas del mismo insecto.
En este caso se aislo de la cabeza sin desinfestar de C. coffeacola, a su vez este género se
aislo internamente de plantas de café (Franco et al., 2006). Dado estas observaciones,
podria adjudicarse a esta bacteria un papel de biocontrolador de plagas dentro de los

cafetales.
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El género Chryseobacterium ha sido identificado en insectos de importancia
clinica, como es el caso de Culicoides sonorensis (Diptera: Ceratopogonidae),
basicamente se aislo del intestino de hembras de dicha especie (Cambell et al., 2004).
Dado que se observo en el cuerpo sin desinfestar de Apogonalia, en este caso no se puede
hacer una clara referencia acerca de su localizacion en dicho insecto, a nivel interno o
externo.

La mayoria de las especies de bacterias del género Clavibacter han sido
reportadas como patdégenas de plantas (Balows et al., 1992). Mayormente, las
enfermedades asociadas con marchitez vascular, que son ocasionadas por especies de este
género, en la cual la bacteria invade el xilema son asociadas intimamente con insectos
vectores (Mitchell, 2004). Especificamente para la especie C. michiganensis subs.
sepedonicus, agente causal de la pudricion del anillo de la papa, dentro de sus posibles
insectos vectores se han reportado: el escarabajo colorado (Leptinotarsa decemlineata) y
el afido verde del melocoton (Myzus persicae) (Christie et al., 1991. Citados por Van der
Wolf et al., 2005). Sin embargo, la transferencia de ésta por los insectos tiene baja
incidencia (Van der Wolf et al., 2005). En este estudio se aislo de la cabeza sin
desinfestar de Hortensia similis, lo que indica su posible presencia en el aparato bucal en
intestino anterior, a su vez esta ha sido encontrada en los tejidos internos de plantas de
café (Vega et al., 2005; Franco et al., 2006), se podria pensar en esta especie de insecto
como vector primario de dicho género bacteriano a las plantas de café.

El género Kluyvera se ha reportado como habitante comun de suelo, agua y en

algunos casos de importancia clinica (Krieg y Holt, 1984). En insectos, algunas especies
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han sido aisladas del intestino y partes externas de insectos conocidos como chinche
apestosa (Bell et al., 2005). Este género se aislo del estdmago de la mosca oriental de las
frutas Dacus dorsalis (Diptera:Tephritidae) (Jang y Nishijima, 1990). En este caso se
aislo del cuerpo sin desinfestar de Apogonalia, no se tiene ningun reporte de este en
plantas de café.

Franco et al., (2006) aislaron la especie Kocuria cristinae de tejidos internos de
plantas de café, a su vez, esta mostro tener un papel antagénico en el control de Hemileia
vastratix, ya que control6 un 40% de las uredosporas probadas. Para este estudio se
identifico en el cuerpo sin desinfestar de H. similis, lo que no permite identificar su
origen y su posible papel dentro de este estudio.

El género Nocardia se encuentra ampliamente distribuido, es muy comun en el
suelo, también puede formar relaciones mutualistas con insectos chupadores (Cross et al.,
1976 citados por Balows et al., 1992). Sélo una especie ha sido reportada como patégeno
de plantas Nocardia vaccinii agente causal de agallas (Demaree y Smith, 1952 citados
por Balows et al., 1992). Araujo et al, (2002) y Lacava et al., (2004), aislaron a este
género de los tejidos internos de plantas de citricos. En ésta investigacion se obtuvo del
cuerpo sin desinfestar de H. similis, dado dicha localizacion no se puede hacer una
inferencia acerca de la relacion planta-insecto, respecto a este género bacteriano.

Bacterias del género Pectobacterium han sido reportadas como organismos
epifitos, los cuales segun: Lacy y Lukezic, (2003), se nutren en la superficie de las
plantas. De igual manera, muchos organismos patéogenos de plantas, pueden coexistir

como epifitos en su hospedero sin causar enfermedad, siendo su etapa de sobrevivencia y
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patogenicidad cuando crecen dentro como organismos endofiticos. De acuerdo, con
dichas observaciones, se podria inferir que €éste género se presentd en los insectos dado
que se encontraba en la superficie y éstos la adquieren al entrar en contacto con las
plantas y/o al alimentarse. Debido a que éste se aisld de la cabeza sin desinfestar, lo que
no permite diferenciar, acerca de si estd interna o externamente en los tejidos de H.
similis, en este caso.

Las bacterias del género Pseudomonas, normalmente se encuentran en el suelo,
aunque pueden ser patdogenos oportunistas en animales (P. aeruginosa) y patogenos de
plantas (P. syringae). (Schaad et al., 2001; Schaad et al., 2001). Para plantas de café en
Puerto Rico han sido reportadas causando enfermedades en este cultivo, las especies P.
cichorii (Sanchez et al., 2003), P. syringae (Cortés, 1988). Agrios, (1997) citado por
Mitchell, (2004), reporta que las bacterias de este género pueden ser propagadas a través
de la alimentacion de insectos. Con base en ello, Mitchell, (2004), observd que el
chinche apestoso Nezara viridula, es capaz de transmitir 31 tipos de bacterias, en las que
se reporta una especie del género Pseudomonas como patdgena, al inocularse en hojas de
soya, ocasionando manchas en las hojas y necrésis en las venas. Por otro lado, Martin et
al., (1987), aislaron bacterias del género Xanthomonas y Pseudomonas de las glandulas
salivares de la pulga saltona del algodon Pseudatomoscelis seriatus. Dado los anteriores
reportes, podria adjudicarsele en primera instancia al aislamiento obtenido para éste
estudio, un papel patogénico dentro de los cafetales. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
de igual manera organismos de éste mismo género han sido aisladas como endofito en

diferentes cultivos: café (Vega et al., 2005), papa (Sturz et al., 1998; Kretchel et al.,
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2002), soya (Kuklinsky, 2003), citricos (Gardner et al., 1985 citados por Lacava et al,
2004), arroz (Barranquio et al., 1983). Donde se le ha adjudicado en algunos casos un
alto potencial como biocontroladores (Krechel et al., 2002), promoviendo el crecimiento
de las plantas (Frommel et al., 1991); fijando nitrégeno (Weber et al., 2001).

Finalmente los géneros Bacillus y Microbacterium se denominaron como
presentes en todos los ambientes, dado que éstos se aislaron de todos los tejidos y
tratamientos. Se observo al género Bacillus como el género bacteriano predominante en
la especie Apogonalia, este estuvo presente a nivel de cuerpo y cabeza, interna y
externamente, una primera explicacion puede ser dada en base a la presencia de sus
endosporas, lo que les ayuda a colonizar facilmente cualquier ambiente (Schaad et al.,
2001). Dicha distribucion concuerda con lo observado por Toth et al., (2006), quienes
reportan a Bacillus como dominante cuando se aisld de larvas de la mosca Wohlfahrtia
magnifica, ya que al igual que este estudio, este se encontr6 en todos los tejidos (intestino
anterior, intestino medio, intestino posterior, cuticula).

El género Microbacterium, no se encontr6 en la cabeza desinfestada por lo que se
considera no presente en parte del intestino anterior y aparato bucal. Por lo tanto, este
género en primera instancia podria considerarse que no tiene ninguna relacion con
Xylella. Caesar y Kremer, (2004), aislaron bacterias asociadas al pulgdén dorado Aphthona
sp., ellos reportaron una posible interaccion sinergista entre dicho insecto y varios
géneros bacterianos en los que se encuentra Microbacterium, para el control de plantas
plaga tal como Euphorbia esula, debido a que éste tipo de plantas posee sustancias

venenosas. Por otro lado, Bahar y Demirbag, (2007) aislaron dos especies de bacterias del
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género Microbacterium a partir de tejidos internos de larvas de Ozerea linearis, que
mostraban sintomas de enfermedad y larvas muertas, ellos probaron su posible papel
como controlador bioldgico de dicha plaga. Dado que en este estudio se aislod de todos los
tejidos de los insectos, no se puede hacer una clara inferencia acerca de su procedencia y
relacion con las plantas e insectos.

6.4 Determinacion de la presencia de X. fastidiosa mediante la prueba de ELISA.

Se registro un resultado positivo en la deteccion de Xylella, mediante la prueba de
ELISA para algunos aislamientos Gram negativos en forma de bacilos, obtenidos a partir
de los diferentes tejidos dos especies de insectos. En el primer ensayo se observo una
reaccion positiva para un total de cuatro aislamientos, uno proveniente del cuerpo
desinfestado de Hortensia similis y tres de los tratamientos sin desinfestar de Caribovia
coffeacola. Pero, los otros dos intentos para confirmar la reaccion resultaron negativos.
Estos aislados se identificaron en los géneros Microbacterium y Providencia,
respectivamente mediante el andlisis de 4cidos grasos CG-FAME. Dichos resultados
sugieren que en el primer ensayo se pudo detectar a X. fastidiosa y luego posiblemente al
subcultivarla para reactivarla antes de realizar ensayos posteriores, se perdid o se redujo
su poblacién, debido a su crecimiento lento y la competencia por el mismo nicho con los
géneros Microbacterium y Providencia que son de organismos de crecimiento rapido. Lo
que favorecio la proliferacion de éstos ultimos. Dicha inferencia se basa en que la prueba
de ELISA a pesar de ser altamente sensitiva, requiere altas poblaciones bacterianas para

su deteccion de 10°y 10° UFC/mL (Nomé et al., 1980; Wang et al., 1999).
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6.5 Diversidad bacteriana presente en los tejidos internos de café.

Todos los géneros bacterianos aislados de las plantas en este estudio son
considerados como endofiticos, ya que este tipo de organismo puede ser aislado de
superficies desinfestadas de las plantas o por extraccion de sus tejidos internos (Hallmann
et al., 1997; Zinniel et al., 2002; Aratjo et al., 2001; Araujo et al., 2002). En general, los
organismos endofitos pueden localizarse en espacios intracelulares, intercelulares o en el
tejido vascular. Dicha localizacion presenta un nicho ecoldgico similar al ocupado por
algunos organismos patogenos de plantas (Franco et al., 2006). Por tanto, son candidatos
fuertes para ser usados como organismos de biocontrol de patdogenos, insectos,
nematodos (Azevedo et al., 2000; Zinniel et al., 2002). La proteccion podria ser a través
de efectos antagdnicos, debido a la produccion de substancias que inhiben el crecimiento
de los patogenos o por el desencadenamiento de una respuesta de defensa de la planta en
contra de éstos inducida por el organismo enddfito (Munoz y Caballero, 2007).
Asimismo, se ha demostrado que estos pueden acelerar la emergencia de las plantulas y
promover su establecimiento a pesar de condiciones adversas; mejorar el crecimiento de
las plantas (Sturz et al, 1998). De acuerdo con Tilak et al., (2005) este crecimiento puede
ser promovido en las plantas de forma directa, mediante la fijaciébn de nitrogeno
atmosférico, solubilizacion de minerales tales como el fosforo, produccion de siderdforos
que solubilizan y secuestran el hierro o produccion de reguladores (hormonas) de
crecimiento y/o de igual manera indirectamente al producir sustancias antagonicas que

como ya se mencioné inducen resistencia a patdgenos. Sin embargo, Musson, (1994)
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citado por Franco et al. (2006) considera que algunos organismos endéfitos pueden no ser
patogenos en su huésped, pero si en otros.

Para este estudio se aislaron nueve géneros bacterianos, a partir de tejido foliar
desinfestado de plantas café C. arabica; Lacava et al. (2004) consideran que las hojas son
el nicho preferencial para las bacterias endofiticas. De igual manera, se determinaron a
Bacillus, Micrococcus y Staphylococcus, como los géneros predominantes en cuanto a su
frecuencia de aislamiento. De acuerdo, con Schaad et al. (2001) la mayoria de los bacilos
asociados con plantas son reconocidos como patdgenos, saprofitos y agentes de control
biologico. Reva et al., (2002); reportan a las bacterias del género Bacillus como
residentes comunes de los tejidos internos de las plantas, algunos de estos organismos
juegan un papel importante en la proteccion y crecimiento de las plantas. Kloeper et al.,
(2004), adjudican a este género bacteriano capaces de inducir resistencia sistémica en las
plantas la cual provee proteccion contra enfermedades por hongos, bacterias, nematodos,
virus y reduccion en la presencia de insectos vectores.

El género Micrococcus ha sido aislado de igual manera, de los tejidos internos de
plantas de café¢ (Vega et al., 2005; Franco et al., 2006), en citricos (Araujo et al., 2002),
en papa (Krechel et al., 2002), sorgo y maiz (Zinniel et al., 2002), organismos de éste
género son considerados activos para solubilizar fosforo insoluble (Tilak et al.,2005). En
esta investigacion se aislo tanto de los tejidos desinfectados de las plantas como de los
tejidos de los insectos.

El género Staphylococcus ha sido reportado mayormente como parte de la flora

natural de la piel de la mayoria de las especies de mamiferos (Moler, 2001), de igual
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manera es conocido como agente patdgeno de humanos y animales (Nodarse, 2001); a su
vez éste género es reportado como capaz de producir substancias extracelulares
bacterioliticas, sumado a la produccién de autolisinas (endolisinas) (Schindler y
Schuhardt, 1964). El aislamiento de este género como organismos endofito de las plantas
de café concuerda con lo observado por Zapata, (2007), alli se reportan cuatro especies de
este género como bacterias endoéfitas frecuentes asociadas al tejido vascular de café y a su
vez, tres de éstas se registraron como comunes en cultivos de citricos

Asimismo, se lograron identificar dentro de los aislamientos de las plantas de
café, aunque en una menor frecuencia de aislamiento a los géneros: Arthrobacter,
Chryseobacterium, Clavibacter, Enterobacter, Rhizobium y Sphingobacterium.

El pricipal habitaculo de organismos del género Arthrobacter es el suelo (De la
Rosa y Mosso, 2007), asimismo, Tilak et al., (2005) informan a este género asociado a la
rizosfera de las plantas y creciendo de forma endoéfita dentro de éstas. Ellos reportan a
estos organismos como microorganismos que solubilizan fosfato, Gaur et al., (2004)
consideran que estas bacterias pueden afiadir 30-35 kg de P,Os por hectarea. Con relacion
a lo observado en esta investigacion, organismos de éste género han sido aislados de
igual manera de los tejidos del xilema de plantas de limén Citrus jambabhiri (Aratjo et al.,
2001) EI género Chryseobacterium, ha sido igualmente aislado de tejidos internos de
trébol blanco (Trifolium repens) (Brush y Sarathchandra, 2006).

Al igual que en este estudio, el género Clavibacter, también se identific6 como un
organismo endofito para plantas de café (Vega et al., 2005), papa (Sessitsch et al., 2004),

en esta ultima investigacion los aislamientos identificados dentro de éste, mostraron tener
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actividad antibacteriana y antifugal, contra patogenos tales como: Rhizoctonia,
Sclerotinia, Streptomyces y Xanthomonas. Sin embargo, la mayoria de reportes
identifican a las especies conocidas de Clavibacter como patogenos de plantas. Se han
encontrado que estas muestran especificidad con sus hospederos (Bradbury, 1986 citado
por Balows et al, 1992). Vivader, (1982) citado por Zunniel et al, (2002) reportan a este
género causando enfermedades tales como: marchitez bacterial de la alfalfa y el maiz,
cancro bacterial del tomate y el pimiento, aunque de forma natural también ocurren
ciertas especies no patogenas.

El género Enterobacter se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza (De
La Rosa y Mosso, 2007), al igual que en esta investigacion bacterias de éste género han
sido aisladas de tejidos internos de plantas sanas de citricos, a su vez ha sido
determinado, como uno de los géneros de mayor frecuencia de aislamiento (Aragjo et al.,
2001), también ha sido aislado de tejidos de plantas de maiz y algodén (Mclnroy y
Kloepper, 1995). Tilak et al., (2005) reportan a miembros de este género como
candidatos viables para ejercer efectos beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas.

Ballows et al., (1992), reportan como principales habitaculos del género
Rhizobium al suelo y los tejidos vegetales, con diversas funciones tales como: fijacion de
nitrégeno atmosférico (Acosta y Martinez, 2002; Zurdo et al., 2004), produccion de
hormonas de crecimiento idénticas a las sintetizadas por las plantas entre las que se
encuentra el acido indolacético (AIA) (Costacurta y Vanderleyden, 1995 citados por

Maciel, 2005), solubilizacion de fésforo inorganico (Rodriguez y Fraga, 1999).
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Al igual que en ésta investigacion el género Sphingobacterium ha sido aislado de
tejidos internos de plantas de maiz, se le adjudica un papel importante en la
solubilizacion de fosforo inorganico (Maciel, 2005). En papa, en el cual se evaluo su

potencial antagonico sobre hongos y nematodos fitopatogenos que afectan este cultivo

(Krechel et al., 2000).

6.6 Comparacion de la diversidad bacteriana observada en los tejidos de insectos y
los tejidos internos de café.

Sélo se encontraron cinco géneros comunes en los tejidos de los insectos y las
plantas, dichos géneros fueron: Bacillus, Chryseobacterium, Clavibacter, Micrococcus y
Rhizobium. EI primer género Bacillus se aislo de todos los tejidos y tratamientos de los
insectos, a su vez éste se determind como uno de los mas dominantes dentro de los
tejidos internos de las plantas dada su frecuencia de aislamiento, esto se puede explicar
en base a la presencia de sus endosporas, lo que les ayuda a colonizar facilmente
cualquier ambiente (Schaad et al., 2001). El género Micrococcus se determind como el
unico presente solamente en la cabeza desinfestada de los insectos, a su vez el hecho de
encontrarla igualmente dentro de las plantas, permite inferir de forma preliminar que éste
género esta relacionado directamente con la alimentacion de los insectos, bien sea porque
¢éstos la adquieren al alimentarse de las plantas o son los insectos quienes los transmiten
con la alimentacién. Por otro lado, los géneros Clavibacter y Chryseobacterium se
aislaron de los tejidos externos de los insectos, lo que no permite precisar la localizacién
exacta de éstos en los insectos y la relacion al identificarlos como endofitos en las

plantas.
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6.7  Consideraciones relacionadas a los métodos empleados para la deteccion de
X. fastidiosa.

Se encontraron especies de insectos que poseen caracteristicas para considerarlos
vectores potenciales de X. fastidiosa para los cafetales en Puerto Rico. En dos especies de
¢éstos se logrd detectar a X. fastidiosa mediante la prueba de ELISA, pero no se logro
confirmar la presencia de ésta mediante aislamiento. Probablemente una de las
dificultades se asocie directamente a las limitaciones de los métodos utilizados para su
deteccion y confirmacion. La Prueba de ELISA aunque es bastante sensitiva, esta basado
en anticuerpos policlonales que le permiten unirse a multiples proteinas, por lo que en
algunas ocasiones puede a su vez dar falsos positivos. De igual manera, requiere altas
poblaciones bacterianas de 10° — 10° UFC/mL para su deteccion (Nomé et al., 1980;
Wang et al., 1999). Por ultimo, un resultado positivo definitivo, debe ser aquel cuya
absorbancia supere dos veces la del control negativo (Costa et al., 2004). Finalmente, un
resultado positivo debe ser consistente y confirmado en varias repeticiones.

El aislamiento de X. fastidiosa en medio de cultivo, se utilizd como método de
confirmacion. Esto es por la limitacién que se ha reportado en otros estudios para detectar
la presencia de ésta directamente de los insectos, mediante la prueba de ELISA. Dada las
bajas poblaciones bacterianas presentes en éstos, asi como la formacion de agregados
celulares (Raju et al., 1983; Mundell, 2005) y la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), debido a que se ha demostrado que algunas sustancias presentes en los tejidos de
los insectos inhiben las reacciones de PCR (Pooler et al., 1997; Blake et al., 2004). A

pesar de seguir la metodologia de aislamiento utilizada por Hill y Purcell, (1995a) y
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Mundell, (2005), no se logr6 aislar la bacteria X. fastidiosa. Posiblemente por su
crecimiento lento, presencia de inhibidores y la competencia con otras bacterias presentes
de crecimiento rapido (Almeida y Purcell, 1996). Uno de los aciertos usando este método
fue el aislamiento de otros organismos endofitos que en otras investigaciones han sido
reportados como relacionados directamente con X. fastidiosa, como en el caso de
Curtobacterium flaccumfaciens, la cual antagoniza con el desarrollo de ésta.

En general, la mayor dificultad para el aislamiento de X. fastidiosa de tejidos de
insectos y plantas, podria asociarse a la ocurrencia de la bacteria en agregados y a la
localizacion en el aparato bucal y parte del intestino anterior de los insectos, unido a la
baja concentracion en los tejidos de las plantas; esto sugiere ocasionalmente la pérdida de

la bacteria desde los insectos (Hill y Purcell, 1995a).
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7. CONCLUSIONES

La familia Cicadellidae se reconocid6 como la mas representativa en cuanto al
numero de especies e individuos presentes en las plantaciones de café. Sin
embargo, la riqueza de especies de esta familia para Puerto Rico es baja
comparada con otros paises del neotrdpico.

Los vectores potenciales de X. fastidiosa reportados en este estudio, se ubicaron
unicamente dentro de la familia Cicadellidae. Esto es Caribovia coffeacola,
dominante para las fincas de Adjuntas, Juana Diaz y Yauco-Villa Cecilia;
Apogonalia spp. dominante en Yauco-Sierra Alta y Hortensia similis, la cual se
identific6 mayormente asociada a la vegetacion rastrera presente.

Las especies Agallopsis pepino y Agallia pulchra, se determinaron como
dominantes para las dos fincas ubicadas en Yauco.

Los géneros Pasteurella, Micrococcus y Curtobacterium, se identificaron como
las Unicas bacterias propias del aparato bucal y parte del intestino anterior de los
insectos, son las unicas que podrian interaccionar con X. fastidiosa.

La mayoria de los géneros bacterianos aislados de los tejidos de los insectos han
sido reportados como organismos importantes de control biologico; excepto por
Clavibacter, Pantoea, Pectobacterium y Pseudomonas, que contiene algunas
especies patdogenos importantes en la agricultura.

Los géneros Bacillus, Micrococcus y Staphylococcus, se identificaron como

predominantes en los tejidos de las plantas de café.
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7. Los géneros Bacillus, Chryseobacterium, Clavibacter, Micrococcus y Rhizobium,
se reconocieron como comunes en los tejidos de los insectos y las plantas.
8. Se logré detectar la presencia de X. fastidiosa mediante la prueba de ELISA para
cuatro aislamientos bacterianos provenientes de los tejidos de las especies de
insectos C. coffeacola y H. similis. Sin embargo, no se logré confirmar la

presencia de ésta mediante aislamiento en medio de cultivo.
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8. RECOMENDACIONES

Continuar con la utilizacion de la prueba de ELISA para detectar la presencia de
X. fastidiosa directamente a individuos de las tres especies de insectos reportados
como vectores potenciales: Caribovia coffeacola, Hortensia similis y Apogonalia
spp, incluir las especies Agalliopsis pepino y Agallia pulchra y confirmar
mediante PCR.

Utilizar metodologias descritas para superar los problemas en la deteccion de X.
fastidiosa tales como: la técnica de separacion inmunomagnética para concentrar
la bacteria, de forma tal que se puedan detectar bajos niveles de ésta usando PCR.

Auscultar procedimientos alternos que ayuden a concentrar e incrementar las
poblacion bacteriana en los diferentes tejidos antes de realizar su aislamiento en
medio de cultivo.

Establecer experimentos de preferencia con las especies Apogonalia spp. y
Agallia pulchra para determinar si éstos se alimentan de las plantas de café, a fin
de corroborarlo como vectores potenciales.

Se recomienda probar la eficiencia en la adquisicién y transmision por parte de
los insectos, para la especie bacteriana Curtobacterium flaccumfaciens, a fin de
determinar la posible transmision de ésta por los insectos a las plantas.

Evaluar la patogenicidad en plantas de café de los géneros: Pantoea,
Pectobacterium y Pseudomonas y establecer si estas especies de insectos son

vectores de estas bacterias.



112
7. Probar el potencial biocontrolador de: Microbacterium, Micrococcus,
Paenibacillus y Providencia para el control de insectos.
8. Establecer la interaccion de: Bacillus, Micrococcus y Staphylococcus aislados de

los tejidos vegetales con X. fastidiosa.
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Anexo 1. Abundancia mensual y nimero total de especies de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en Adjuntas P.R., capturadas
durante el periodo de Junio a Noviembre de 2006.

Junio | Junio | Julio | Julio | Agosto | Agosto | Septiembre | Septiembre | Octubre | Octubre | Octubre | Noviembre

ESPECIE 12 26 10 25 7 21 5 18 2 16 30 13 TOTAL
Caribovia coffeacola 407 559 416 | 449 442 438 285 234 263 305 376 291 4465
Hortensia similis 6 2 3 3 3 17
Agaliopsis pepino 38 5 5 1 2 4 55
Agalia pulchra 22 12 26 25 21 14 9 5 12 6 10 162
Cicadellidae spl 5 3 4 3 8 1 1 1 26
Cicadellidae sp3 4 4
Nesshorinus sp 9 1 3 7 2 2 1 1 26
Achildae spl 4 4 1 5 2 2 18
Tropiduchidae sp1. 1 1 1 3
Bothriocera sp. 70 41 23 8 7 2 3 1 155
TOTAL 561 622 479 | 497 481 464 302 243 279 316 388 297 4931

Anexo 2. Abundancia mensual y niimero total de especies de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en Juana Diaz P.R., capturadas
durante el periodo de Junio a Noviembre de 2006.

Junio | Junio | Julio | Julio | Agosto | Agosto | Septiembre | Septiembre | Octubre | Octubre | Octubre | Noviembre
ESPECIE 12 26 10 25 7 21 5 18 2 16 30 13 TOTAL

Caribovia coffeacola 110 71 98 75 62 74 48 86 86 67 61 61 899
Hortensia similis 5 2 4 2 2 1 1 17
Apogonalia spp 6 2 6 4 2 5 2 2 3 1 1 34
Cicadellidae sp1 2 1 3
Cicadellidae sp2 2 1 1 2 6
Scaphytopius neloricatus 2 1 2 1 2 3 1 1 1 4 18
Agallia pulchra 3 5 4 3 8 2 2 1 2 2 3 35
Agaliopsis pepino 4 4
Achilidae spl 1 1 2 3 2 2 11
Nesshorinus sp 1 1 1 3
Bothriocera sp. 8 26 9 10 22 12 15 10 11 7 11 7 146

TOTAL | 138 110 125 97 104 93 74 107 103 81 78 75 1185
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Anexo 3. Abundancia mensual y numero total de especies de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en Yauco P.R., Finca Villa
Cecilia, durante el periodo de Junio a Noviembre de 2006.

Junio | Junio | Julio | Julio | Agosto | Agosto | Septiembre | Septiembre | Octubre | Octubre | Octubre | Noviembre

ESPECIE 12 26 10 25 7 21 5 18 2 16 30 13 TOTAL
Caribovia coffeacola 30 19 29 31 20 16 28 38 21 16 24 29 301
Hortensia similis 7 5 1 2 2 3 20
Agalliopsis pepino 31 6 3 3 43
Agallia pulchra 7 16 11 18 26 4 20 15 6 13 4 12 152
Cicadellidae spl 11 11
Cicadellidae sp3 3 1 1 1 6
Nesshorinus sp 4 4
Tropiduchidae sp1. 1 3 1 5
Bothriocera sp. 18 6 13 12 9 11 13 4 3 2 2 3 93
TOTAL 111 52 55 68 55 34 62 58 32 32 32 47 638

Anexo 4. Abundancia mensual y nimero total de especies de insectos (Hemiptera: Auchenorrhyncha) colectados en Yauco P.R., Finca Sierra Alta,
capturadas durante el periodo de Junio a Noviembre de 2006.

Junio | Junio | Julio | Julio | Agosto | Agosto | Septiembre | Septiembre | Octubre | Octubre | Octubre | Noviembre

ESPECIE 12 26 10 25 7 21 5 18 2 16 30 13 TOTAL
Apogonalia spp 31 29 37 47 35 32 23 16 21 17 22 10 320
Caribovia coffeacola 2 1 2 3 1 1 1 11
Hortensia similis 2 4 2 3 1 1 1 14
Agalliopsis pepino 3 6 24 24 15 23 24 14 21 154
Agallia pulchra 2 12 2 16
Achildae spl 1 1
Tropiduchidae sp1. 1 1 5 4 3 14
Bothriocera sp. 24 3 4 11 10 14 27 19 9 11 9 141
TOTAL 63 44 68 76 67 48 63 55 67 42 56 22 671
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No Especie | Origen' Morfologia de la colonia® Frec’ Pruebas’ Morfologia celular’
Color Conf Mar. Eleva mm KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Bac | Esp
3926 | H.similis | C/S Crema Redonda Entero Plana 3 8 + - + + X
4052 | H. similis C/S Amarillo | Redonda Entero Elevada 6 1 - + _ +
margen elevado
4053 | H. similis | C/S Crema Forma L Entero Umbonada 5 1 - + - + X
4054 | H. similis | C/S Crema Compleja Ramificada | Plana 25 1 + - - + X
4055 | H. similis C/S Amarillo | Redonda Entero Elevada 3 1 - + - + X
4056 | H. similis | C/S Crema Forma L Entero Elevada 11 1 - + - +
4057 H. similis C/S Crema Redonda Entero Elevada 6 1 - + _ + X
3928 | H.similis | C/S Crema Redonda Entero Elevada 6 1 + - +
margen elevado
4022 H. similis C/S Amarillo | Concéntrica Entero Plana 7 1 + - - + X
4058 H. similis C/S Amarillo | Forma L Ondulado Embonada 7 1 - + - + X
4059 | H. similis | C/S Rosa Redonda Entero Elevada 4 1 - + - +
4060 | H. similis C/S Blanco Redonda Entero Elevada 3 1 - + - +
4061 H. similis C/S Crema Redonda Entero Elevada 3 1 - + - +
4062 H. similis C/S Blanco Redonda Entero Elevada 2 1 - + - +
4063 | H. similis | C/S Crema Forma L Entero Plana 7 1 + - - +
4064 H. similis C/S Crema Filiforme Ondulado Plana 6 1 - + _ +
4065 | H. similis | C/S Amarillo | Irregular lobado Umbonada 3 1 - + - +
4066 | H. similis C/S Naranja Redonda Entero Elevada 3 1 - + - + X X
4067 H. similis C/S Rosa Redonda Ondulado Elevada 10 3 - + - +
margen elevado
4068 H. similis C/S Blanco Concéntrica Ondulado Plana 8 1 - + - 4+ X
4069 | H. similis | C/S Blanco Irregular y | Lobado Plana 5 5 - + - +
expandida
4070 | H. similis C/S Crema Concéntrica Ondulado Plana 9 2 - + - + X
4071 | H. similis | C/S Rosa Redonda Lobado Plana 13 1 - + + +
margen
escalonado
4072 | H. similis | C/S Rosa Forma L Entero Plana 10 2 - + - +
4073 | H.similis | C/S Rosa Redonda Ciliado Elevada 6 62 - + + +
margen elevado
4074 | H. similis | C/S Amarillo | Irregular Lanoso Elevada 16 2 - + R + X X
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No Especie | Origen' Morfologia de la colonia® Frec’ Pruebas’ Morfologia celular’
Color Conf Mar. Eleva Mm KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco Bac | Esp
4076 | H. similis C/S Naranja Redonda Irregular Plana 11 1 - + - +
margen elevado
4077 | H. similis C/S Naranja Concéntrica Lobado Plana 9 2 - + + +
4078 H. similis C/S Crema Concéntrica Ondulado Elevada 10 2 + - - + X
4079 H. similis C/S Blanco Concéntrica Ondulado Plana 7 1 + - _ + X
4080 | H. similis C/D Blanco Compleja Ondulado Plana 19 1 - + - + X
4081 H. similis C/D Amarillo | Filiforme Lodabo Plana 21 1 + - - + X
4082 | H. similis C/D Naranja Rizoide ondulado Plana 50 1 + - + + X
4011 | H. similis | Cu/S Amarillo | FormaL Entero Umbonada 4 2 + - - + X
4012 H. similis Cu/S Blanco Redonda Irregular Elevada 5 1 + - - + X
margen
escalonado
4442 | H. similis | Cu/S Crema Forma L Ondulado Elevada 6 3 - + - + X
4443 H. similis Cu/S Amarillo | Redonda Entero Elevada 7 2 X
4020 | H.similis | Cu/S Blanco Redonda Entero Elevada 10 1 + - + + X
margen elevado
4083 | H. similis | Cu/S Crema Redonda Entero Elevada 3 6 + - - + X
4021 | H. similis | Cu/S Crema Arrugada Ondulado Plano 11 3 + - + + X
4084 | H. similis | Cu/S Blanco Arrugada Ondulado Elevada 8 1 - + - + X
4085 | H. similis | Cu/S Crema Redonda Entero Plana 3 4 - + + + X
4086 | H. similis | Cu/S Amarillo | Forma L Entero Convexa 4 2 - + - + X
4087 | H.similis | Cu/S Amarillo | Concéntrica Entero Plana 7 1 + R - + X
4088 | H. similis | Cu/S Blanco Redonda Entero Elevada 8 1 - - + X
margen elevado
4089 | H. similis | Cu/S Rosa Redonda Ondulado Elevada 6 2 - + - +
margen
escalonado
4090 | H.similis | Cu/S Rosa Redonda Lobado Umbonada 11 1 - + + + X X
margen
escalonado
4091 | H.similis | Cu/S Ocupa Toda La caja 1 + _ T T X
4092 | H. similis Cu/S Amarillo | Arrugada Ondulado Elevada 15 1 - + - +
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No Especie | Origen' Morfologia de la colonia® Frec’ Pruebas’ Morfologia celular’
Color Conf Mar. Eleva Mm KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Bac | Esp
4094 | H. similis | Cu/S Blanco Concéntrica Ondulado Umbonada 11 1 - + - +
4095 | H. similis | Cu/S Crema Arrugada Entero Elevada 4 12 - + - +
4096 | H. similis | Cu/S Rosa Arrugada Entero Plana 4 4 + - - + X
4097 | H. similis | Cu/S Crema Irregular y | Lobado Plana 17 1 + - R + X
expandida
4098 | H. similis | Cu/S Crema Redonda Entero Umbonada 6 2 + - + +
margen
escalonado
4099 H. similis Cu/S Blanco Redonda Ondulado Plana 12 4 - + _ + X
4100 | H. similis | Cu/S Crema Redonda Elevada 5 3 I _ T X
4017 | H. simils Cu/D Cafe Arrugada Entero Umbonada 5 1 + - - +
4101 | H. similis | Cu/D Blanco Redonda Entero Elevada 9 2 - + - +
4102 H. similis Cu/D Amarillo | Redonda Entero Plana 3 1 - + + + X
4103 | H. similis | Cu/D Crema Redonda Entero Convexa 4 1 - + + +
4104 H. similis Cu/D Blanco Filiforme Ondulado Plana 14 1 - + _ + X X
4105 | H. similis Cu/D Amarillo | Irregular and | Ondulado Elevada 6 1 - + - + X
expandida
4023 | H.similis | Cu/D Crema Compleja Ondulado Plana ) 9 I _ _ +
4106 | H. similis | Cu/D Crema Redonda Entero Elevada 6 11 - + + +
margen elevado
4107 | H. similis | Cu/D Crema Forma L Ondulado Elevada 3 1 - + - +
4108 H. similis Cu/D Amarillo | Rizoide Ondulado Plana 5 3 - + - +
4024 | H. similis Cu/D Crema Filiforme Ondulado Elevada 8 1 + - - + X
4109 | H. similis | Cu/D Amarillo | Forma L Entero Umbonada 5 1 - + - + X X
4110 | H. similis Cu/D Naranja Filiforme Lobado Plana 11 4 + - - + X
4111 | H. similis | Cu/D Crema Redonda Ondulado Plana 5 2 T _ T T
4112 | H. similis | Cu/D Crema Filiforme Lobado Plana 21 1 T _ _ T
4113 | H. similis | Cu/D Naranja | Filiforme Lobado Elevada 15 1 + - + + X
4114 | H. similis | Cu/D Rosa Forma L Entero Umbonada 7 1 - + - + X X
4115 | H. similis Cu/D Amarillo | Filiforme Ondulado Plana 17 1 + - + X
4116 | H. similis Cu/D Blanco Filiforme Lobado Plana 9 1 + _ _ ¥
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No Especie Origenl Morfologia de la colonia’ Frec? Pruebas® Morfologia celular®
Color Conf Mar. Eleva mm KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco Bac Esp
4118 | H. similis | Cu/D Crema Forma L Entero Plana 9 1 - + + +
4119 | H. similis | Cu/D Crema Redonda Entero Elevada 13 7 + - - + X
4120 | H. similis Cu/D Crema Filiforme Lobado Plana 8 3 - + + +

! Origen: C/S = Tratamiento cabeza sin desinfestar; C/D = Cabeza desinfestada; Cu/S = Cuerpo sin desinfestar; Cu/D = Cuerpo desinfestado.

2 Morfologia de la colonia: Color = color de la colonia; Conf = configuracion; Mar = Margén; Elev = Elevacion; mm = Diametro en milimetros.
3 Frec: Frecuencia de aislamiento.

* Pruebas: KOH = Prueba de KOH; Gram = Tincion diferencial; Oxid = Oxidasa; Cata. = Catalasa.

> Morfologia celular: Coco = Células en forma de coco; Bac = Células en forma de bacilo; Esp = Presencia de esporas.

6+ = Resultado positivo; - = Resultado negativo.
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No Especie Origen' Morfologia de la colonia” Frec® Pruebas” Morfologia celular®
Color Conf Mar. Eleva mm KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Bac | Esp
4122 | C. coffeacola C/S Blanco Filiforme Ondulado Plana 15 1 - + + + X
4032 | C. coffeacola C/S Blanco Filiforme Ondulado Plana 8 1 - + + + X
4033 | C. coffeacola C/S Naranja | Forma L Ondulado Umbonada 3 4 + - - + X
4123 | C. coffeacola C/S Crema Redonda margen | Entero Elevada 1.5 23 + - - +
elevado
4124 | C. coffeacola C/S Naranja Redonda margen | Lobado Plana 16 1 + - + +
escalonado
4125 C. coffeacola C/S Crema Filiforme Ondulado Plana 9 1 + - + +
4126 | C. coffeacola C/S Blanco Filiforme Ondulado Plana 11 1 + - + + X
4127 | C. coffeacola C/S Rosa Redonda Entero Forma-gota 3 3 - + + + X
4128 | C. coffeacola C/S Crema Redonda Entero Convexa 4 2 - + - +
4129 | C. coffeacola C/S Blanco Filamentosa Ramificado | Plana 15 6 - + + +
4130 C. coffeacola C/S Blanco Redonda Entero Plana 3 2 - + - -
4131 | C. coffeacola C/S Amarillo | Filiforme Lobado Elevada 16 1 - + - _ X
4132 | C. coffeacola C/S Crema Filamentosa Lobado Plana 18 1 - + + +
4133 | C. coffeacola C/S Naranja | Arrugado Entero Plana 20 1 - + + +
4134 | C. coffeacola C/S Amarillo | Redonda margen | Ondulado Elevada 3 8 - + - +
elevado
4135 | C. coffeacola C/D Crema Concéntrica Lobado Plana 6 2 - + 4+ X
4136 | C. coffeacola C/D Crema Redonda Entero Plana 2 16 + - + X
4137 | C. coffeacola C/D Blanco Irregular y | Ondulado Plana 25 1 + - + + X
disperso
4138 | C. coffeacola C/D Blanco Redonda margen | Ciliado Elevada 4 2 - + - +
elevado
4139 | C. coffeacola C/D Amarillo | Arrugado Ondulado Elevada 3 21 + - - + X
4140 C. coffeacola C/D Amarillo | Arrugado Ondulado Plana 19 1 - + _ +
4028 C. coffeacola Cu/S Crema Filiforme Ondulado Plana 12 1 + - + + X
4029 | C. coffeacola Cu/S Blanco Arrugado Entero Elevada 12 7 + - + + X
4030 | C. coffeacola Cu/S Crema Redonda Entero Elevada 9 300 + - + + X
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No Especie Origen' Morfologia de la colonia” Frec® Pruebas” Morfologia celular®
Color Conf Mar. Eleva mm KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Bac | Esp

4141 | C. coffeacola Cu/S Naranja Redonda margen | Ondulado Elevada 6 1 - + - + X
elevado

4142 | C. coffeacola Cu/S Blanco Filamentosa Ciliado Plana 17 1 + - + + X

4143 | C. coffeacola Cu/S Crema Redonda Entero Plana 2 300 T _ T T

4144 | C. coffeacola Cu/S Crema Concéntrica Ondulado Elevada 5 3 + - - + X

4145 | C. coffeacola Cu/S Blanco Redonda margen | Entero Plana 7 1 - + - + X
elevado

4146 | C. coffeacola Cu/S Amarillo | Rizoide Como-hilo Elevada 9 4 + - + + X

4147 C. coffeacola Cu/S Blanco Filamentosa Ramificado | Plana 32 4 - + _ +

4148 | C. coffeacola Cu/S Rosa Arrugado Entero Elevada 11 1 - + - -

4149 | C. coffeacola Cu/S Naranja Redonda margen | Lobado Elevada 6 2 - + - +
escalonado

4150 | C. coffeacola Cu/S Amarillo | Redonda margen | Entero Plana 10 1 + - R I
elevado

3929 | C. coffeacola Cu/D Amarillo | Redonda Entero Convexa 4 1 + - - + X

4025 | C. coffeacola Cu/D Amarillo | Forma L Entero Umbonada 4 1 + - - + X

4151 C. coffeacola Cu/D Amarillo | Compleja Ondulado Elevada 8 5 - + - + X

4026 | C. coffeacola Cu/D Amarillo | Redonda Entero Plana 2 + - - + X

4152 | C. coffeacola Cu/D Blanco Filamentosa Ciliado Plana 30 4 - + - + X X

4027 | C. coffeacola Cu/D Crema Arrugado Ondulado Elevada 10 1 + - + + X

4153 | C. coffeacola Cu/D Amarillo | Compleja Ondulado Elevada 3 1 n - T T

4154 | C. coffeacola Cu/D Amarillo | Irregular y | Lobado Elevada 3 50 + - + ¥
disperso

4155 | C. coffeacola | Cu/D Blanco Forma L Lobado Plana 12 1 T T T X

4156 | C. coffeacola Cu/D amarillo | Redonda margen | Lanoso Elevada 17 5 + - + X
escalonado

! Origen: C/S = Tratamiento cabeza sin desinfestar; C/D = Cabeza desinfestada; Cu/S = Cuerpo sin desinfestar; Cu/D = Cuerpo desinfestado.

2 Morfologia de la colonia: Color = color de la colonia; Conf = configuracion; Mar = Margén; Elev = Elevacion; mm = Diametro en milimetros.

3 Frec: Frecuencia de aislamiento.

* Pruebas: KOH = Prueba de KOH; Gram = Tincién diferencial; Oxid = Oxidasa; Cata. = Catalasa.
> Morfologia celular: Coco = Células en forma de coco; Bac = Células en forma de bacilo; Esp = Presencia de esporas.
6+ = Resultado positivo; - = Resultado negativo.
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No Especie Origen' Morfologia de la colonia’ Frec’ Pruebas* Morfologia celular’
Color Conf Mar. Eleva mm KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Bac | Esp

4158 | Apogonalia spp. | C/S Blanco Arrugada Ondulado Plana 14 1 - + + T X
4159 | Apogonalia spp. C/S Blanco Arrugada Entero Plana 7 1 + - - + X
4160 | Apogonalia spp. C/S Blanco Filiforme Ondulado Elevada 9 2 + - + + X
4161 | Apogonalia spp. | C/S Crema | Redonda Entero Plana 7 3 - T T T X

margen elevado
4162 | Apogonalia spp. | C/S Crema Filiforme Ondulado Plana 8 2 + - + + X
4358 | Apogonalia spp. | C/S Amarillo Compleja Ondulado Elevada 9 1 - + - +
4359 | Apogonalia spp. C/S Crema Compleja Ondulado Convexa 5 1 - + - +
4360 | Apogonalia spp. C/S Blanco Rizoide Ondulado Dentro del 19 1 - + - +

medio

4361 | Apogonaliaspp. | C/S Rosa Compleja Ondulado Umbonada 3 1 - + - -
4362 | Apogonaliaspp. | C/S crema toda La Caja - T _ T
4363 | Apogonalia spp. | C/S Crema Redonda Entero Plana 11 1 + - + +
4364 | Apogonalia spp. | C/S Crema Redonda con Entero Flevada 5 1 - + - T

margen elevado
4365 Apogonalia spp. C/S Crema Concentrica Entero Plana 7 1 + - - +
4365 | Apogonalia spp. | C/S Crema | Arrugado Liso Plana 7 1 + - - +
4366 | Apogonalia spp. | C/S Blanco | Irregular and | Ondulado Plana 6 1 - + - +

disperso
4163 | Apogonalia spp. C/D Blanco Filiforme Ondulado Plana 6 33 - + - +
4164 | Apogonalia spp. | C/D Amarillo Arrugada Entero Elevada 7 2 - I + T
4165 | Apogonalia spp. C/D Crema Concéntrica Irregular Umbonada 10 3 + - + + X
4367 | Apogonalia spp. C/D Blanco Filiforme Ondulado Plana 38 1 - + - +
4364 | Apogonalia spp. C/D Blanco Forma L Ondulado Plana 9 1 - + - +
4166 | Apogonalia spp. | Cu/S Crema Forma L Entero Elevada 12 2 + - + X
4167 | Apogonalia spp. Cu/S Blanco Concéntrica Lobado Plana 7 1 + - - - X
4168 | Apogonalia spp. Cu/S Amarillo Forma L Entero Elevada 4 9 + - - + X
4169 | Apogonalia spp. Cu/S Amarillo Redonda Entero Elevada 7 4 + - + + X
4170 | Apogonalia spp. Cu/S Naranja Compleja Ondulado Elevada 6 5 + - + + X
4171 | Apogonalia spp. | C/S Amarillo Forma L Ondulado Umbonada 5 3 - + - T X




Anexo 7. (Cont...) Listado de bacterias aisladas de los tejidos de Apogonalia spp.
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No Especie Origen1 Morfologia de la colonia Frec® Pruebas” Morfologia celular®
Color Conf Mar. Eleva mm KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Bac | Esp
4174 | Apogonalia spp. Cu/S Crema Filiforme Irregular Plana 6 2 - + - +
4175 | Apogonalia spp. | Cu/S Rosa Filiforme Ondulado Elevada 7 1 - + - +
4178 | Apogonalia spp. Cu/S Blanco Filamentosa Irregular Plana 45 1 - + + +
4179 | Apogonalia spp. | Cu/S Amarillo Compleja Lobado Elevada 8 20 + - R + X
4365 | Apogonalia spp. Cu/S Crema Concéntrica Entero Plana 19 2 - + + +
4366 | Apogonalia spp. | Cu/S Crema Redonda con Entero Plana 2 9 - + + +
margen elevado
4367 | Apogonalia spp. Cu/S Naranja Filiforme Ondulado Elevada 3 1 - + + +
4368 | Apogonalia spp. Cu/S Naranja Filiforme Lobado Plana 10 5 + - - +
4369 | Apogonalia spp. | Cu/S Amarillo Forma L Lobado Elevada 4 1 - I + T
4370 | Apogonalia spp. Cu/S Crema Redonda con Entero Elevada 3 3 - + - +
margen elevado
4371 | Apogonalia spp. | Cu/S Crema Forma L Entero Elevada 3 3 - + - +
4372
4176 | Apogonalia spp. | Cu/D Blanco Rizoide Lobado Elevada 10 5 - + + + X
4177 | Apogonalia spp. | Cu/D Crema Forma L Entero Elevada 11 6 + - - + X
4178 | Apogonalia spp. | Cu/D Blanco Filiforme Ondulado Plana 6 33 - + _ +
4179 | Apogonalia spp. | Cu/D Amarillo Arrugada Entero Elevada 7 2 - + + +
4180 | Apogonalia spp. | Cu/D Crema Redonda Irregular Plana 65 1 + - - + X
4181 | Apogonalia spp. | Cu/D Blanco Filiforme Ondulado Flevada 12 4 - + + T
4182 | Apogonalia spp. | Cu/D Amarillo | Irregular Lobado Umbonada 10 2 - + + +
4183 | Apogonalia spp. | Cu/D Amarillo Arrugada Ondulado Plana 8 1 - + - T
4184 | Apogonalia spp. | Cu/D Blanco Filamentosa Irregular Plana 48 3 + - - + X
4185 | Apogonalia spp. | Cu/D Naranja Redonda Entero Plana 7 7 - + R T
4186 | Apogonalia spp. | Cu/D Amarillo Redonda Ondulado Elevada 14 4 - + - +

" Origen: C/S = Tratamiento cabeza sin desinfestar; C/D = Cabeza desinfestada; Cu/S = Cuerpo sin desinfestar; Cu/D = Cuerpo desinfestado.

? Morfologia de la colonia: Color = color de la colonia; Conf = configuracion; Mar = Margén; Elev = Elevaciéon; mm = Didmetro en milimetros.
? Frec: Frecuencia de aislamiento.
4 Pruebas: KOH = Prueba de KOH; Gram = Tinci6n diferencial; Oxid = Oxidasa; Cata. = Catalasa.
> Morfologia celular: Coco = Células en forma de coco; Bac = Células en forma de bacilo; Esp = Presencia de esporas.

%+ = Resultado positivo; - = Resultado negativo.
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Anexo 8. Analisis de varianza (ANOVA) de dos factores y comparacion de medias de Tukey a un nivel de significancia de 5%, para numero de
colonas por especie de insecto y tratamiento.

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 623.42 5 124 .68 5.36 0.0322
Insecto 155.17 2 77.58 3.34 0.1061
Tratamiento 468.25 3 156.08 6.71 0.0241
Error 139.50 6 23.25
Total 762.92 11

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=10.46095
Error: 23.2500 gl: 6

Insec Medias n
C. coffeacola 11.50 4 A
Apogonalia spp 15.00 4 A
H. similis 20.25 4 A

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=13.62989
Error: 23.2500 gl: 6

Trat. Medias n

c/D 5.00 3 A

Cu/D 17.33 3 A B
Cu/S 19.00 3 B
C/S 21.00 3 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Tratamientos: C/S = cabeza sin desinfestar; C/D = Cabeza desinfestada; Cu/S = Cuerpo sin desinfestar; Cu/D = Cuerpo desinfestado



Anexo 9. Bacterias aisladas de tres especies de vectores potenciales de X. fastidiosa, identificados por acidos grasos.

No. Bacteria Especie Tejido de aislamiento Identidad' Probabilidad (%)’
4091 H. similis Cuerpo sin desinfestar Bacillus pumilus 75.7
4097 H. similis Cuerpo sin desinfestar Bacillus pumilus 84.7
4096 H. similis Cuerpo sin desinfestar Bacillus circulans 71.0
4117 H. similis Cuerpo desinfestado Bacillus pumilus 71.9
4155 C. coffeacola Cuerpo desinfestado Bacillus cereus 86.3
4159 Apogonalia spp. Cabeza sin desinfestar Bacillus pumilus 81.8
4161 Apogonalia spp. Cabeza sin desinfestar Bacillus pumilus 83.6
4164 Apogonalia spp. Cabeza sin desinfestar Bacillus pumilus 87.4
4168 Apogonalia spp. Cabeza desinfestada Bacillus pumilus 80.8
4171 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Bacillus pumilus 79.4
4175 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Bacillus pumilus 82.4
4178 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Bacillus pumilus 82.0
4176 Apogonalia spp. Cuerpo desinfestado Bacillus pumilus 83.2
4183 Apogonalia spp. Cuerpo desinfestado Bacillus pumilus 56.6
4185 Apogonalia spp. Cuerpo desinfestado Bacillus pumilus 62.8
4186 Apogonalia spp. Cuerpo desinfestado Bacillus pumilus 78.1
3928 H. simills Cabeza sin desinfestar Microbacterium chocolatum 58.5
4057 H. simills Cabeza sin desinfestar Microbacterium laevaniformans 67.2
4078 H. simills Cabeza sin desinfestar Microbacterium laevaniformans 479
4083 H. simills Cuerpo sin desinfestar Mircrobacterium lacticum 87.5
4112 H. similis Cuerpo desinfestado Microbacterium barkeri 74.8
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Anexo 9. (Cont...) Bacterias aisladas de tres especies de vectores potenciales de X. fastidiosa, identificados por acidos grasos.

No. Bacteria Especie Tejido de aislamiento Identidad' Probabilidad (%)’
4051 C. coffeacola Cabeza sin desinfestar Microbacterium estearomaticum 87.6
4150 C. coffeacola Cuerpo sin desinfestar Microbacterium liquefaciens 46.4
4144 C. coffeacola Cuerpo sin desinfestar Microbacterium liquefaciens 75.7
3929 C. coffeacola Cuerpo desinfestado Microbacterium liquefaciens 45.0
4137 C. coffeacola Cabeza desinfestado Providencia alcalifaciens 74.0
4153 C. coffeacola Cuerpo desinfestado Providencia alcalifaciens 66.6
4154 C. coffeacola Cuerpo desinfestado Providencia alcalifaciens 65.2
4124 C. coffeacola Cabeza sin desinfestar Pasteurella pneumotropica 54.7
4126 C. coffeacola Cabeza sin desinfestar Pasteurella pneumotropica 59.0
4136 C. coffeacola Cabeza desinfestada Pasteurella pneumotropica 51.0
4131 C. coffeacola Cabeza desinfestada Micrococcus luteus 60.0
4139 C. coffeacola Cabeza desinfestada Micrococcus luteus 77.6
4156 C. coffeacola Cabeza desinfestada Micrococcus luteus 48.9
4098 H. similis Cabeza sin desinfestar Curtobacterium flaccumfaciens 39.8
4084 H. similis Cuerpo sin desinfestar Curtobacterium flaccumfaciens 62.8
4033 C. coffeacola Cabeza sin desinfestar Curtobacterium flaccumfaciens 55.6
4119 H. similis Cuerpo desinfestado Rhizobium radiobacter 89.5
4177 Apogonalia spp. Cuerpo desinfestado Rhizobium radiobacter 87.9
4123 C. coffeacola Cabeza desinfestada Vibrio campbellii 47.0
4153 C. coffeacola Cuerpo desinfestado Vibrio harveyi 52.9
4111 H. similis Cuerpo desinfestado Paenibacillus polymza 53.5
4110 H. similis Cuerpo desinfestado Paenibacillus polymza 53.5

"dentificacién mediante analisis GC-FAME (Cromatografia de gases de 4cidos grasos).
? Probabilidad dada por el analisis GC-FAME (Cromatografia de gases de 4cidos grasos).
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Anexo 10. Lista de cultivos bacterianos probados mediante la prueba de ELISA para la deteccion de X. fastidiosa

No. Bacteria Insecto Tejido de aislamiento Resultado
4022 H. similis Cabeza sin desinfestar Negativo
4054 H. similis Cabeza sin desinfestar Negativo
3928 H. similis Cabeza sin desinfestar Negativo
4063 H. similis Cabeza sin desinfestar Negativo
4011 H. similis Cuerpo sin desinfestar Positivo
4012 H. similis Cuerpo sin desinfestar Negativo
4020 H. similis Cuerpo sin desinfestar Negativo
4013 H. similis Cuerpo sin desinfestar Negativo
4021 H. similis Cuerpo sin desinfestar Positivo
4024 H. similis Cuerpo desinfestado Negativo
4116 H. similis Cuerpo desinfestado Positivo
4017 H. similis Cuerpo desinfestado Negativo
4023 H. similis Cuerpo desinfestado Negativo
4143 C. coffeacola Cuerpo sin desinfestar Negativo
4028 C. coffeacola Cuerpo sin desinfestar Positivo
4029 C. coffeacola Cuerpo sin desinfestar Positivo
4030 C. coffeacola Cuerpo sin desinfestar Positivo
4155 C. coffeacola Cuerpo sin desinfestar Negativo
4025 C. coffeacola Cuerpo desinfestado Negativo
4039 C. coffeacola Cuerpo sin desinfestar Negativo
4026 C. coffeacola Cuerpo desinfestado Negativo
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Anexo 10. (Cont...) Lista de cultivos bacterianos probados mediante la prueba de ELISA para la deteccion de X. fastidiosa

No. Bacteria Insecto Tejido de aislamiento Resultado’
262 Apogonalia spp. Cabeza sin desinfestar Negativo
264 Apogonalia spp. Cabeza sin desinfestar Negativo
4170 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Negativo
4171 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Negativo
4172 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Negativo
4173 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Negativo
4165 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Negativo
4174 Apogonalia spp. Cuerpo sin desinfestar Negativo

' Negativo = Resultado negativo en la deteccion de X. fastidiosa; Positivo = Resultado positivo en la deteccion de X. fastidiosa.
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Anexo 11. Listado de bacterias de las venas y peciolo de hojas de plantas de café Coffea arabica.

143

No | Localidad No. Planta Morfologia de la colonia' Frec® Pruebas’ Morfologia celular®
Color Conf Mar. Eleva mm | Frec | KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Baci. | Esp.
4373 | Villa cecilia (Yauco) 11 crema Redonda con Entero elevada 7 1 + - + n X
margen elevado
4374 Villa cecilia (Yauco) 5 Amarillo | Irregular - dispersa | Ondulado Plana 17 2 + - - + X
4375 Villa cecilia (Yauco) 3 Amarillo Filiforme Ondulado Plana 38 1 + - + + X
4376 | Villa cecilia (Yauco) 13 Amarillo Arrugada Ondulado Plana 12 2 - + + + X
4377 Villa cecilia (Yauco) 12 Crema Concéntrica Ondulado Plana 18 1 + - + + X
4378 Sierra Alta (Yauco) 11 Blanco Forma L Ondulado Elevada 10 3 - + - + X
4379 Sierra Alta (Yauco) 15 Blanco Filiforme Ondulado Elevada 8 1 - + - + X
4380 | Villa cecilia (Yauco) 1 Amarillo Redonda con Lobado Plana 21 1 - + - + X
margen escalonado
4381 Sierra Alta (Yauco) 3 Amarillo Redonda Entero convexa 2 95 + - + + X
4382 Sierra Alta (Yauco) 12 Blanco Concéntrica Entero Plana 5 5 + - - + X
4383 | Villa cecilia (Yauco) 8 Blanco Concéntrica Entero Plana 5 30 + - - + X
4384 | Villa cecilia (Yauco) 6 Blanco Filiforme Lobado Elevada 5 5 + - - + X
43385 Sierra Alta (Yauco) 15 Blanco Filiforme Ondulado Elevada 8 1 + - - T X
4386 Sierra Alta (Yauco) 11 Amarillo Redonda con Ondulado Plana 15 6 - + - + X
margen escalonado
4387 Sierra Alta (Yauco) 11 Amarillo Arrugada Lobado Plana 10 5 + _ + + X
4388 | Villa cecilia (Yauco) 8 Amarillo Arrugada Ondulado Elevada 7 1 - + - + X
4389 Sierra Alta (Yauco) 14 Amarillo Arrugada Ondulado Plana 9 7 + _ _ + X
4390 Villa cecilia (Yauco) 9 Amarillo Filiforme Ondulado Elevada 5 4 + - _ + X
4391 Villa cecilia (Yauco) 9 Amarillo Redonda con Ondulado Plana 8 83 + - _ + X
margen escalonado
4392 | Villa cecilia (Yauco) 2 Amarillo Irregular and Lobado Plana 50 1 - + - +
disperso
4393 | Villa cecilia (Yauco) 12 Blanco Filiforme Lobado Plana 13 2 - + _ +
4394 | Villa cecilia (Yauco) 11 Amarillo Filiforme Ondulado Plana 14 3 - + _ + X
4395 | Villa cecilia (Yauco) 2 Amarillo Arrugada Lobado Plana 15 9 + - + + X
4396 | Villa cecilia (Yauco) 3 Amarillo Redonda con Ondulado Elevada 12 15 + - + + X
margen escalonado
4397 | Villa cecilia (Yauco) 5 Blanco Redonda Entero Elevada 7 2 - + + + X X




Anexo 11. (Cont...) Listado de bacterias de las venas y peciolo de hojas de plantas de café Coffea arabica.
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No | Localidad No. Planta Morfologia de la colonia' Frec’ Pruebas’ Morfologia celular*
Color Conf Mar. Eleva mm | Frec | KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Baci. | Esp.
4398 Villa cecilia (Yauco) 7 Crema Irregular - dispersa | Ondulado Plana 29 1 - + + + X
4399 | Villa cecilia (Yauco) 7 Rosa Redonda Entero Convexa 5 1 - + + + X
4400 | Villa cecilia (Yauco) 8 Crema Redonda con Lobado Elevada 11 7 - + - + X X
margen escalonado
4401 | Villa cecilia (Yauco) 11 Crema | Irregular - dispersa Lobado Elevada 26 1 - + + + X
4403 Villa cecilia (Yauco) 13 Crema Concéntrica Ondulado Elevada 9 7 + - - + X
4404 | Villa cecilia (Yauco) 15 Amarillo Redonda Ondulado Plana 6 1 - + + + X
4405 Sierra Alta (Yauco) 4 Amarillo Arrugada Ciliado Plana 9 2 + - - - X
4406 Sierra Alta (Yauco) 13 Amarillo Arrugada Ondulado Elevada 16 1 - + + + X
4407 Sierra Alta (Yauco) 13 Crema Redonda con Ondulado Plana 12 2 + - - + X
margen escalonado
4408 | Juana Diaz 5 Blanco | Irregular — dispersa | Ondulado Plana 7 1 + - + + X
4409 | Juana Diaz 5 Crema Concéntrica Ondulado Elevada 11 1 - + _ + X
4010 | Juana Diaz 4 Blanco Concéntrica Ondulado Plana 7 1 - + _ + X
4011 | Juana Diaz 4 Amarillo Compleja Ondulado Elevada 20 1 + - + - X
4012 | Juana Diaz 7 Blanco Forma L Ondulado Plana 6 2 + - - + X
4013 | Juana Diaz 9 Amarillo Redonda con Ondulado Elevada 23 1 + - - + X
margen escalonado
4014 | Juana Diaz 15 Crema Filiforme Ondulado Plana 21 1 + - _ +
4015 | Juana Diaz 1 Rosa Forma L Elevada Entero 6 1 - + + + X
4016 | Juana Diaz 1 Blanco Redonda con Ondulado Plana 10 1 - + - I X
margen escalonado
4017 | Juana Diaz 3 Crema | Irregular — dispersa | Ondulado Plana 28 1 + - - - X
4018 | Juana Diaz 6 Naranja Compleja Ondulado Elevada 6 5 + - + + X
4019 | Juana Diaz 8 Blanco Redonda con Ondulado Elevada 5 8 - + - + X X
margen escalonado
4020 | Juana Diaz 11 Rosa Filiforme Ondulado Elevada 8 1 - + + + X
4021 | Juana Diaz 14 Blanco Redonda con Entero Elevada 4 2 - + - + X
margen elevado
4022 | Juana Diaz 15 Blanco Arrugada Ondulado Elevada 7 3 + - + + X




Anexo 11. (Cont...) Listado de bacterias de las venas y peciolo de hojas de plantas de café Coffea arabica.
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No | Localidad No. Planta Morfologia de la colonia' Frec? Pruebas’ Morfologia celular®
Color Conf Mar. Eleva mm | Frec | KOH | Gram | Oxid | Cata. | Coco | Baci. | Esp.
4024 | Juana Diaz 11 Blanco Redonda con Lobado Plana 9 1 - + - + X
margen elevado
4025 | Adjuntas 15 CRECE SOBRE TODA CAJA - n + + X
4026 | Adjuntas 3 Blanco Redonda con Entero Elevada 6 1 + - - + X
margen elevado
4027 | Adjuntas 4 Blanco Filiforme Ondulado Plana 15 1 - + - + X
4028 | Adjuntas 4 Rosa Redonda Entero Convexa 3 2 +2 - - n X
4029 | Adjuntas 7 Amarillo | Trregular - disperso | Ondulado Elevada 25 1 + - + + X
4030 | Adjuntas 15 Rosa Forma L Entero Plana 7 1 - + + + X
4031 | Adjuntas 15 Amarillo Redonda con Ondulado Elevada 9 1 - + + + X
margen escalonado
4032 | Adjuntas 20 Crema Redonda con Ondulado Plana 9 2 + - + + X X
margen escalonado
4033 | Adjuntas 29 Crema Compleja Lobado Plana 11 1 + - - + X
4034 | Adjuntas 32 Blanco Redonda con Ondulado Elevada 5 1 - + _ + X
margen escalonado
4035 | Adjuntas 34 Crema Rizoide Ondulado Elevada 8 2 - + - + X
4036 | Adjuntas 36 Amarilla Redonda con Odulado Elevada 8 15 - + + +
margen escalonado
4037 | Adjuntas 38 Crema Irregular and Ondulado Plana 18 1 + - + +
disperso
4038 | Adjuntas 39 Blanco Concéntrica Lobado Plana 15 2 - + + I X
4039 | Adjuntas 41 Blanca Redonda Entero Elevada 13 1 - + - + X
4040 | Adjuntas 41 Amarillo Forma L Ondulado Plana 10 1 - + - + X
4041 | Adjuntas 45 Amarillo Arrugada Lobado Elevada 9 1 - + + _ X

"Morfologia de la colonia: Color = color de la colonia; Conf = configuracion; Mar = Margén; Elev = Elevacion; mm = Diametro en milimetros.
? Frec: Frecuencia de aislamiento.
® Pruebas: KOH = Prueba de KOH; Gram = Tincion diferencial; Oxid = Oxidasa; Cata. = Catalasa.

* Morfologia celular: Coco = Células en forma de coco; Bac = Células en forma de bacilo; Esp = Presencia de esporas.
>+ = Resultado positivo; - = Resultado negativo.




Anexo 12. Grupos de bacterias con caracteristicas
aisladas de venas y peciolos de hojas.
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comunes (color colonia, morfologia celular, respuesta Gram, Oxidasa y Catalasa)

No. Grupo Frec'. Color colonia Morfologia celular Gram® Oxidasa Catalasa
1 6 Amarillo Bacilo sin esporas + - +
2 3 Rosa Bacilos sin esporas + + +
3 14 Blanco Bacilo con espora + +
4 3 Crema Bacilos con esporas - + +
5 3 Blanco o Amarillo Cocos + +
6 3 Amarillo Bacilo sin esporas + + +
7 6 Crema Bacilos - - +
8 11 Blanco Cocos sin esporas + + +
9 8 Blanco o amarillo Cocos sin esporas + - +
10 5 Blanco Cocos sin esporas - - +
11 4 Amarilla Bacilos - + +
12 2 Blanco Bacilo - - +

T N - N —
Frec. : Frecuencia bacterias con iguales caracteristicas.

2 Gram: Tincién diferencial.

3 + = Positivo; - = Negativo.



Anexo 13. Identificacion de bacterias aisladas de tejidos internos de plantas mediante el sistema BIOLOG®.

No. Bacteria Identificacion % Similaridad
4394 Arthrobacter sp. 39.6
4400 Bacillus amyloliquefaciens 65.2
4032 Bacillus cereus 63.8
4397 Bacillus sp. 31.6
4019 Chryseobacterium 36.5
4376 Clavibacter michiganensis 56.2
4035 Enterobacter cloacae 56.8
4382 Micrococcus luteus 70.2
4027 Staphylococcus delphini 68.6
4408 Staphylococcus chromogenus 63.2
4388 Rhizobium rhizogenes 76.8
4373 Sphingobacterium thalpophilum 65.9
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