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RESUMEN

Se aislaron bacterias de la cabeza y el cuerpo de tres especies de vecto-
res potenciales de la bacteria Xylella fastidiosa (Xf): Apogonalia spp., Hor-
tensia similis y Caribovia coffeacola, en el medio de cultivo ‘periwinkle wilt’
(PW). Estas se caracterizaron mediante acidos grasos en 19 géneros, los
cuales se dividieron en cuatro grupos de acuerdo al tejido del insecto. Cur-
tobacterium, Micrococcus y Pasteurella se identificaron sélo en la cabeza.
Brevundimonas, Paenibacillus, Pantoea, Providencia, Rhizobiumy Vibrio se
detectaron en los tejidos internos. Acinetobacter, Chryseobacterium, Clavi-
bacter, Kluyvera, Kokuria, Nocardia, Pectobacterium y Pseudomonas se
identificaron en los tejidos externos. Bacillus y Microbacterium se aislaron
en todos los tejidos. La mayoria de estas bacterias han sido reportadas
como agentes de control biolégico de plagas y otras como patégenas en
otros huéspedes. De estos géneros el inico que ha sido informado asociado
antagénicamente con Xf es Curtobacterium; esta bacteria fue aislada del in-
secto H. similis. También, de las fincas donde se colectaron los insectos se
aislaron bacterias de cafetos que mostraban enrizamiento de los bordes de
las hojas. Estas bacterias se identificaron en nueve géneros mediante el sis-
tema BIOLOG®. Los géneros mas frecuentes fueron Bacillus, Micrococcusy
Staphylococcus. En menor frecuencia se encontraron: Arthrobacter, Chry-
seobacterium, Clavibacter, Enterobacter, Rhizobiumy Sphingobacterium. La
mayoria de estos géneros han sido reportados como endéfitos en otros cul-
tivos. Los géneros de bacteria presentes en insectos y plantas fueron Baci-
llus, Chryseobacterium, Clavibacter, Micrococcus y Rhizobium. Todas las
bacterias Gram negativas se evaluaron para detectar la presencia de Xf me-
diante la prueba de ELISA. Se detecté Xf en cuatro aislamientos provenien-
tes de C. coffeacola y H. similis, pero no se logré aislar la bacteria en PW
para su confirmacion final.

Palabras clave: insectos vectores, Apogonalia, Caribovia coffeacola,
Hortensia similis, café, xilema
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ABSTRACT

Bacterial diversity in potential cicadellids vectors of Xylella fastidiosa Wells
et al. in coffee plants in Puerto Rico

Bacteria from head and body tissues of three potential insect vectors of
Xylella fastidiosa (Xf), Apogonalia spp., Hortensia similis and Caribovia cof-
feacola, were isolated in periwinkle wilt (PW) medium. They were character-
ized by fatty-acid methyl esters into 19 genera, which were divided into four
groups according to insect tissue: Curtobacterium, Micrococcus and Pas-
teurella were identified only in the head; Brevundimonas, Paenibacillus, Pan-
toea, Providencia, Rhizobium and Vibrio were identified from internal tis-
sues; Acinetobacter, Chryseobacterium, Clavibacter, Kluyvera, Kokuria,
Nocardia, Pectobacterium and Pseudomonas were identified in the external
tissues; Bacillus and Microbacterium were isolated from all tissues. The ma-
jority of these bacteria have been reported as biological control agents
against many pests, and others as pathogenic bacteria in different hosts.
The only genus previously reported antagonistic to Xf is Curtobacterium,
which was isolated from the insect H. similis. Bacteria from coffee plants
showing leaf curling and grown on the same farms where insects were col-
lected, were isolated in periwinkle wilt medium. These isolates were identi-
fied into nine genera using BIOLOG®. The most frequent genera were Bacil-
lus, Micrococcus and Staphylococcus. Less frequent were Arthrobacter,
Chryseobacterium, Clavibacter, Enterobacter, Rhizobium and Sphingobacte-
rium. Most of these genera have been reported as endophytic bacteria in
other crops. Bacteria common in both insects and plants were Bacillus,
Chryseobacterium, Clavibacter, Micrococcus and Rhizobium. All Gram neg-
ative bacteria were tested for the presence of Xf by the ELISA test. Four iso-
lates from C. coffeacola and H. similis were positive to Xf when using ELISA,
but it was not possible to isolate the bacterium in periwinkle wilt medium for
final confirmation.

Key words: insect vectors, Apogonalia, Caribovia coffeacola, Hortensia si-
milis, coffee, xylem

INTRODUCCION

La produccién de café en Puerto Rico tiene un alto potencial agri-
cola; el café constituye el segundo cultivo de importancia econémica, so-
cial, ecolégica e hidrografica de la zona montafiosa (Monroig, 2007). La
produccién de café para el afio 2006-07 tuvo un valor de $53.4 millones.
El café aporté el 16.2% del valor total de las cosechas en Puerto Rico
(Departamento de Agricultura de Puerto Rico, 2008). Mundialmente
existe una gama de enfermedades que pueden causar pérdidas econé-
micas importantes en el café. Una de estas enfermedades es conocida
como el encorchado de las hojas del café o “crespera” (Li et al., 2001;
Vargas et al., 2002; Redak et al., 2004). Los sintomas que se manifies-
tan morfolégicamente en la planta varian desde hojas alargadas y es-
trechas con margenes ondulados y necrosados, entrenudos cortos, y for-
macién de grupos de hojas terminales. Las inflorescencias se tornan de
color verdoso, hay una reduccién del tamario y cantidad de frutos, y la
produccién disminuye significativamente. Una planta puede presentar
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ramas con sintomas severos y ramas aparentemente sin sintomas (Be-
retta et al., 1996; Meneguim et al., 2001; Li et al., 2001; Vargas et al.,
2002). Cuando la enfermedad esta avanzada se observa un alto grado
de defoliacién, debilitamiento general y muerte de la planta. El agente
causal de la crespera es la bacteria Xylella fastidiosa (Xf) (Wells et al.,
1987) que corresponde a organismos Gram-negativos que se reprodu-
cen asexualmente por fisién binaria (Bradbury, 1991). Xylella perte-
nece a la divisién Gracilicutes, subdivisién Proteobacteria y es dificil de
crecer en medios de cultivo (Mizell et al., 2003). Reside en los vasos del
xilema de las plantas hospederas, con temperatura 6ptima entre 26 y
28° C y pH 6ptimo para crecimiento de 6.5 a 6.9 (Rodriguez, 2003). Esta
bacteria sélo puede ser transmitida por insectos que se alimentan del
xilema de las plantas, familias Cicadellidae y Cercopidae (Hopkins,
1989; Lopes, 1996; Almeida y Purcell, 2003; Redak et al., 2004; Bro-
dbeck et al., 2006). El primer informe de infeccién de esta bacteria en
café fue realizado por Beretta en 1995, en el estado de Sao Paulo en
Brasil (Rodriguez, 2003). En Costa Rica y Brasil, Xf ha sido reportada
ocasionando ataques severos en siembras de café. De igual manera, en
Brasil se ha demostrado que la raza de Xf que se ha considerado capaz
de infectar los cafetos es transmitida por el saltahojas Dilobopterus cos-
talimai (Cicadellidae: Cicadellinae) (Céu et al., 2006; Li et al., 2001).
Por otro lado, existe otra condicién que se ha denominado con el nombre
de crespera que afecta el café en Colombia. Los sintomas son parecidos
a los que causa Xf ya que también afecta el balance hormonal, pero en
este caso se ha podido demostrar que el agente causal es un fitoplasma.
A diferencia de Xf, que ataca el xilema, el fitoplasma ataca los vasos del
floema (Galvis et al., 2007). La enfermedad, causada por el fitoplasma
y descrita desde hace mas de 60 anos (Urhan, 1950), normalmente no
reduce los rendimientos significativamente. La confirmacién del fito-
plasma como agente causal se demostré en el 2007; representa el pri-
mer fitoplasma en café y pertenece al grupol6 SrIII.

En Puerto Rico se ha detectado la presencia de algunos vectores po-
tenciales de Xfen plantaciones de café y citricos, tales como Apogonalia
spp., Caribovia coffeacola (Dozier), Caribovia coffeaphila (Dozier), Hor-
tensia similis (Walker) y Leocomiapsis scaramuzzai (Metcalf y Bruner)
(Brodbeck y Andersen, 2006; Brodbeck et al., 2006; Maririo et al., 2007,
Maririo, 2007). Al presente no existen datos sobre la capacidad de estos
insectos para portar la bacteria.

La identificacién de vectores de Xf es complicada por el bajo nimero
de bacterias presentes en los insectos, lo que dificulta la deteccién me-
diante técnicas inmunolégicas, tales como ELISA y PCR (Nomé et al.,
1980). El aislamiento, en algunas ocasiones, se convierte en una herra-
mienta de confirmacién definitiva (Mundell, 2005).
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El propésito de esta investigacion fue identificar las poblaciones bac-
terianas que prevalecen en la cabeza y cuerpo de Hortensia similis
Walker, Caribovia coffeacola Dozier y Apogonalia spp., distinguir las bac-
terias que estan asociadas a la cabeza y parte del intestino anterior de los
insectos, y comparar con la diversidad bacteriana presente en el tejido
vascular de cafetos en las fincas donde se coleccionaron los insectos.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de insectos se colectaron en tres fincas cafetaleras de
Puerto Rico: las dos primeras en Yauco y la tercera en Adjuntas. La pri-
mera, Villa Cecilia, localizada en la carretera 372 (latitud 18°08’1.2”N
y longitud 66°50°2.7°W, 795 m de altitud); la segunda, Sierra Alta, si-
tuada en la carretera 375 (latitud 18°06'13.4"N y longitud
66°49°42.7”W, 412 m de altitud); y la tercera en Adjuntas, en la carre-
tera 526 (latitud 18°13’12.1”N y longitud 66°45’55.6”W, 637 m de alti-
tud). De igual manera, las muestras de tejido vegetal de plantas apa-
rentemente enfermas se colectaron en cuatro fincas, en las tres fincas
anteriores y en una cuarta ubicada en Juana Diaz, carretera 317 (lati-
tud 18°8’37.4”N y longitud 66°51°19.4”W, 495 m de altitud).

Coleccion de Insectos

De abril a noviembre de 2006 se realizaron seis colecciones de insec-
tos de tres especies reportadas como vectores potenciales de Xf para
Puerto Rico (Brodbeck et al., 2006; Marifio et al., 2007; Marino, 2007).
Se usoé la red entomolégica de 33 cm de didmetro para atrapar los in-
sectos. Los insectos se obtuvieron de diferentes hospederos: Apogonalia
spp. sobre una herbacea, Momordica charantia (cundeamor); Caribovia
coffeacola (Dozier) en cafetos (Coffea arabica L.); Hortensia similis
(Walker) en dos herbdceas: Eleusine indica (L.) (pata de gallina) y Com-
melina diffusa Burm (cohitre). Las especies Apogonalia spp. y Horten-
sia similis se colectaron en las fincas de Yauco y C. coffeacola en Adjun-
tas.

Aislamiento de bacterias de insectos

Se aislaron las bacterias presentes a nivel interno y externo de los
insectos Apogonalia spp., Caribovia coffeacola y Hortensia similis. Se
usaron cuatro frascos con cuatro ejemplares por especie, cada grupo
constituyé un tratamiento y cada tratamiento consistié de tres repeti-
ciones: 1) cuerpo completo (incluyendo la cabeza) desinfestado; 2)
cuerpo completo sin desinfestar; 3) cabeza (aparato bucal y parte del in-
testino anterior) desinfestada; y 4) cabeza sin desinfestar.
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Los tratamientos de cuerpo y cabeza desinfestados consistieron de
inmersiones sucesivas de insectos completos en etanol al 90%, hipoclo-
rito de sodio al 2% y tres lavados con agua destilada estéril, cada uno
por un minuto (Hill y Purcell, 1995). Para el aislamiento de bacterias a
partir de la cabeza, se usé el estereoscopio para separar la cabeza tra-
tando de incluir el aparato bucal y parte del intestino anterior, tejido
donde puede residir Xf (Blake et al., 2004; Almeida y Purcell, 2003).

Para el cultivo de las bacterias provenientes de cabeza y cuerpo, de-
sinfestados y sin desinfestar, se maceré y colocé el tejido por 30 minutos
en frascos que contenian agua destilada esterilizada y 100 pl de caldo
de medio ‘Periwinkle wilt’ (PW), el cual es selectivo para el crecimiento
de bacterias de tipo fastidioso (Schaad et al., 2001). Luego, se dispersa-
ron dos gotas de 20 ul de 1a suspensién en medio sélido de PW (Almeida
y Purcell, 2003; Newman et al., 2004). Las placas se mantuvieron a 27°
C en la incubadora (Precision Scientific®)® por 30 dias y se registraron
las colonias bacterianas cada 48 horas.

Aislamiento de bacterias de café

De septiembre a noviembre de 2006 se realizaron tres colecciones de
tejido vegetal. En cada coleccién se tomaron tres ramas de 15 plantas al
azar, colectando muestras principalmente de aquellas plantas que mos-
traron sintomas caracteristicos de Xf tales como defoliacién, clorosis, y
hojas arrugadas en los bordes. No se observaron sintomas se alarga-
miento de hojas ni inflorescencias color verdoso.

De las tres ramas colectadas se seleccionaron cinco hojas; cada una
de éstas se limpié con un cepillo y jabén para eliminar al maximo orga-
nismos presentes en las partes externas y posibles contaminantes. Se
corté un trozo de 3 cm de la parte de la vena principal y peciolo. Este te-
jido se desinfest6 mediante inmersiones sucesivas de un minuto en eta-
nol al 70%, luego en hipoclorito de sodio (clorox comercial 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 desinfestados se corté en trozos de 1
mm aproximadamente. Estos se colocaron en 2 ml de medio liquido PW
por espacio de 30 minutos a temperatura ambiente y 24 horas en ne-
vera (4° C). Luego se dispersé 100 pl en platos petri con medio de cul-
tivo PW sélido y se colocaron en incubadora a 28° C por 30 dias, regis-
trandose las colonias presentes cada 48 horas.

5Las marcas registradas s6lo se usan para proveer informacion especifica y su uso no
constituye garantia por parte de la Estacién Experimental Agricola de la Universidad de
Puerto Rico ni endoso sobre otros productos o equipo que no se mencionan.
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Caracterizacion de bacterias

Todas aquellas colonias que presentaron caracteristicas morfolégi-
cas diferentes (color, tamano, configuracién, borde y elevacién) se puri-
ficaron realizando tres transferencias consecutivas, la primera en PW
y, debido a que las colonias crecieron rapido, las otras dos se hicieron en
medio agar de levadura, dextrosa y carbonato de calcio (YDCA, por sus
siglas en inglés). Posteriormente, las bacterias se caracterizaron me-
diante tincién diferencial Gram, pruebas de catalasa y oxidasa y tin-
cién de esporas para las bacterias Gram positivas (Schaad et al., 2001).

Identificacion de desconocidos bacterianos

a. Andlisis de dcidos grasos (CG-FAME)

Se obtuvieron 178 aislamientos de bacterias de los tejidos de los in-
sectos y entre ellos se seleccionaron 53 que presentaron caracteristicas
morfolégicas y quimiotaxonémicas diferentes. Estos se transfirieron a
frascos con 2.5 ml de medio de cultivo agar de tripticasa soya (TSA) s6-
lido (Kunitsky, 2006) y se incubaron por un periodo de 24 horas a 28° C
en la incubadora. Luego de este periodo se enviaron a identificar al La-
boratorio de identificacién de bacterias y andlisis de acidos grasos del
departamento de Patologia de Plantas de la Universidad de Florida.

b. Sistema BIOLOG®

De las plantas se obtuvieron 68 aislamientos que se organizaron en
12 grupos con caracteristicas morfolégicas y quimiotaxonémicas comu-
nes, tales como color de la colonia, respuesta Gram, morfologia celular,
respuesta a la prueba de oxidasa y catalasa. A partir de éstos se tomé
una bacteria representativa de cada uno, la cual se identificé utilizando
el sistema de BIOLOG®.

Deteccion de Xf por el método ELISA-DAS en los desconocidos bacteria-
nos Gram negativos

Se utiliz6 la prueba de ELISA llamada PathoScreen-Xf (Agdia, Inc.,
Elkhart, IN) para la deteccién de Xf. Para los cultivos puros, se tomaron
dos alicuotas de 1 pl de crecimiento bacteriano. Los cultivos puros se
suspendieron en 600 pl de amortiguador de extracciéon contenidos en
frascos de 1.5 ml; para asegurar la homogeneidad de la dilucién cada
uno de los frascos se agité usando el vértex por un periodo no menor de
tres minutos. Se colocaron 100 pul de suspensién de cada muestra por
celda. Luego se incub6 en nevera (4° C) por 24 horas. Posteriormente, la
placa se lavé 10 veces con amortiguador fosfato salino diluido PBS-TP
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[Phosphate buffer saline + Tween 20 + Polyvinyl pyrolidone (PVP)I.
Previo a los lavados se preparé la enzima conjugada diluyendo la con-
centrada en PBS-TP en relacién 1:4. A cada una de las celdas se le afia-
di6 100 pl de la enzima y 1a microplaca fue incubada a temperatura am-
biente (25° C) por dos horas. Nuevamente se realizaron 10 lavados con
PBS- TP. Finalmente, se agregé 100 ul por celda de la solucién sustrato
OPD (40 pul de peroxido de hidrégeno al 30% en 100 ml de solucién) y se
incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos. La respuesta posi-
tiva se determiné mediante cambio en coloracién; la respuesta se recon-
firmé mediante lectura en un espectrofotémetro de Advanced Instru-
ments, Carolina, Puerto Rico.

Andlisis estadistico

Para determinar diferencias entre el nimero de colonias morfolgi-
camente diferentes por especie de insecto, tejido (cabeza—cuerpo) de
aislamiento y tratamiento (desinfestado y sin desinfestar), se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores y una prueba de me-
dias de Tukey al 5% de significancia usando el programa de Infostat
(Infostat, 2006). Por otro lado, los resultados obtenidos de la identifica-
cién de desconocidos bacterianos, mediante la secuenciacién de acidos
grasos, se sometieron a un analisis de conglomerados (“cluster analy-
sis”) usando Infostat (Infostat, 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diversidad bacteriana en insectos

De las tres especies de insectos se aislaron un total de 178 colonias
de bacterias, de las cuales 81 (45.5%) se aislaron de tejidos de H. simi-
lis, 46 (25.8%) de C. coffeacola y 51 (28.7%) de Apogonalia spp. No se re-
gistraron diferencias significativas en cuanto al nimero de colonias por
especie de insecto (p > 0.05). En cuanto al tejido y tratamiento, se en-
contraron diferencias significativas entre el nimero de colonias presen-
tes en los tejidos desinfestados y sin desinfestar (p < 0.05), debido a que
al desinfestar se reduce notablemente la flora bacteriana presente en
cada uno de éstos. Esta disminucién se noté mas en la cabeza de los in-
sectos (Cuadro 1).

En la respuesta a la tincién diferencial Gram, se observé que 82
(46.1%) de los aislados fueron Gram negativos y 96 (53.9%), Gram po-
sitivos. En la prueba de oxidasa, 115 (64.6%) cepas respondieron de
forma negativa ala prueba y 63 (35.4%) fueron positivas, indicando que
hay un predominio de organismos entéricos. En cuanto a la prueba de
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CUADRO 1.—Numero total de cepas bacterianas por insecto en tejido de aislamiento
desinfestado y sin desinfestar.

CABEZA! CUERPO?
INSECTO D3 St D3 St TOTAL
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.
2Cuerpo: Cuerpo completo incluyendo la cabeza.

3D: Tratamiento de tejido desinfestado.

4S: Tratamiento de tejido sin desinfestar.

catalasa predominaron los organismos aerébicos, 173 (97.2%) colonias
fueron positivas y tan solo 5 (2.8%) fueron negativas (Cuadro 2).

Los 53 aislamientos caracterizados mediante andlisis de acidos gra-
sos, de acuerdo al porcentaje de similaridad, se identificaron en 19 gé-
neros. Se observé una mayor diversidad bacteriana en la especie H. si-
milis con 11 géneros, aunque la mayoria de éstos con una baja
frecuencia de aislamiento. Unicamente el género Bacillus fue comin a
las tres especies de insectos. A su vez, éste fue el mas representativo
para la especie Apogonalia spp., mientras que Microbacterium fue co-
mun en H. similis y C. coffeacola y Rhizobium comun en H. similis y
Apogonalia spp. Los géneros restantes se identificaron como exclusivos
para una de las tres especies (Figura 1).

Distribucion de géneros bacterianos por tejido y tratamiento

De acuerdo al analisis de conglomerados, el algoritmo de agrupa-
miento de mejor correlaciéon cofenética fue el de encadenamiento com-
pleto, que mostré un valor de 0.956. Este algoritmo explica el agrupa-
miento de los géneros bacterianos por tipo de tejido y localizacién
(externa, interna). En la Figura 2 se observa el dendograma generado;
el corte se realiz6 a una distancia de 1.5 y se obtuvieron siete conglome-
rados.

Las siete asociaciones poseen caracteristicas compartidas, lo cual
permitié subdividirlos en cuatro grupos (I, I, III, IV) de acuerdo al tipo
de tejido y localizacién (externa o interna) (Figura 2). Los grupos se de-
nominaron: Grupo I, bacterias presentes s6lo en la cabeza; Grupo II:
bacterias externas que sélo se presentaron en los tejidos sin desinfec-
tar; Grupo III: bacterias presentes tnicamente en los tejidos internos
(desinfestados); y el Grupo IV, bacterias presentes en la cabeza, tejidos
internos y externos. De acuerdo a dicha distribucién tenemos a tres gé-



CUADRO 2.—Numero total de cepas agrupadas por insecto, tejido de aislamiento y respuesta a pruebas quimiotaxonémicas.

Tejidot Pruebas?
Insecto N° 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% 35.4% 2.8% 97.2%

Tejido: Cabeza = Aparato bucal y parte intestino anterior; Cuerpo = Cuerpo completo incluyendo cabeza.
2Pruebas: Gram = Tincién diferencial; Oxid = Oxidasa; Cata = Catalasa; - = negativo; + = positivo.
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FIGURA 1. Distribucién de géneros bacterianos en tres especies de insectos, identifi-
cados por andlisis de dcidos grasos.

neros como propios de la cabeza (Grupo I), ocho externos (Grupo II) seis
internos (Grupo III), y dos como presentes en todos los tejidos (Grupo
Iv).

Los géneros Curtobacterium, Micrococcus y Pasteurella (Grupo I) se
identificaron en la cabeza, lo que teéricamente sugiere que estan pre-
sentes en el aparato bucal y parte del intestino anterior de los insectos.
Estos géneros son los tnicos que podrian interaccionar con Xf, la cual,
de estar presente, reside en estas partes de los insectos (Purcell y Hop-
kins, 1996; Almeida y Purcell, 2003). Vega et al. (2005) report6 a los gé-
neros Curtobacterium y Micrococcus como bacterias endéfitas en cafe-
tos. Santos et al. (2004), encontraron algo similar en Brasil y
reportaron al género Curtobacterium como comun en plantas de citri-
cos y en la cabeza de los insectos vectores de Xf: Oncometopia faciales,
Dilobopterus costalimai y Acrogonia sp. El hecho de encontrar estas
bacterias en la cabeza de los insectos y a su vez en los tejidos internos
de las plantas indica que los insectos las adquieren al alimentarse de
los tejidos vegetales y de esa manera las transmiten de una planta a
otra.

Aratjo et al. (2002) y Lacava et al. (2004) encontraron a la especie
Curtobacterium flaccumfaciens en mayor cantidad en los tejidos inter-
nos de plantas de citricos que no presentaban sintomas aparentes de
Xf. Ellos concluyeron que bajo condiciones in vitro esta especie inhibe el
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FIGURA 2. Dendograma generado con los géneros bacterianos aislados de tres espe-
cies de insectos.

desarrollo de Xylella. Dicha especie también se aislé de tejidos de cafe-
tos y se cree que juega el mismo rol con Xylella en estas plantas (Cha-
con et al., 2006).

El género Micrococcus igualmente ha sido aislado de larvas de va-
rias especies de insectos tales como: lepidépteros (Yaman et al., 2002),
coledpteros (Yaman et al., 2002; Sezen et al., 2005), y dipteros (Té6th et
al., 2006). A su vez, en estas investigaciones se ha evaluado su papel
como controlador biolégico sobre los adultos en dichas especies de insec-
tos.

El género Pasteurella ha sido descrito mayormente como de impor-
tancia clinica en animales y humanos (Holst et al., 1992). De igual ma-
nera, ha sido aislado en poca frecuencia de la rizosfera de plantas de
maiz (Lalande et al., 1989).

Dentro del Grupo II de bacterias externas se incluyeron los géneros
Acinetobacter, Chryseobacterium, Clavibacter, Kluyvera, Kokuria, No-
cardia, Pectobacterium y Pseudomonas. Igualmente, se tienen reportes
de algunos de estos géneros en otros insectos como organismos impor-
tantes en el biocontrol de enfermedades: Acitenobacter controla a la
bacteria Paenibacillus larvae (Evans y Armstrong, 2005) y Kokuria
controla la roya del café (Hemileia vastratix) (Franco et al., 2006). Den-
tro de los géneros reportados como patégenos y que pueden ser porta-
dos por los insectos se encuentran Clavibacter (Mitchell, 2004; Van der
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Wolf et al., 2005), Pectobacterium (Lacy y Lukezic, 2003), y Pseudomo-
nas (Martin et al., 1987; Mitchell, 2004). Por otro lado, los géneros
Chryseobacterium (Cambell et al., 2004) y Nocardia (Balows et al.,
1992) pueden formar relaciones mutualistas con insectos chupadores.
El género Kluyvera se ha reportado como habitante comtdn de suelo y
agua, y en algunos casos ha sido de importancia clinica (Krieg y Holt,
1984). Algunas especies de este género han sido aisladas del intestino y
partes externas de insectos conocidos, tal como lo es 1a chinche apestosa
(Bell et al., 2005).

Dentro del Grupo III de bacterias internas se encontraron a los gé-
neros Brevundimonas, Paenibacillus, Pantoea, Providencia, Rhizobium
y Vibrio. Algunos de estos géneros: Brevundimonas (Té6th et al., 2006;
Jaffe et al., 2001), Paenibacillus (Bilikova et al., 2001; Evans, 2004;
Smitley y Rothwell, 2003; Enright y Griffin, 2004) y Providencia (Spi-
teller et al., 2000; Kuzina et al., 2004; Té6th et al., 2006) han sido aisla-
dos de tejidos de otras especies de insectos y han sido reportados como
excelentes candidatos de biocontrol de plagas. El género Pantoea se ha
reportado como fitopatégeno (Bell et al., 2005; Gitaitis et al., 2003; We-
1ls et al., 2002). El género Rhizobium se conoce mayormente por su ca-
pacidad de fijacién de nitrégeno atmosférico (Zurdo et al., 2004). Espe-
cies del género Vibrio han sido descritas como de importancia clinica,
ya que son agentes causales de enfermedades en humanos y animales
(Balows et al., 1992).

Finalmente, los géneros Bacillus y Microbacterium (Grupo I'V) estu-
vieron presentes en todos los tejidos internos y externos. Bacillus re-
sulté el género mas predominante en la especie Apogonalia, presente a
nivel de cuerpo y cabeza, interna y externamente: Bacillus, por la pre-
sencia de endosporas, coloniza facilmente cualquier ambiente (Schaad
et al., 2001). Dicha distribucién concuerda con lo observado por Téth et
al. (2006). El género Microbacterium ha sido reportado como un agente
de biocontrol de malezas (Caesar y Kremer, 2004) y plagas (Bahar y De-
mirbag, 2007).

Diversidad bacteriana en los tejidos vegetales

En total se aislaron 68 colonias de bacterias de los cafetos, de las
cuales: 17 (25%) se obtuvieron de las plantas de Adjuntas, 17 (25%) de
Juana Diaz, 11 (16.2%) de Yauco-Sierra Alta y 23 (33.8%) de Yauco-Vi-
lla Cecilia. A su vez, se caracterizaron 33 (48.5%) de las bacterias como
Gram negativas y 35 (51.5%), Gram positivas. En las fincas localizadas
en Yauco (Villa Cecilia y Sierra Alta) se registré un mayor nimero de
organismos Gram negativos, y en los municipios de Adjuntas y Juana
Diaz predominaron los Gram positivos (Cuadro 3). Los resultados an-
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CUADRO 3.—Numero total de bacterias por localidad y respuesta a pruebas

quimiotaxondémicas.
Pruebas

No. Gram Gram  Oxidasa Oxidasa Catalasa Catalasa
Localidad Bacterias — + — + — +
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: + reaccién positiva, - reaccién negativa.

teriores sugieren una mayor probabilidad de identificar algunos orga-
nismos patégenos en los cultivos obtenidos de Yauco-Villa Cecilia, ya
que la mayoria de las bacterias fitopatégenas son Gram negativas (Ha-
yward, 1983).

Con respecto a la caracterizaciéon bioquimica, se encontré que 39
(57.4%) de las bacterias respondieron de forma negativa a la prueba de
oxidasa; 29 (42.6%), positiva. Asimismo, en la prueba de catalasa, 64
(94.1%) fueron positivas; cuatro (5.9%), negativas (Cuadro 3).

Diversidad bacteriana en los tejidos vegetales

A partir de los 68 aislamientos bacterianos provenientes de los teji-
dos vegetales de los cafetos, se formaron 12 grupos con caracteristicas
morfolégicas y quimiotaxonémicas comunes, de estos grupos se logra-
ron identificar mediante el sistema BIOLOG® a nueve géneros, dado
su porcentaje de similitud. Se obtuvé un mayor nimero de géneros bac-
terianos en la finca localizada en Yauco-Villa Cecilia (ocho) y un menor
numero de Juana Diaz (cinco). Sélo tres géneros fueron comunes en los
cuatro sitios; éstos fueron los de mayor frecuencia de aislamiento: Ba-
cillus (14 aislamientos), Micrococcus (11) y Staphylococcus (ocho). Con
respecto a los géneros con mayor frecuencia de aislamiento por finca, se
observé al género Bacillus como el mas predominante en Adjuntas
(cinco aislamientos) y Yauco-Villa Cecilia (cuatro). En tanto que el gé-
nero Micrococcus fue dominante en Juana Diaz (cinco) y Yauco-Sierra
Alta (dos). Unicamente los géneros Rhizobium y Chryseobacterium fue-
ron aislados individualmente en una de las cuatro fincas (Figura 3).

Todos los géneros bacterianos aislados de plantas son considerados
como endéfitos, ya que se aislaron de superficies desinfestadas o por ex-
traccién de sus tejidos internos (Hallmann et al., 1997; Zinniel et al.,
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FIGURA 3. Distribucién de géneros bacterianos aislados de cafetos, identificados me-
diante BIOLOG®..

2002; Araujo et al., 2001; Araujo et al., 2002). En general, los organis-
mos enddéfitos pueden localizarse en espacios intracelulares, intercelu-
lares o en el tejido vascular. Dicha localizacién presenta un nicho ecol6-
gico similar al ocupado por algunos organismos patégenos de plantas
(Franco et al., 2006). Por tanto, son candidatos fuertes para ser usados
como organismos de biocontrol de patégenos, insectos y nematodos
(Azevedo et al., 2000; Zinniel et al., 2002).

En este estudio se aislaron nueve géneros bacterianos a partir de te-
jido foliar desinfestado de cafetos, C. arabica. Lacava et al. (2004), con-
sideran que las hojas son el nicho preferencial para las bacterias endo-
fitas. De igual manera, se determinaron a Bacillus, Micrococcus y
Staphylococcus como los géneros predominantes en cuanto a su fre-
cuencia de aislamiento. De acuerdo con Schaad et al. (2001), la mayoria
de los bacilos asociados con plantas son reconocidos como patégenos,
saprofitos y agentes de control biolégico. Reva et al. (2002) reportan a
las bacterias del género Bacillus como residentes comunes de los teji-
dos internos de las plantas. Algunos de estos organismos juegan un pa-
pel importante en la proteccién y crecimiento de las plantas. Kloepper
et al. (2004). A este género bacteriano le adjudican inducir resistencia
sistémica en plantas de remolacha (Beta vulgaris); proveer proteccion
contra enfermedades por hongos, bacterias, nematodos y virus; y redu-
cir la presencia de insectos vectores en plantaciones de tomate (Lyco-
persicon esculentum) y pimiento (Capsicum annuum,).
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El género Micrococcus también ha sido aislado de los tejidos inter-
nos de cafetos (Vega et al., 2005; Franco et al., 2006). Organismos de
este género son considerados activos para solubilizar fésforo (Tilak et
al., 2005). En esta investigacion se aislé tanto de los tejidos desinfesta-
dos de las plantas como de los tejidos de los insectos.

El aislamiento del género Staphylococcus como endéfito de los cafe-
tos concuerda con lo observado por Zapata (2007), quien reporta cuatro
especies de este género como bacterias enddfitas frecuentes asociadas
al tejido vascular de café y a su vez, tres de éstas como comunes en cul-
tivos de citricos.

Los seis géneros restantes, al igual que los tres anteriores, han sido
reportados como enddfitos en otros cultivos, tales como papa (Krechel et
al., 2002), soya, sorgo, maiz (Zinniel et al., 2002) y café (Vega et al.,
2005). En dichas investigaciones se ha demostrado la funcién de Ar-
throbacter (Gaur et al., 2004) y Sphingobacterium (Maciel, 2005) como
solubilizadoras de fésforo. Otras favorecen el crecimiento de las plan-
tas, como lo es Enterobacter (Tilak et al., 2005) y de fijacién de nitr6-
geno como Rhizobium (Acosta y Martinez, 2002; Zurdo et al., 2004). De
igual manera el género Clavibacter ha sido reportado como endéfito en
cafetos (Vega et al., 2005) y patégeno en otros hospederos (Balows et al.,
1992; Zinniel et al., 2002).

Comparacion de la diversidad bacteriana observada en los tejidos de in-
sectos y los tejidos internos de cafetos

Sélo se encontraron cinco géneros comunes en los tejidos de los insectos
v las plantas: Bacillus, Chryseobacterium, Clavibacter, Micrococcus y Rhi-
zobium. Bacillus se aislé de todos los tejidos internos y externos de los in-
sectos, a su vez se determiné como uno de los mas dominantes dentro de
los tejidos internos de las plantas. Esta distribucién puede explicarse por
la presencia de endosporas, que le ayudan a colonizar facilmente cualquier
ambiente (Schaad et al., 2001). Los géneros Micrococcus y Rhizobium se
encontraron presentes en los tejidos internos de los insectos, el primero en
la cabeza y el segundo en el cuerpo. El hecho de encontrarlos también den-
tro de las plantas permite inferir que estos géneros estan relacionados di-
rectamente con la alimentacién de los insectos y la microflora de la planta.
Por otro lado, los géneros Chryseobacterium y Clavibacter se aislaron de
los tejidos externos de los insectos, lo cual indica que no necesariamente
las bacterias llegan a la planta mediante 1a alimentacién de los insectos.

Determinacion de la presencia de Xf mediante la prueba de ELISA

No se detecté Xylella en los aislamientos Gram negativos obtenidos
a partir de los diferentes tejidos de los insectos y los tejidos vasculares
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de los cafetos. En el primer ensayo se observé una reaccién positiva
para cuatro de los aislamientos provenientes del cuerpo desinfestado
de H. similis y sin desinfestar de C. coffeacola. Sin embargo, no se logré
confirmar la reaccién. Dichos aislamientos se identificaron mediante el
analisis de acidos grasos CG-FAME y se ubicaron en los géneros Provi-
dencia y Microbacterium.

La prueba de ELISA es 1til cuando se requiere analizar una gran
cantidad de muestras, dado que es una prueba sensitiva que no re-
quiere equipo especializado (Costa et al., 2004). A pesar de ser sensi-
tiva, a su vez puede dar falsos positivos debido a que estd basada en an-
ticuerpos policlonales, los cuales permiten unirse a multiples proteinas.
Este a su vez requiere altas poblaciones bacterianas, entre 10° a 106
UFC/ml, para su deteccion (Nomé et al., 1980; Wang et al., 1999). De
igual manera, las poblaciones bacterianas presentes en los insectos fre-
cuentemente son bajas (Nomé et al., 1980). Se puede inferir que en los
cuatro aislamientos bacterianos positivos para la prueba de ELISA es-
taba presente Xf en baja concentracién, lo que facilité la proliferacion
de otras bacterias de crecimiento rapido que compitieron con Xf por el
mismo nicho (Almeida y Purcell, 2003). Otra posibilidad es que se trate
de una raza nueva de Xf que los anticuerpos no lograron detectar (Har-
tung et al., 1994).

La mayoria de los géneros bacterianos que aislamos de los tejidos de
los insectos han sido reportados como organismos importantes de con-
trol biolégico y como patégenos en otros cultivos. Futuros trabajos se
deben enfocar en probar el posible potencial biocontrolador de Micro-
bacterium, Micrococcus, Paenibacillus y Providencia. De igual manera,
se debe evaluar la patogenicidad de los géneros Pantoea, Pectobacte-
rium y Pseudomonas en los cafetos.

Los géneros Bacillus, Micrococcus y Staphylococcus se determina-
ron con mayor frecuencia a partir de aislamientos de los tejidos vegeta-
les, por lo que se sugiere realizar futuros estudios para establecer la in-
teraccién de estos géneros con Xf.

No se logré aislar Xf en los cafetales de las fincas de Yauco, Juana
Diaz y Adjuntas, Puerto Rico, a pesar de que existen vectores potencia-
les en dichas areas. Debido a su baja concentracién y dificultad de ais-
lamiento, Xf es dificil de detectar en insectos. Este es un problema que
también ha sido sefialado por otros investigadores. Se infiere que Xf se
encontraba en baja frecuencia y que algunas bacterias antagonistas
pudieron interaccionar para mantener la poblaciéon de Xf baja, lo que
explicaria los falsos positivos con ELISA. Dicha inferencia se sostiene
ya que se logroé aislar de la cabeza de los insectos el género Curtobacte-
rium, la cual se ha demostrado bajo condiciones in vitro y de inverna-
dero que es antagonista de Xf. En plantas infectadas con Xf, Curtobac-
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terium suprime los sintomas de la enfermedad. Por tanto,
Curtobacterium representa un potencial de control biolégico a ser estu-
diado bajo nuestras condiciones. Por otro lado, se recomienda estar
atentos a la posibilidad de introduccién de otros patégenos por esquejes
o plantas, como podria ser el recién identificado fitoplasma del café, y de
insectos que se alimentan del floema. Afortunadamente, dicho fito-
plasma no se transmite por la semilla y hasta el momento se considera
endémico de ciertas localidades en Colombia.
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