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Resumen

El café es considerado como una de las bebidas mas populares del mundo y ha tenido un
crecimiento constante en la importancia comercial. La produccion de este grano es una
actividad agricola con un importante impacto social y econémico a nivel nacional. En los
ultimos afos, la productividad a nivel nacional se ha visto afectado por una de las
enfermedades més destructivas, la roya del cafeto. Esta enfermedad es causada por el hongo
bidtrofo Hemileia vastatrix que afecta la produccién a nivel mundial. EI control convencional
de esta enfermedad se basa en la aplicacion de formulaciones quimicas, y recientemente en
la sustitucion de plantas por variedades resistente. Dada la importancia que tiene este cultivo
y el dafio que ha provocado, se plantea la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para el
manejo de la enfermedad. La mayoria de los estudias se han enfocado en la busqueda de
agentes de control bioldgico en plantas sanas, sin embargo recientemente se ha probado el
éxito en el control bioldgico de enfermedades a partir de microorganismo asociados con
plantas enfermas (Ellis, 2017). Es por ello que en este estudio, se evalud in vitro la actividad
antagonica de bacterias asociadas a la fildsfera de café (Coffea arabica) con sintomas de
roya. La colecta de material bioldgico (hojas) se realizé en diferentes cafetales ubicados en
la comunidad de San Miguel Reyes, Putla Villa de Guerrero, Oaxaca y en cafetales de la zona
de Huatusco, Veracruz. Se realizaron diez cortes circulares con un diametro de 0.5 cm en
cada una de las hojas recolectadas, cinco cortes se realizaron en areas con dafio evidente y
cinco en éreas sin dafo evidente. Al finalizar los cortes, se conformaron cuatro muestras
compuestas. Dos muestras correspondientes a la zona de estudio en Oaxaca, una muestra
compuesta de areas sin dafio evidente, las cuales fueron nombradas BSOXx y otra de areas con
dafio evidente con las siglas BEOX; y las otras dos muestras para la zona de estudio en
Huatusco, Veracruz, la primera de areas sin dafio evidente y registradas con BS y la segunda
de &reas sin dafio evidente con las letras BE. Se obtuvieron un total de 31 aislados bacterianos
correspondientes a las areas foliares sin dafio evidente, clasificados; y 266 aislados
pertenecientes a las areas con dafio evidente. En los cafetales de Huatusco, Veracruz se
aislaron un total de 61 aislados, 30 aislados provenientes de area sin dafio evidente y 31
aislados de &rea con dafio evidente. Se obtuvieron las secuencias de 30 aislados bacterianos
de la zona de muestreo de Huatusco, Veracruz, 11 provenientes de area foliar sin dafio
evidente de roya y 19 del area con dafio evidente de roya. De los aislados provenientes del
area foliar sin dafio evidente, Curtobacterium fue el género mas abundante (69%), seguido
de Frigoribacterium (27%) y de Microbacterium (18%), este ultimo género siendo exclusivo
de muestras sin dafio evidente de roya. Por otro lado, del area foliar con dafio evidente de
roya, los géneros méas abundantes fueron Pseudomonas (58%), Frigoribacterium (21%) y
Curtobacterium (11%); ademas, los géneros Pseudomonas, Bacillus (5%) y Xanthomonas
(5%) se aislaron exclusivamente a partir de estas muestras. De acuerdo a los resultados, 35
aislados inhibieron de manera significativa la germinacion de esporas de H. vastatrix a las
36 horas (8 aislados bacterianos provenientes de la zona de muestreo en San Miguel Reyes,
Oaxaca y 27 aislados bacterianos en el municipio de Huatusco, Veracruz). Aunado a esto, se



observo que las bacterias asociadas a plantas con sintomas de roya y en especifico de areas
con dafio evidente, redujeron significativamente la germinacion de H. vastatrix. En el caso
de las bacterias aisladas de la zona de muestreo en Oaxaca y de areas con dafio evidente, se
obtuvo que el 27.45% tuvo efectividad a las 36 horas de estar en contacto con la roya, en el
caso de las areas sin dafio evidente el 18.19% tuvo efectividad en el mismo tiempo. Por otro
lado, las bacterias aisladas de la zona de muestreo en Veracruz y de areas con dafio evidente,
el 76.47% tuvieron efectividad a las 36 horas de estar en contacto con la roya, y del area sin
dafio evidente, el 50% demostro ser efectivo en el mismo tiempo. Este trabajo enfatiza la
importancia de la microbiota asociada al plano filosférico, particularmente de plantas de
Coffea arabica, adicionalmente, se demuestra que las bacterias asociadas a plantas con
sintomas de roya y en especifico de areas con dafio evidente, reduce significativamente la
germinacion de H. vastatrix.
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Abstract

The coffee is considered as one of the most popular drinks in the world and it has grown
constantly due to its commercial importance. This crop has a heavy nationwide social and
economic impact. In more recent years, national productivity of coffee beans has been
threatened by a humongous and destructive plague, the coffee rust. This plague is caused by
the biotroph fungus Hemileia vastatrix which affects nationwide production. Conventional
management of this disease is based on the application of chemicals and more recently the
plants substitution by more resistant ones. Due to the relevance that this crop has and the
damage that has caused, is the need of developing new strategies in order to the better
management of this disease. Most of the studies approaches the research of biological control
agents in healthy plants, however, recently biological control with microorganism in sick
plants has been done successfully (Ellis, 2017). Therefore, this study evaluated in vitro the
antagonistic activity of bacteria related to coffee (Coffea arabica) philosopher with rust
symptoms. Biological material (leafs) has been collected from different coffee plantations
near San Miguel Reyes, Putla Villa de Guerrero, Oaxaca and Huatusco, Veracruz. Ten
circular cuts were done with a 0.5 cm diameter on every collected leaf, five cuts were done
in areas where damage was evident and five where it was not. Once the cuts were made, they
constituted four composite samples. Two of the samples corresponds to Oaxaca’s study zone,
one with no evident damage composite sample was hamed BSOx and the other with evident
damage was named BEOX; the other two samples that corresponds to Huatusco, Veracruz,
was named BS for the one with no evident damage and BE for evident damage. 31 bacterial
isolated related to foliar areas with no evident damage were obtained; and 266 isolated
belonging to areas with evident damage. 61 isolated were done for Huatusco, Veracruz coffee
plantations, 30 of them for no evident damage and 31 for evident damage areas. 30 bacterial
isolated sequences were obtained for Huatusco, Veracruz zone, 11 of them where from foliar
area without evident damage and 19 from rust evident damage. From isolated with no foliar
evident damage, Curtobacterium was the most lavish gender (69%), then Frigobacterium
(27%) and Microbacterium (18%), the last gender being exclusive of no evident damage
areas. On the other hand, for areas with foliar evident damage, the most ample gender where
Psudomonas (58%), Frigobacterium (21%) and Curtobacterium (11%); moreover, genders
Psudomonas, Bacillus (5%) and Xanthomonas (5%) were isolated exclusively as of these
samples. In accordance with results, 35 isolated inhibited significantly germination from H.
vastatrix spores in 36 hours (8 bacterial isolated from San Miguel Reyes, Oaxaca and 27
isolated from Huatusco, Veracruz). Combined with this, it was observed that bacteria
associated to plants with rust symptoms, specifically on areas with evident damage, reduced
significantly H. vastatrix germination. For Oaxaca’s isolated bacteria and on areas with
evident damage, it was obtained that 27.45% were effective after 36 hours of being in contact
with rust, in the case of the ones with no evident damage, 18.19% were effective in the same
time. Furthermore, isolated bacteria from Veracruz zone and areas with evident damage,
76.47% were effective after 36 hours of being in contact with rust and for the areas with no
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evident damage 50%of effectiveness was obtained in the same time. This work emphasizes
the importance of associated microbiota to philospherical plane, particularly in Coffea
arabica plants, supplementary, it was demonstrated that associated bacteria to plants with
rust symptoms and specifically of areas with evident damage, reduces substantively H.
vastatrix germination.
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1. Introduccidén

Existen diversas narrativas que explican el origen de la bebida denominada café, la mas
aceptada es la que tiene su origen en el siglo X1l en la actual Republica Democratica Federal
de Etiopia, ubicado en el nororiente de Africa (Pendergrast, 2002). A través de los afios este
grano ha sido consumido y cultivado mundialmente, actualmente se encuentra recorriendo
los circuitos del mercado internacional y formando parte de la agricultura campesina
(Mendoza y Teresa, 2009). La llegada del café a México se dio a finales del siglo XVl y su
expansion y desarrollo ocurrieron durante el XIX, considerandolo hasta entonces como
cultivo de plantacion. Posteriormente, entre los afios 1920 y 1950, se convirtio
principalmente en cultivo campesino (Pendergrast, 2002; Montoya y Toledo, 2020).

El café es considerado como una de las bebidas mas populares del mundo y ha tenido un
crecimiento comercial constante durante los Gltimos 150 afios (Daglia et al., 2000). La
produccidn de café es una actividad agricola con un importante impacto social y econémico
a nivel nacional (Berlanga, 2011). México se ha posicionado como el quinto productor de
café a nivel mundial, exportando el 83% de su produccion, el resto es comercializado en el
mercado nacional (Figueroa-Hernandez et al., 2016). El café se produce en catorce estados
de la Republica Mexicana, localizados en la regién Centro-Sur del territorio nacional; los
estados con mayor produccion son Chiapas con 34.8%, Veracruz con 25.2%, Oaxaca y
Puebla con un 28%. En total, estos cuatro estados aportan un 88% de la produccién nacional
total (Figueroa-Hernandez et al., 2016).

La caficultura en México se considera una actividad estratégica fundamental en el sector
agricola, emplea mas de 500 mil productores en cerca de 730 mil hectareas de las 14
entidades federativas en donde se produce; involucra exportaciones por 897 millones de
ddlares/afio, y México es el principal productor de café organico en el mundo (SAGARPA,
2016). Este sector agricola permite la integracion de cadenas productivas, la generacién de
divisas y empleos, la subsistencia de pequefios productores y alrededor de 30 grupos
indigenas (Garcia, 2008). Es de enorme relevancia ecoldgica, ya que mas del 90% de la
superficie cultivada de café se encuentra bajo el sistema de sombra diversificada, que
contribuye a la conservacion de la biodiversidad, al secuestro de carbono (C) vy, de igual
manera, provee de servicios ambientales a la sociedad (Davidson, 2004; Garcia, 2008).

En los altimos afios, la productividad de café a nivel nacional se ha visto afectada por la
enfermedad mas destructiva de este cultivo, la roya del cafeto (Avelino et al., 2015). Esta
infeccion es causada por el hongo Hemileia vastatrix, afecta las hojas vivas de las plantas de
especies del género Coffea, particularmente de C. arabica (Aguilar, 1990). Los primeros
sintomas aparecen en el envés de las hojas, donde se desarrollan las estructuras de
penetracion del hongo (los apresorios), provocando pequefias lesiones amarillentas que con
el tiempo se vuelven coalescentes y producen uredosporas de color anaranjado. En el haz de
las hojas se forman manchas cloréticas que finalmente se vuelven necréticas (Aguilar, 1990;
Agrios, 2005).

13



El control convencional de esta enfermedad se basa en la aplicacion de formulaciones
quimicas, y recientemente en la sustitucion de plantas por variedades resistentes. Se ha
reportado la generacion de resistencia del patdgeno a fungicidas y su versatilidad virulenta,
afectando variedades aparentemente resistentes (Zambolim, 2016). Debido a la importancia
que tiene este cultivo y el dafio que provoca esta enfermedad, se plantea la necesidad de
desarrollar nuevas estrategias para el manejo de la roya del café. El objetivo de este trabajo
es aislar bacterias provenientes de hojas de café (C. arabica) con sintomas de roya con
actividad antagonica contra el agente causal de la roya, H. vastatrix, lo cual podria representar
una alternativa encaminada hacia el manejo integrado de la enfermedad mediante la basqueda
de agentes microbianos de control biolégico.
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2. Marco teorico

2.1. Cafe

2.1.1. Aspectos bioldgicos — ecologicos.

El café pertenece al género Coffea L. (Rubiaceae Juss.) que esta conformado por mas de 100
especies. Las dos especies cultivadas para fines comerciales son C. arabica Linneo y C.
canephora Pierre ex A.Froehner (Anzueto, 1985). En Mexico se cultiva principalmente el
café de la especie Arabica (AMECAFE, 2012). La planta de café, o cafeto, comprende desde
pequefios arbustos hasta arboles de 5 a 10 metros de altura (Pulgarin, 2007). Las hojas de
estas plantas son elipticas, acabadas en punta y su disposicion es opuesta, el color depende
mucho de la especie (verde lima, verde oscuro, bronce o con matices de estos). Los frutos
del cafeto son de tipo drupa con epicarpio carnoso y contienen dos semillas. Las flores se
desarrollan en inflorescencias axilares, pequefias y su corola es de color blanco (Waller et
al., 2007).

El cultivo del café se desarrolla adecuadamente entre altitudes que van desde los 500 y 2000
msnm, por encima de este nivel se presentan fuertes limitaciones en relacién al desarrollo de
la planta (ICAFE, 2011). Se presenta en zonas con temperatura media que oscila entre 17 y
23 °C, con precipitacion anual entre 1800 a 4000 mm/afio, humedad relativa del 70 al 85%,
y con vientos menores a los 5 km/h (Sanchez, 2015).

El manejo de los cafetales ha permitido la generacion de una gran diversidad ecoldgica y
cultural, en especial dentro de los sistemas de café bajo sombra (Moguel y Toledo, 1996;
Herndndez-Martinez et al., 2009). Diversas investigaciones subrayan los diferentes servicios
ambientales que proporcionan estos sistemas, tales como: mantenimiento de las cuencas
hidrolégicas, proteccion del suelo, mantenimiento de la biodiversidad, mantenimiento de
recursos forestales no maderables (RFNM), captura de carbono, valor paisajistico, entre otros
(Ruelas-Monjardin et al., 2014).

La distribucion de los sistemas cafetaleros dentro del territorio Mexicano coincide con las
regiones con mayor diversidad de flora y fauna (Moguel y Toledo, 2004). El 40% de la
produccion se realiza en areas con selvas altas y medianas, 22% en bosques de pino y encino,
22% en selvas bajas caducifolias y el 15% en bosques meséfilos de montafia (AMECAFE,
2012). De las 115 zonas identificadas como areas prioritarias de conservacion en México,
establecidas por la CONABIO, 14 coinciden con las principales regiones productoras de café.
En este mismo sentido, los cafetales se han convertido en los ultimos refugios para una fauna
y flora que se encuentran fuertemente amenazadas por la deforestacion (Moguel y Toledo,
2004).

La produccion cafetalera desempefia un papel ambiental importante, ya que su produccién se
da bajo sistemas que mantienen una cubierta vegetal casi permanente (Moguel y Toledo,
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2004). Aunado a esto, los sistemas cafetaleros en México comdnmente se desarrollan en
zonas donde nacen numerosos arroyos Yy rios que al unirse forman grandes flujos hidricos.
Estos sistemas constituyen una pieza clave para el mantenimiento de buena parte de los flujos
hidroldgicos, permiten obtener PENM comercializables y de subsistencia, alterando en una
minima porcién la estabilidad del ciclo del agua (Moguel y Toledo, 1996; Ruelas-Monjardin
etal., 2014).

La sombra de los cafetales contribuye a mantener la fertilidad del suelo, reduciendo la erosion
y aporta una gran cantidad de materia organica producida por la hojarasca (Jiménez-Avila y
Gbomez-Pompa, 1982; Moguel y Toledo, 1996). Aunado a esto, el mantenimiento de los
cafetales con sombra diversificada constituye una alternativa para mitigar el efecto del
cambio climético, por medio de la fijacion de carbono (Pineda-Lopez et al., 2005).

Existe un gradiente de cinco principales modalidades de produccion de café que van desde
los dos sistemas “tradicionales” con sombra diversificada y con arboles de la vegetacion
original, un sistema de policultivo comercial con érboles introducidos, y dos sistemas
especializados, con sombra de una sola especie o0 a pleno sol (Moguel y Toledo, 2004). En
los estados de Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Puebla, Guerrero e Hidalgo se concentra el 94%
de la superficie cultivada (AMECAFE, 2012).

La forma de manejo de estos sistemas cafetaleros se denomina agrobosques, espacios que
fueron modificados por los seres humanos con el objetivo de cumplir alguna necesidad, en
este caso la produccion de café. Estos sistemas mantienen la estructura y buena parte de las
funciones del ecosistema original a través de la coexistencia de especies de plantas silvestres
y cultivadas, nativas e introducidas (Moreno-Calles et al., 2016). En los sistemas
agroforestales se han registrado especies comerciales de gran importancia, resaltando el café,
cacao y pifia; estos sistemas suelen proporcionar especies maderables, ornamentales, frutales
y de lefia (Moreno-Calles et al., 2016).

Veracruz y Oaxaca se encuentran entre los tres principales estados productores de café, en el
Estado de Veracruz las regiones en las que se encuentra el 55.6% del area cultivable son
Huatusco (21.8%), Coatepec (19.4%) y Cérdoba (14.4%); el cultivo bajo sombra es
predominante en estas zonas, en el cual generalmente hay especies nativas del dosel original
del bosque (Moguel y Toledo, 1999; Herndndez-Martinez et al., 2009). Predominan los
pequefios y medianos productores de tipo empresarial, con un manejo convencional de los
cultivos, poco tecnificado, uso limitado de agroquimicos y preferente uso de mano de obra
familiar (Sanchez y Nava-Tablada, 2017). Por otro lado, en el Estado de Oaxaca, se localizan
un total de 84,482 productores distribuidos en 124 municipios con 771 comunidades
principalmente indigenas, representando el 23.59% del area cultivable en el pais (Beltran,
2000). Los municipios que resaltan son Villa Alta, Ixtlan, Teotitlan; Cuicatlan, Putla Villa de
Guerrero, Miahuatlan, Yautepc, Sola de vega y Pluma Hidalgo (INEGI, 1997). El cultivo
bajo sombra diversificada predomina en estas zonas, aunado a un manejo de produccion
organica que no implica un modelo tecnificado, y en donde el uso de insumos no tiene un
impacto negativo en el ambiente. La sombra de estos cafetales, generalmente, esta
conformada por arboles y arbustos, de los cuales resaltan: chalahuite (Inga sp.), platano
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(Musa spp.), naranjo (Citrus sinensis L. Osbeck), duela (Schizolobium parahybum Vell.),
copalillo (Protium copal Schlecht & Cham.), ixpepe (Trema micrantha L. Blume) y mango
(Mangifera indica L.) (Herndndez-Solabac et al., 2011).

2.1.2 Enfermedades que afectan la produccion

En condiciones naturales las plantas interactian con un gran nimero de microorganismos,
estas interacciones van desde relaciones altamente perjudiciales para el hospedante, hasta
aquellas que benefician tanto al hospedante como al microorganismo (Ordefiana, 2002;
Gomez y Rodriguez, 2012; Méndez-Bravo et al., 2018). La produccién agricola enfrenta
permanentemente el desafio de controlar enfermedades y plagas; las enfermedades son
causadas por organismos vivos denominados fitopatdgenos, que pueden ser microorganismos
como hongos, bacterias, virus y nematodos (Canet et al. 2016).

Se han descrito tres diferentes tipos de respuestas durante las interacciones planta-patogeno,
la susceptibilidad, la resistencia y la tolerancia. La susceptibilidad, que se refiere a la
colonizacion del patdgeno sobre el hospedante ocasionandole graves dafios e incluso la
muerte; la resistencia, donde el hospedante se impone al patégeno dando lugar a la reduccion
0 desaparicion del mismo (Eenink, 1977; Beraldo, 2015); y finalmente, la tolerancia, donde
los dafios producidos por el patdgeno afectan en una minima parte la productividad del
hospedante (Cobb, 1993).

El ataque por fitopatogenos afecta desfavorablemente la productividad de las plantas, sin
embargo, éstas tienen la capacidad de reaccionar ante los ataques, activando una serie de
mecanismos de defensa con el fin de aminorar, contrarrestar o detener la infeccion,
desarrollando asi una interaccion de resistencia (Ordefiana, 2002). El mecanismo de defensa
en plantas, se refiere a su habilidad de reconocer y responder rapidamente frente a un posible
invasor (Gémez y Rodriguez, 2012).

El género Coffea es atacado por méas de cien hongos parasitos, de los cuales algunos son de
gran importancia economica (Becker-Raterink et al., 19991). Las enfermedades que
ocasionan las pérdidas mas importantes son: la roya (H. vastatrix Berk. & Bromme), mal de
hilachas (Corticium koleroga Cooke), ojo de gallo (Mycena citricolor Berkeley & Curtis) y
mancha de hierro (Cercospora coffeicola Berk. & Cooke), ya que provocan severas
defoliaciones en los cafetos y, por consiguiente, una reduccion considerable de su capacidad
fotosintética, ocasionando una baja en la productividad de la planta (Sotomayor-Herrera y
Duicela-Guambi, 1995).

En México existen registros sobre dos principales enfermedades que han mermado la
produccién de café. La broca del fruto, causada por el escarabajo Hypothenemus hampei
Ferrari, la cual se encuentra presente en todas las zonas cafetaleras importantes del pais, y la
roya, ocasionada por el hongo biétrofo H. vastatrix (MacCook, 2009). H. vastatrix es un
hongo parasito obligado, que ha provocado alerta fitosanitaria en Centro y Sudamérica
(MacCook, 2009).
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La roya del café se presenta como la enfermedad mas destructiva del cafeto y de mayor
importancia econémica a nivel mundial. Esta enfermedad provoca la caida permanente de las
hojas, propiciando la reduccion de la capacidad fotosintética, asi como el debilitamiento de
arboles enfermos y en infecciones severas, puede ocasionar muerte regresiva en ramas hasta
la muerte de los arboles (Ignacio-Cardenas, 2007; CESVVER, 2015; Couttolenc-Brenis et
al., 2020).

Desde que la enfermedad fue introducida al Continente Americano en 1970, se estiman
pérdidas en la cosecha que van de un 20 a 90% en diferentes paises del continente americano
(Shiomi et al., 2006; McCook, 2006; McCook, 2009; ICAFE, 2011). Aunado a esto, el
Programa regional para la proteccion y modernizacion de la caficultura en Centroameérica y
Panaméa (Promecafé) en conjunto con el Instituto Internacional de Cooperacion para la
Agricultura (1ICA) (2013), indican que las perdidas en el sector cafetalero en Centroamérica
se han estimado en mas del 19% de la produccidn, alrededor de 3,5 millones de sacos de café
de 60 Kkg.

El 80% de los caficultores afectados son pequefios productores que carecen de otras fuentes
de ingresos. Se estima que unas 373,584 personas (17,2% de la fuerza laboral del sector)
fueron desplazadas como consecuencia de la enfermedad. En México, se reportaron para el
afio 2017 dafios ocasionados por la roya del café hasta en el 50 % de la produccion nacional
(SAGARPA, 2016; SINAVEF, 2017).

2.2. Roya en el café

La roya del café es producida por un hongo de la clase Urediniomycetes perteneciente al
género Hemileia. Avelino y Rivas (2013), sefialan gue la clasificacion taxondmica del hongo
es:

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de H. vastatrix

Phylum: | Basidiomycota

Clase: Urediniomycetes

Orden: Uredinales

Familia: Chaconiaceae

Género: Hemileia

Especie: | vastatrix

H. vastatrix parasita las hojas del género Coffea, de las cuales se alimenta, y completa su
ciclo de vida en células vivas. Las estructuras reproductivas del hongo son las uredosporas,
que constituyen su medio de reproduccién y dispersion. La uredospora alberga un proceso
de meiosis, esta reproduccion sexual fue denominada criptosexualidad (Virginio y Astroga,
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2015). Las uredosporas son reniformes, de paredes gruesas adaptadas a la supervivencia,
equinuladas sobre su mitad superior y lisa ventralmente, caracteristica que le dio su nombre
al género, el cual significa mitad-liso (Agrios, 2005). Estas estructuras pueden sobrevivir
hasta por seis semanas bajo condiciones ambientales adversas (SAGARPA, 2013).

La enfermedad provoca defoliacion y reduccion del area fotosintética activa, llegando a
ocasionar una reduccion progresiva en la productividad de la planta. Los primeros sintomas
que se observan son pequefias manchas de color amarillo palido de aproximadamente 2 mm
de diametro en la parte superior de las hojas (Agrios, 2005). Estas manchas aumentan de
tamafno gradualmente hasta producir unas masas amarillas en el envés de las hojas que
corresponden a cumulos de uredosporas. El hongo no rompe la epidermis de la hoja, debido
a que esporula a través de los estomas, que es por donde tambien las coloniza. Las lesiones
polvorientas en el envés de las hojas pueden ser de color amarillo-naranja a rojo-anaranjado
y existe una variacion considerable de color de una region a otra (Virginio y Astroga, 2015).
Cada mancha o lesién, puede contener aproximadamente 150 mil esporas, considerandose
por ello excelente fuente de indculo (Tranconi, 2003). Las lesiones pueden desarrollarse en
cualquier parte de la hoja, aunque principalmente en los bordes donde se concentran las gotas
de lluvia y rocio (Figura 1). El centro de las lesiones eventualmente se seca y se torna de
color café; los mérgenes contindan expandiéndose y produciendo uredosporas (Agrios,
2005).

"x

Figura 1. Lesiones ocasionadas por' Hemileia vastatrix en hojas
de café.

El Centro de Investigacion de la Roya del café (CIFC) de Oeiras, Portugal, reconoce hasta
mas de 50 razas fisiologicas del patogeno, a partir de 3,500 muestras recolectadas en
diferentes paises productores de este grano (Barquero-Miranda, 2013; Virginio y Astroga,
2015); en el caso de México, se identifico que las cepas aisladas pertenecen a la raza Il
(Gichuru, 2012).

Se han identificado nueve genes dominantes de resistencia a la roya en las diferentes especies
de café: Snl, Sn2, Sh4 y SH5 en C. arabica; SH6, Sn7, S8 y SH9 en C. canephora; y Su3 en
C. liberica (Bettencourt y Noronha-Wagner, 1971). H. vastatrix presenta el mismo nimero
de genes de virulencia: V1, V2, V3, V4, Vs, Ve, V7, Vg ¥ V. (Rodrigues et al, 1975; Cabral et
al, 2009; Gichuro, 2012). La resistencia ligada a Sn5 es vencida por el gen de virulencia Vs,
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el cual es caracteristico de la raza Il, haciendo que las variedades de C. arabica sean
susceptibles al ataque de esta raza (Avelino y Rivas, 2013).

2.2.1. Ciclo de vida del hongo

Esta enfermedad se desarrolla entre los 750 y 1,200 msnm, para la germinacion de la
uredosporas se requiere de la presencia de agua libre por al menos durante seis horas y de
temperaturas entre 21-25° C (Jaramillo-Robledo, 1988). ElI comportamiento turbulento del
viento dentro del cafetal es un factor que contribuye a la dispersion de las uredosporas del
hongo (Avelino y Rivas, 2012). Aunado a esto, la precipitacion actia como un factor
determinante en la germinacion y dispersion de las esporas; e indirectamente, sobre otros
factores ambientales como la humedad relativa, la temperatura y la luminosidad (Virginio y
Astroga, 2015).

La humedad relativa y la mojadura de la hoja tienen un efecto sobre la germinacion de la
uredospora de la roya. Cuando hay alta humedad relativa en el ambiente, mejora la
disponibilidad de agua y los tejidos (hojas, frutos y ramas) permanecen himedos, lo que
favorece la germinacion de la uredospora de la roya del café y la proliferacion de la infeccion
(Virginio y Astroga, 2015).

El ciclo de vida de H. vastatrix por lo general tiene una duracion de 30 dias, inicia con el
proceso de liberacion y deposicion de la espora en la hoja de café; posteriormente, la espora
germina y se inicia el proceso de infeccion (Avelino y Rivas, 2012). Transcurrido el 75% de
este tiempo (aproximadamente 24 dias), se presentan los sintomas de la enfermedad, cuando
aparecen las manchas de color amarillo palido en el envés de las hojas. Pasado el 90% del
tiempo, aquellas manchas aumentan de tamafio y se unen, formando las caracteristicas
manchas amarillas o anaranjadas con polvo fino amarillo que producen las nuevas esporas
del hongo (Avelino y Rivas, 2012). Barquero-Miranda (2013) sefiala que el tiempo entre la
germinacién de la espora, penetracion a los tejidos internos de la hoja e inicio de la
produccion de esporas oscila entre 20 a 40 dias. Ademas, sefiala que entre méas favorables
sean las condiciones de temperatura y permanencia de agua sobre la hoja, menor sera el
tiempo para completar el ciclo reproductivo del hongo (Barquero-Miranda, 2013).

Para la formacion de apresorios (modificacion de las hifas para la infeccion de una célula
epidérmica del hospedante) se requiere de un periodo de entre 5.3 y 8.5 horas (SENASICA,
2016). La germinacion se inhibe con la presencia de luz y falta de agua entre 24 y 48 horas
(Avelino y Rivas, 2013); cuando se evapora o se reduce la disponibilidad de agua en la hoja,
se detiene el proceso de germinacion, ya que afecta el crecimiento de los tubos germinativos
de las esporas (SENASICA, 2016). Luego de germinar, el hongo penetra en las hojas a través
de los estomas (aberturas epidérmicas especializadas por donde se lleva a cabo el intercambio
gaseoso) situados en mayor densidad en el envés de las hojas maduras (Agrios, 2005). Una
vez que ha penetrado al interior de la hoja, el hongo desarrolla estructuras denominadas
haustorios, los cuales entran en contacto con las células de la planta para extraer los nutrientes
necesarios para su crecimiento (Avelino y Rivas, 2013).
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Transcurridos los 30 dias después de la colonizacién, el hongo esta lo suficientemente
maduro para diferenciarse en estructuras conocidas como soros, que son las encargadas de
producir nuevas uredosporas. El tiempo transcurrido desde la infeccion hasta la produccion
de esporas se denomina periodo de latencia (SENASICA, 2016).

2.2.2. Manejo de la roya

El método de control mas utilizado para mitigar el impacto de la roya es la aplicacion de
plaguicidas. La Asociacion Nacional del Café (Anacafe) propone dos tipos de fungicidas para
el control de la roya: sistémicos y de contacto. Los fungicidas de contacto solamente inhiben
la germinacion de esporas o evitan la penetracion en la planta, en comparacion, los fungicidas
sistémicos acttan cuando el nivel de la infeccion es muy alto y reducen el ataque de la roya
(Anacafe, 2013); sin embargo, el uso indiscriminado de estos productos afecta fuertemente
la inocuidad del producto, la salud de los agricultores y la calidad de los ecosistemas (Duran
etal., 2013).

Algunas medidas de prevencién para reducir la incidencia de esta enfermedad son: 1)
regulacion de la sombra de los cafetales para reducir la humedad. Las condiciones de
temperatura y humedad bajo los arboles no permiten el desarrollo y propagacion de la roya.
Mientras mas cercana esté la temperatura a los 22° C, mas probable es que se desarrolle la
roya del café, ya que la humedad relativa y la mojadura de la hoja tienen un efecto sobre la
germinacién de H. vastatrix; altos valores de humedad (> 70 y 85%) favorecen la
germinacion de las uredosporas y la proliferacion de la infeccion (Avelino y Rivas, 2013); 2)
regulacién de la acidez del suelo y optimizacion de la nutricién de los cafetos. A medida que
el suelo se acidifica, algunos elementos se fijan en las arcillas ocasionando un proceso de
sustitucion de elementos y la liberacion de iones de hierro y aluminio, los cuales pueden
resultar toxicos para las plantas (Virginio y Astroga, 2015). Los elementos nutritivos para
una planta se dividen en dos categorias: los macronutrientes (H, C, O2, N, K, Ca, Mg, Py S)
y los micronutrientes (Cl, Fe, B, Mn, Zn, Cu, Ni y Mo). Las plantas necesitan de una mayor
proporcion de macronutrientes y en menor cantidad de micronutrientes (Virginio y Astroga,
2015). En términos generales, la época de mayor incidencia de la roya del café se presenta
asociada a una reduccion en los contenidos foliares de N, P, Ky S, y a un aumento en los
contenidos de Ca'y Mg, por lo que se deben proporcionar los elementos deficientes por medio
de la fertilizacién (Acufia et al., 1992); 3) control de maleza, manteniendo un adecuado
mantillo de hojarasca y material organico para la correcta conservacion del suelo; 4) efectuar
podas periddicas, a fin de renovar la estructura productiva del cafeto, permitiendo una
adecuada ventilacién (Virginio y Astroga, 2015; Hernandez y Velazquez, 2016).

El método mas efectivo para el control de H. vastatrix consiste en la propagacion y cultivo
de variedades resistentes a este patdgeno mediante la seleccion de cruzas dirigidas (Heredia,
2013; Couttolenc-Brenis et al., 2020). Se han generado cultivares con alta resistencia a este
hongo y que han contrarrestado la pérdida de productividad y calidad de grano ocasionados
por la enfermedad, disminuyendo asi el uso de pesticidas (Carvalho et al., 2012). La variedad
Catimor ha sido utilizada para la sustitucion de plantas susceptibles a la roya, debido a que
responde bajo alta presion de in6culo manteniendo a un nivel de infeccién menor a un 15%
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(SAGARPA, 2013); sin embargo, la resistencia conferida por el fondo genético de estas
variedades ha sido superada crecientemente mediante cambios adaptativos del patdgeno
(Zambolim, 2016).

La fuente de resistencia genética a la roya proviene de la especie Coffea canephora (Virginio
y Astroga, 2015; Anacafé, 2018). Diferentes institutos de investigacion en paises como Brasil
y Colombia han producido nuevas variedades resistentes a la enfermedad a partir de al menos
un progenitor del hibrido de Timor que le confiere la resistencia a la roya de la raza Il
(Virginio y Astroga, 2015). Este hibrido tuvo su origen en un cruzamiento espontaneo entre
las variedades Typica de C. arabica y Robusta de C. canephora (Anacafé, 2018). En el caso
de México, el CIFC envid lineas avanzadas de cafetos Catimor, un cruzamiento de Caturra 'y
el hibrido de Timor (Anacafé, 2018); tras varios afios de estudio a esta linea, el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), liberd la variedad
“Oro Azteca” (Gonzalez y Ramirez, 2013), la cual posee altos niveles de resistencia a la raza
I1'y un amplio rango de adaptacion (Gonzélez y Ramirez, 2013; Virginio y Astroga, 2015;
Couttolenc-Brenis et al., 2020).

2.3. Microbiota del cafeto

La microbiota de una planta se puede definir como la totalidad de comunidades microbianas
que habitan los tejidos internos y externos de la misma, como son los procariotas (bacterias
y arqueas) Y eucariotas (hongos, oomicetos y otros protistas) (Mejia, 2015; Parasuraman et
al., 2019). Muchos de estos microorganismos son beneficiosos e influencian positivamente
el desarrollo y el estado fisiologico de la planta (Turner et al., 2013). Estos pueden producir
compuestos que estimulan el crecimiento de la planta (hormonas, aminoacidos y vitaminas),
mejoran la captura de nutrientes y aumentan su disponibilidad, activan los mecanismos de
defensa contra fitopatdgenos y les confieren resistencia a las plantas frente a estrés biético y
abiotico (Turner et al., 2013; Mejia, 2015; Méndez-Bravo et al., 2018; Parasuraman et al.,
2019; Baez-Vallejo et al., 2020).

En el caso del cafeto, se han reportado hongos y bacterias endofitas que fueron aislados a
partir de hojas, frutas, raices y semillas en diferentes paises de América, Africa y Asia, con
el objetivo de caracterizar su diversidad y estudiar su potencial de controlar plagas y
patdgenos que afectan este cultivo (Vega et al., 2005; 2008; Posada et al., 2007; Belayneh et
al., 2013; Mejia, 2015).

La microbiota del cafeto es altamente diversa taxonémicamente, sin embargo s6lo unas pocas
especies han sido evaluadas en su capacidad de controlar a distintos patégenos (Mejia, 2015).
El primer estudio en describir la diversidad de bacterias cultivables en distintos tejidos de
plantas (pulpa, semilla, hojas, tallos y raices) de café (Coffea arabica) fue realizado por Vega
et al. (2005), quienes lograron identificar 22 géneros bacterianos, siendo dominantes los
géneros Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, Curtobacterium, Escherichia, Micrococcus,
Pantoea, Pseudomonas, Serratia y Stenotrophomonas y en menor abundancia los géneros
Kocuria, Xanthomonas y Yersinia.

Recientemente Benoit et al., (2021) aislaron treinta géneros bacterianos enddéfitos de raices

22



y semillas de plantas de Coffea canephora y C. liberica, los géneros dominantes fueron
Nocardia, Bacillus y Burkholderia. Doce de los géneros bacterianos encontrados fueron
reportados por primera vez en asociacion a plantas de café, consistiendo en miembros de los
géneros Brachybacterium, Caballeronia, Kitasatospora, Lechevalieria, Leifsonia,
Luteibacter, Lysinibacillus, Mycolicibacterium, Nakamurella, Paracocamurella, Sinomonas
y Sphingobium. De igual manera, se probd el potencial de los aislados bacterianos obtenidos
como agentes de control biolégico con el patdgeno flngico Fusarium oxysporum y los
principales resultados demuestran que cepas de los géneros Bacillus, Burkholderia y
Streptomyces inhibieron eficazmente el crecimiento de este patdgeno hasta en un 40%.
Finalmente se probaron aislados bacterianos contra nematodos parasitos del café Radopholus
duriophilus y Pratylenchus coffeae, y los autores concluyeron que aislados del género
Bacillus pudieron conducir al 100% la mortalidad de ambos nematodos (Benoit et al., 2021).

2.4. Lafilésfera y su importante interaccion con los microorganismos

La fildsfera esta constituida por la superficie vegetal que se encuentra por encima del suelo
(hojas, tallos y flores) (Parasuraman et al., 2019), proporciona habitats para distintos
microorganismos albergando una amplia diversidad de bacterias, hongos, y virus (Farré-
Armengol et al., 2016; Parasuraman et al., 2019). La diversidad, la dispersion y el desarrollo
de estos microorganismos en la superficie de la hoja se basan en las condiciones ambientales
y factores fisioldgicos de las plantas, tales como la disponibilidad de agua, temperatura,
corrientes de aire y lluvia, radiacion solar, area foliar, condiciones de pH, la disponibilidad
de nutrientes, tasa fotosintética y contenido de nitrégeno (N) en hojas (Lindow y Brandl,
2003; Laforest-Lapointe et al., 2017; Parasuraman et al., 2019; Sivakumar et al., 2020).

Las bacterias representan los colonos filosféricos mas abundantes, los cuales pueden tener
efectos tanto perjudiciales como beneficiosos sobre las plantas (Farré-Armengol et al., 2016:
Parasuraman et al., 2019; Sivakumar et al., 2020). Participan en diferentes procesos como el
ciclaje de nutrientes y actividades bioldgicas de las hojas, lo que les permite apoyar a su
planta hospedera en la adaptacidon de las condiciones ambientales a las que se encuentra
expuesta (Vacher et al., 2016).

Existe evidencia de que algunas bacterias presentes en la filésfera inducen mecanismos en la
planta para resistir a ciertos patdgenos a través del aumento de la competencia por nichos
ecoldgicos, el agotamiento de las reservas de nutrientes y el aumento de la produccion de
antibidticos (Laforest-Lapointe et al., 2017). Los principales géneros reportados que se
desarrollan en el plano filosférico son Arthrobacter, Bacillus, Curtobacterium, Massilia,
Methylobacterium, Sphingomonas, Pseudomonas y Pantoea (Knief et al., 2012; Martins et
al., 2013; Béaez-Vallejo et al., 2020).
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2.5.Control Biologico

El control biolégico (CB) ha sido utilizado como una herramienta para el desarrollo
sustentable, en este caso para la sustentabilidad agricola (Sarandén y Sarandon, 1993;
Sanchez de Prager, 2009). EIl CB se refiere “al uso de enemigos naturales para reducir
poblaciones de plagas, ya sea temporal o permanentemente” (Van-Driesche et al., 2007). Por
otra parte, la Organizacion Internacional de Lucha Bioldgica (OILB) ha definido al CB como
“la utilizacion de organismos vivos o de sus productos para impedir o reducir las pérdidas o
dafos causados por organismos nocivos” (Benassy, 1977).

El CB ha ganado terreno para minimizar el uso de fungicidas, reducir los impactos
ambientales y los costos de produccion (Baez-Vallejo et al., 2020). Uno de los problemas
que se viven a nivel mundial es la conservacion del medio ambiente y la salud humana, lo
que ha conllevado a la necesidad de ampliar, en la agricultura, la investigacion sobre la
utilizacion de métodos biologicos para la proteccion de los cultivos, en este caso en el cultivo
de café (Guedez et al., 2008).

El CB de patogenos foliares constantemente involucra la aplicacion del microorganismo
antagonista sobre la superficie de la hoja (Spurr, 1981; Blakeman y Fokkema, 1982). Una de
las estrategias, dentro de la regulacion bioldgica de fitopatdgenos, consiste en el uso de
microorganismos antagonistas productores de sustancias antibidticas y enziméticas liticas
que actlen sobre sus esporas 0 tubos germinativos, en su fase epifita de crecimiento
(Andrews, 1992; Elad et al. 2002).

En cuanto a la busqueda de controladores bioldgicos de H. vastatrix en la microbiota del
cafeto, se han reportados algunos hongos aislados con actividad parasitaria sobre H. vastatrix,
destacandose Lecanicillium lecanii, una especie de hongo que también posee actividad
entomopatogena (Roldan et al., 2016). En otro estudio se aislaron distintos micoparasitos de
pUstulas de H. vastatrix en hojas de café, los resultaron obtenidos se midieron en porcentajes
de micoparasitismo en las uredosporas de roya, los mayores porcentajes se obtuvieron con el
uso de Simplicillium sp. (89%) y Lecanicillium sp. (68%) (Gomez-De La Cruz et al., 2018).

Algunos géneros bacterianos, asociados a la filosfera de distintas especies de plantas, que
han sido reportados con actividad antifangica son Arthrobacter, Bacillus, Methylobacterium,
Sphingomonas, Pseudomonas y Pantoea, que son eficientes en el control de distintos
patdgenos (Rastogi et al., 2013; Baez-Vallejo et al., 2018). En el caso de la roya, un estudio
realizado por Shiomi et al. (2006) report6 que los aislados que inhibieron por arriba del 50%
la germinacion de uredosporas pertenecen al género Bacillus, los cuales fueron aislados de
hojas y ramas de plantas sanas de C. arabica y C. robusta. En otros estudios, se evalud la
actividad antifungica de Bacillus thuringiensis B157 y Pseudomonas putida P286 en plantas
de café Catuali, y redujeron en un 100% la germinacion de esporas y lograron reducir la
incidencia de la enfermedad; ademas, el aislado B. thuringiensis B157 logré prevenir la
formacion de tubos germinativos (Haddad et al., 2009; Haddad et al., 2013).

Existe una creciente evidencia que demuestra el potencial de las bacterias asociadas a las
hojas para aumentar la salud de las plantas, mediante la modulacion de mecanismos de
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defensa y acciones como el control biologico para reducir los patégenos en las plantas (Ab
Rahman et al., 2018). Es importante comprender el papel de los microorganismos asociados
a la filosfera de cultivos de interés en el control de enfermedades, y su aplicacion como
biofertilizantes y bioplaguicidas, cuyo éxito en el campo aun es inconsistente (Ab Rahman
etal., 2018). La mayoria de los estudios se han enfocado en la busqueda de agentes de control
bioldgico en plantas sanas; sin embargo, recientemente se ha probado el éxito en el control
bioldgico de enfermedades a partir de microorganismos asociados a plantas enfermas (Ellis,
2017; Guevara-Avendario et al., 2018). Por ejemplo, Méndez-Bravo et al., (2018) e aislaron
bacterias asociadas a arboles sintomaticos de aguacate con muerte regresiva, con potencial
de CB contra el patdgeno Phytophthora cinnamomi.

Dada la importancia econémica y cultural que tiene la produccidon del café a nivel nacional,
y al impacto negativo de H. vastatrix sobre su produccion, es importante desarrollar nuevas
estrategias para el manejo de la enfermedad; la busqueda de microorganismos con actividad
antagonica contra H. vastatrix podria representar una alternativa viable encaminada hacia el
control biolégico de la roya del café.
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3. Pregunta de investigacién y Objetivos

3.1. Pregunta de investigacion

¢Existen bacterias provenientes de hojas de Coffea arabica con sintomas de roya con
actividad antagonica contra el agente causal Hemileia vastatrix?

3.2. Objetivo general

Identificar bacterias provenientes de hojas de Coffea arabica con sintomas de roya con
actividad antagonica contra el agente causal Hemileia vastatrix.

3.4. Objetivos especificos
1. Seleccionar material foliar de Coffea arabica con sintomas de roya.
2. Preservar esporas de Hemileia vastatrix, agente causal de la roya del cafeto.

3. Aislar y caracterizar morfol6gicamente bacterias provenientes de areas foliares con y sin
dafio evidente de roya en plantas de café que presentan sintomas de la enfermedad.

4. ldentificar molecularmente los aislados bacterianos asociados con las regiones foliares con
y sin dafio evidente de roya

5. Evaluar la efectividad de las bacterias como antagonistas de Hemileia vastatrix

3.5. Hipdtesis

En las hojas de café existen bacterias que, al interactuar con el hongo biétrofo Hemileia
vastatrix, tienen la capacidad de antagonizar su crecimiento y desarrollo.
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4. Material y Métodos

4.1. Obtencion de esporas de H. vastatrix

La colecta para la extraccion de uredosporas en hojas de café se realizd en el sitio
Experimental Teocelo del INIFAP, en Veracruz. Las muestras se obtuvieron a partir de veinte
plantas de la variedad Typica con sintomas visibles de roya, seleccionadas al azar, respetando
una separacion de al menos tres plantas entre ellas. De cada planta seleccionada se colectaron
10 hojas, las cuales fueron cortadas del segundo y tercer par de hojas de la parte apical hacia
la base, debido a que éstas reflejan el estado nutricional de la planta. Fueron cortadas con
tijeras y guantes (esterilizados por cada colecta de hojas), colectadas en bolsas de papel y de
plastico, finalmente fueron transportadas en hielera con bolsas refrigerantes de gel. El
aislamiento de esporas se realiz6 en laboratorio con ayuda de un microscopio estereoscépico
para visualizar de manera mas detallada las areas con uredosporas. Con palillos estériles, se
recolectaron las esporas de H. vastatrix, de las cuales 10 mg fueron colocadas en tubos para
centrifuga de 15 ml y almacenadas a -20° C (Brooks y Athinuwat, 2018).

4.2. Aislamiento de bacterias provenientes del area foliar con y sin dafio evidente de
roya en plantas de café

4.2.1. Preparacion de diluciones

La colecta de material bioldgico se realizo6 en diferentes cafetales ubicados en la comunidad
de San Miguel Reyes, Putla Villa de Guerrero, Oaxaca (Figura 2), y en cafetales de la zona
de Huatusco, Veracruz (Figura 3). Se obtuvieron muestras de cada una de las zonas de
estudio, a partir de 20 plantas diferentes de la variedad Typica. De cada planta, se tomaron
10 hojas con sintomas de roya, las cuales fueron colectadas y transportadas de acuerdo a la
metodologia antes descrita.
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Figura 2. Zona de muestreo en la comunidad de Figura 3. Mapa del municipio de Huatusco,
San Miguel Reyes, Putla Villa de Guerrero, Veracruz. Extraido de Méndez-Bravo et al., 2018;
Oaxaca. Fig. 1la
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Las hojas que fueron colectadas en cada una de las zonas de estudio fueron mezcladas, para
asi obtener dos tipos de muestras homogéneas, una de la zona de estudio en San Miguel
Reyes, Putla Villa de Guerrero, Oaxaca y otra de los cafetales de la zona de Huatusco,
Veracruz. Se realizaron diez cortes circulares con un didmetro de 0.5 cm en cada una de las
hojas recolectadas, cinco cortes se realizaron en areas con dafio evidente y cinco en areas sin
dafo evidente. Al finalizar los cortes, se conformaron cuatro muestras compuestas. Dos
muestras correspondientes a la zona de estudio en Oaxaca, una muestra compuesta de areas
con dafio evidente, las cuales fueron nombradas BEOX y otra de areas sin dafio evidente con
las siglas BSOx; y las otras dos muestras para la zona de estudio en Huatusco, Veracruz, la
primera de areas con dafio evidente y registradas con BE y la segunda de areas sin dafio
evidente con las letras BS (Figura 4). De cada muestra compuesta se pesé 1 g, el cual se
colocé en 25 ml de solucidn salina estéril al 0.9%. Las soluciones con muestra se agitaron
con vortex durante 15 min.
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Figura 4. Aislamiento de bacterias provenientes del area foliar con dafio evidente y sin dafio
evidente de roya en plantas de la variedad Typica, de las zonas de muestreo en San Miguel
Reyes, Putla Villa de Guerrero, Oaxaca y en la zona de Huatusco, Veracruz. Los aislados
provenientes de la zona de muestreo en Oaxaca y del area con dafio evidente fueron
nombradas BEOx y de las &reas sin dafio evidente con BSOXx; para el caso de la zona de
muestreo en Veracruz y de las areas con dafio evidente se nombraron BE y de las areas sin
dafio evidente con BS.

Para poder realizar un conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) que represente la
abundancia de bacterias de las dos diferentes soluciones, fue necesario realizar diluciones
seriales de la solucidn inicial. Se prepararon diluciones seriales de ambas muestras. Para ello,
se tom6 1 ml de la solucion inicial, diluyéndolo con 9 ml de solucidn salina en tubos para
centrifuga de 15 ml, agitando con ayuda del vortex durante 1 min. De la primera dilucién
obtenida, se tomo nuevamente 1 ml y se coloco en 9 ml de agua destilada estéril. Se repitio
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este procedimiento hasta obtener tres diluciones (1, 1:10 y 1:100) (Figura 5), para cada una
de las muestras (BEOx, BSOx, BE y BS).

1ml

1ml

9ml

~

10

Figura 5. Diluciones seriales (Galicia-Sosa et al., 2017)

4.2.2. Medio de cultivo

Para el aislamiento bacteriano a partir de soluciones de hojas con y sin dafio evidente de roya,
se hizo uso de medio de cultivo LB (Luria Bertani) debido a que es un medio generalista que
permite el crecimiento de la mayoria de las bacterias. En cada caja Petri con medio LB, se
colocaron 100 pl de cada una de las diluciones (1, 1:10, 1:100), para cada una de las muestras
(BEOx, BSOx, BE y BS). Cada una de las diluciones se sembro por triplicado. Las cajas se
incubaron a 24 °C en una estufa de cultivo (Riossa Serie E-33). Se realiz6 un monitoreo del
crecimiento de UFC por 24 h'y 48 h (Figura 5), este proceso se realiz6 dentro de una campana
de flujo laminar, para mantener la esterilidad de los medios.

4.2.3. Aislamiento y Preservacion.

El aislamiento consiste en cultivar una sola colonia bacteriana para obtener cultivos puros;
este procedimiento se realiz6 en una campana de flujo laminar para garantizar condiciones
estériles. Se resembrd cada aislado bacteriano en una nueva caja Petri con la técnica de
agotamiento por estrias, con ayuda de un asa bacterioldgica (estéril).

Se preservaron las colonias bacterianas obtenidas por el método de conservacion en glicerol
al 30% en medio LB liquido. En micro-tubos de 1.5 ml, se coloco 1 ml de esta solucion de
preservacion y con ayuda de palillos estériles, se tomé una asada de biomasa de cada colonia
para ser colocada en micro-tubos con el medio de preservacion. Los tubos se incubaron a una
temperatura de 27 °C con una agitacion de 700 rpm (revoluciones por minuto) durante 25
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min, pasado ese tiempo se colocaron a una temperatura de 4 °C durante 20 min, y finalmente
fueron llevadas a -20 °C para su crio-preservacion.

4.2.4. Pruebas de viabilidad

Para determinar la viabilidad de los aislados que fueron conservados con glicerol, se
reactivaron las muestras. Se tomo una alicuota de 10 ul del aislado conservado en medio LB
con glicerol al 30 % y se inoculd en una caja Petri con medio LB solido. Las cajas inoculadas
se incubaron a 25 °C por 24 h para corroborar el crecimiento activo del aislado bacteriano
sembrado.

4.3. Identificacion molecular de aislados bacterianos de la zona de Huatusco, Veracruz.

La identificacion molecular de los aislados bacterianos obtenidos de las muestras BE y BS
se realiz6 Unicamente para aquellos aislados obtenidos de los cafetales de la zona de
Huatusco, Veracruz, debido a que éstas fueran las primeras muestras en ser procesadas. Al
inicio del proyecto, no se tenia contemplado hacer una caracterizacion morfoldgica de los
aislados bacterianos, por lo que se inicié con la identificacion molecular de los primeros
aislados obtenidos. Sin embargo, conforme se avanzo en el proyecto, la cantidad de aislados
obtenidos requirié una caracterizacion morfoldgica previa para las muestras BEOx y BSOXx,
con el fin de agrupar los aislados bacterianos en morfotipos. Adicionalmente, algunos de los
primeros aislados obtenidos no se pudieron identificar molecularmente debido a la
imposibilidad de amplificar su ADN, por lo que su caracterizacion morfoldgica resultd
indispensable.

4.3.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevé a cabo tomando como referencia el método desarrollado por
Molina et al. (2006), el cual consistio en tres etapas principales: lisis celular, extraccién del
ADN vy precipitacion del ADN. Los aislados bacterianos fueron crecidos en medio liquido
LB en micro-tubos de 1.5 ml, con 1 ml de medio, durante 24 h a 27 °C. Posterior a este
tiempo de crecimiento, se centrifugaron los micro-tubos por 5 min a 8,000 rpm, para eliminar
el medio de cultivo y conservar el tejido celular de cada aislado.

En el proceso de lisis celular, se usaron detergentes idénicos que son capaces de romper el
tejido, pared celular y las membranas celulares sin degradar los &cidos nucleicos. Se
realizaron dos lavados con solucién TEN (10 mM (mili Molar) Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA;
100 mM NacCl), el primer lavado con 1 ml de TEN y un periodo de centrifugacion de 5 min
a 8,000 rpm y el segundo, después de tirar el sobrenadante, con 200 pl de TEN y 2 min de
centrifugado a 8,000 rpm. Posteriormente, sin haber tirado el sobrenadante, se afiadieron 250
ul de solucién amortiguadora (40 mM Tris-HCI pH 8; 20 mM acetato de sodio; 1 MM EDTA,;
1% de SDS), junto con 66 pul de NaCl 5M y se mezclé por inversion. Se calentd cada tubo
por 10 min a 65 °C para una mejor lisis celular y se centrifugaron por 10 minutos a 12,000
rpm. Se transfirio el sobrenadante obtenido a un micro-tubo nuevo de 1.5 ml, sin llevarse el
precipitado celular que se precipitd en el fondo.
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Para la extraccién del ADN, se agregd un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico 24/1
(v/v) y se mezcld durante 30 segundos con ayuda de un vortex con el fin de remover la mayor
cantidad de proteinas. Se centrifugaron las muestras por 10 min a 12,000 rpm para separar el
cloroformo de la fase acuosa que contiene el ADN, la cual se transfirié un tubo nuevo. Se
agregaron 0.6 volumenes de isopropanol para iniciar con la etapa de precipitacion, luego se
mezclé por inversion (20 veces) y centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min.

Se tir6 el sobrenadante obtenido con mucho cuidado de no llevarse la pastilla del ADN de
color blanco transparentoso, que se precipita en el fondo después de centrifugar. Se agregaron
400 pl de etanol al 70%, frio y recién preparado, se agitdé la muestra con ayuda de un vortex
y se levanto la pastilla de ADN sin disolver. Se centrifugaron las muestras por 10 min a
12,000 rpm, se descart6 el sobrenadante sin llevarse la pastilla resultante y sé dejo secar.
Finalmente, la pastilla se disolvié en 50 pl de agua DDE (destilada, desionizada y estéril).
La calidad del ADN obtenido de cada aislado se confirmd con el uso de electroforesis en gel
de agarosa al 1%.

4.3.2. Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir del ADN extraido de los aislados bacterianos, se amplifico el gen 16S rRNA por
medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron los oligonucle6tidos
universales 27F (5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’) y 1492R (5’
GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) obtenidos de Sigma-Aldrich®. La reaccion de PCR
estuvo conformada por: 1.5 ul de ADN, 6.5 ul de agua ultrapura (DDE), 1 ul de cada primer
(10 uM) y 10 pl de la mezcla Multiplex (Marca QIAGEN, PCR Master Mix 2x), formando
una solucion compuesta de 20 pl. Esta reaccion se llevod a cabo en un termociclador
(Eppendorf® Nexus gradient) con la siguiente programacion: desnaturalizacion inicial a 94°
C durante 15 min, después 30 ciclos a 95° C, 65° C por 1 miny 72° C por 1 min 30 s, y un
paso de extension final a 72° C por 10 min. Los productos de amplificacién del gen 16S
rRNA se visualizaron mediante electroforesis en gel agarosa al 1.5%.

4.3.3. Obtencidon y analisis de secuencias

Para la preparacion de las reacciones de secuenciacion se siguié el método proporcionado
por Valdelamar et al. (2014). En columnas Centrisep, se colocaron sephadex, de forma que
éste quede por debajo de la marca que se encuentra en la parte inferior de la columna. Se
agregaron 0.8 ml de agua bidestilada esterilizada y se mezcl6 perfectamente con ayuda de un
vortex. Las columnas se dejaron en una gradilla a temperatura ambiente por al menos dos
horas, hasta que el gel se hidrato.

Pasado este tiempo, las muestras fueron purificadas con 10 pl de agua bidestilada
esterilizada. Cada columna se coloc6 inmediatamente en un tubo colector, se esperé un
tiempo hasta que el agua excedente decantd por gravedad y posteriormente se desechd el
agua que se acumulé en el tubo colector. Se centrifugd con ayuda de una microcentrifuga a
3,000 rpm por 3 minutos.
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Se colocaron las columnas (sin el tubo colector) en tubos nuevos de 1.5 ml con el nombre de
la muestra que se purifico en esa columna. Con una micropipeta se tomaron 20 pl de la
muestra y se colocaron con cuidado en el centro de la columna con sephadex sin tocarla. Se
colocaron la columna junto con el tubo de 1.5 ml en una microcentrifuga a 3,000 rpm por 3
minutos y finalmente se desecho la columna. Una vez obtenida las muestras fueron secadas
en un concentrador de vacio, ya que las muestras estan completamente secas se le agregaron
a cada microtubo, 15 pl de formamida, posteriormente se centrifugaron por 5 minutos a 13
000 rpm. Las muestras se cargaron en una placa de 96 pozos, y se colocaron en la charola
dentro del secuenciador con cuidado. En la computadora con ayuda del programa 3500 Data
Collection (3500 Series Instrument data Collection Software Version 4.0 and GeneMpper ™
ID-X software v1.6, Thermo Fisher) y se capturaron los datos de las muestras y se dio inicié
con la electroforesis de secuenciacion.

Por medio de una comparacion manual con secuencias registradas en la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) por medio del algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, se
analizaron las secuencias obtenidas y de esta manera con un porcentaje de similitud de mas
del 93% su pudieron identificar los aislados obtenidos a nivel de género (Bou et al., 2011).

4.4. Caracterizacion morfoldgica de aislados bacterianos

Los aislados bacterianos que no fueron identificados molecularmente se agruparon en
morfotipos de acuerdo con las caracteristicas macroscopicas de las colonias. Con la ayuda de
un microscopio estereoscopico, se observaron las caracteristicas propias de cada colonia,
considerando criterios de forma, borde, elevacion, superficie, consistencia y color.

De igual manera, se realiz6 la caracterizacion microscopica de los aislados bacterianos, esto
por medio de la tincion de Gram. Este proceso tiene la finalidad de determinar si una bacteria
es Gram positiva 0 Gram negativa, de acuerdo con el color que logre fijarse en la pared
celular. Esta tincién también permite apreciar la forma de las células bacterianas, con ayuda
de un microscopio optico y con un objetivo de 100X.

Los pasos para realizar la tincion son los siguientes: 1) Se realiz6 un frotis fijado con calor,
en donde se tomd una pequefia muestra de la cepa bacteriana, se coloc6 sobre un portaobjeto
y se le agregd una pequefa gota de agua destila esterilizada. Para fijar muestra se paso sobre
la flama de un mechero, 2) se tifié durante un minuto con cristal violeta, pasado este tiempo
se enjuagd abundantemente con agua destilada, 3) nuevamente se cubrié la muestra con
solucion iodada durante un minuto y nuevamente se lavé con agua, 4) se decolor6 con una
solucion de acetona/isopropanol (250/750 ml) por 30 segundos y se lavo con agua destilada,
5) finalmente se cubrié la muestra con safranina durante un minuto, se lavo nuevamente con
agua destilada y se dejé secar para poder ser observada con ayuda de un microscopio éptico.
Este proceso se realizo con cada uno de los aislados bacterianos que fueron seleccionados
por la caracterizacion macroscopica.
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4.5. Evaluacion de bacterias con actividad antagénica ante H. vastatrix

4.5.1. Preparacion de solucién de esporas

La preparacion de solucion de esporas se realizé siguiendo el protocolo establecido por
Deepak et al. (2012) con algunas modificaciones. Las muestras de esporas almacenadas a -
20 °C se sometieron a bafio de agua a 40 °C durante 10 min. Las alicuotas de esporas (10
mg) se suspendieron en 5 ml de agua destilada estéril, se les agregd una gota de Tween 20 al
(0.05) y se agitaron con vortex durante 10 s (Haddad et al., 2009). EI monitoreo de
germinacion se realizo a las 6, 12, 24 y 36 h, con ayuda de un microscopio 6ptico con un
aumento de 40X, con el objetivo de determinar el porcentaje de germinacion de esporas. El
porcentaje de germinacion se calcul6 con la siguiente ecuacion:

(nimero de esporas germinadas )
(ntmero total de esporas)

x100

El porcentaje de germinacion de las esporas se calcul6 a las 6, 12, 24 y 36 h.

4.5.2. Preparacion de solucion de aislados bacterianos

En micro-tubos de 1.5 ml se colocd 1 ml de medio de cultivo LB liquido estéril y con ayuda
de palillos estériles, se tom6 una asada de biomasa de cada aislado bacteriano para ser
colocado en el micro-tubo con el medio. Se dejé crecer por 24 h en un termociclador a 27 °C
(Eppendorf® nexus gradient ®).

Pasado este tiempo, se realizaron suspensiones de cada uno de los aislados bacterianos con
una concentracion de 108 UFC/ml, teniendo como punto estandar el 0.5 de la escala de
McFarland. La concentracion bacteriana fue medida con ayuda de espectrofotémetro a una
longitud de onda de 550 nm. La absorbancia obtenida se multiplicé por la concentracion
bacteriana conocida de acuerdo con el estandar de la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/ml)
y se dividio por la absorbancia teérica correspondiente (0.125). La concentracion se ajusto
agregando LB liquido estéril o con la solucion de bacterias, todos los aislados fueron llevados
a la concentracion de 108 UFC/ml.

4.5.3. Prueba de antagonismo directo

Se colocaron 20 ul de solucion de bacteria con concentracion calibrada en el centro de una
caja de Petri con medio agar/agua al 2%. Se dejaron crecer las bacterias por dos dias para
obtener un crecimiento adecuado del aislado bacteriano. Pasado este tiempo, se colocaron
500 pl de solucion de esporas distribuidos alrededor del aislado bacteriano con una distancia
de 2 cm, con la finalidad de observar si existia inhibicion en el proceso de germinacion de
las esporas de H. vastatrix en presencia de los diferentes aislados bacterianos (Figura 6).
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Pruebas de antagonismo
directo

Figura 5. Esquema de las pruebas para la evaluacion de antagonismo directo. A) Caja con
medio agar/agua al 2%, en el centro se colocaron 20 pl de solucion de bacteria en LB liquido
y a 2 cm de distancia se colocaron 500 pl de solucién de esporas. B) Caja control con medio
agar/agua al 2%, en el centro se colocaron 20 ul de medio de cultivo LB liquido y a 2 cm de
distancia se colocaron 500 ul de solucion de esporas (Tomado y modificado de Escudero-
Osorio, 2018).

Se emplearon tres réplicas por cada aislado bacteriano (tratamiento) y un control, en el cual
se coloco en el centro LB liquido y con solucion de esporas. Se incubaron los ensayos a 23
°C por 36 h en condiciones de oscuridad, para evaluar a las 6, 12, 24 y 36 h el porcentaje de
germinacion con respecto al control, y de esta manera determinar si existe actividad
antagonica.

El indice de inhibicion se calculd con la siguiente ecuacion:

indice de inhibicién % = (G(;;] )

Donde:
G= porcentaje de germinacion de esporas en frente del control
g= porcentaje de germinacion de esporas en frente de la bacteria

4.6. Analisis estadistico

Se utilizo el programa R version 3.6.3 para evaluar las diferencias en el indice de inhibicién
entre tratamientos. Para ello, se realizo una prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) para cada
uno de los tratamientos, con el objetivo de verificar la distribucion de los datos.
Posteriormente se realizo una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via, para
determinar las diferencias significativas entre cada uno de los tratamientos. Se realizo,
ademas, una prueba a posteriori de Dunnett, la cual se utilizo para comparar las medias de
todos los tratamientos contra el control. Las diferencias entre los tratamientos y el control se
consideraron significativas a un valor de P < 0.05.
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5. Resultados

5.1. Caracteristicas morfologicas de aislados bacterianos de area foliar con y sin dafio
evidente de roya en hojas de café, de la zona de muestreo en la comunidad de San Miguel
Reyes, Putla Villa de Guerrero, Oaxaca.

Se obtuvieron y caracterizaron 31 aislados bacterianos correspondientes a las areas foliares
sin dafo evidente de roya, los cuales fueron clasificados en 11 morfotipos con base en los
criterios microscopicos y macroscopicos mencionados; los aislados representantes de los
morfotipos fueron seleccionados al azar. De estos 11 morfotipos, 50 % corresponden a
bacterias Gram negativas y el otro 50 % a bacterias Gram positivas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Descripcion de morfotipos bacterianos obtenidos de areas foliares sin dafio
evidente de roya, de la zona de muestreo en la comunidad de San Miguel Reyes, Putla Villa
de Guerrero, Oaxaca.

Morfotipo

Descripcion
(Forma de la colonia, borde, elevacion,
superficie, consistencia, color, forma celular y
tincion de Gram)

Foto (100X)

BSOx1

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, membranosa, color amarillo.
Coco, Gram negativa.

BSOx2

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color amarillo. Coco,
Gram positiva.

BSOx3

Colonia con forma circular, borde entero,
plana/convexa, lisa, cremosa/ membranosa,
color amarillo. Bacilo, Gram positiva.

BSOx9

Colonia con forma circular, borde entero,
elevada, rugosa, membranosa, color blanco
transparente. Diplococo, Gram negativa.
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BSOx10 Colonia con forma irregular, borde ondulado, NS
elevada, rugosa, costrosa, color amarillo. Coco, ¢ 5
Gram negativa. b

BSOx18 Colonia con forma circular, borde entero,
plana/convexa, lisa, cremosa/membranosa,
color amarillo claro. Coco, Gram positiva.

BSOx19 Colonia con forma circular, borde entero, A2
elevada, lisa, membranosa, color blanco =
transparente. Coco, Gram positiva. 2

BSOx24 Colonia con forma circular, borde entero, ,
convexa, lisa, cremosa, color amarillo claro. :
Bacilo, Gram positiva. o

BSOx25 Colonia con forma circular, borde entero,
elevada, rugosa, membranosa, color blanco
transparente. Diplococo, Gram negativa.

BSOx26 Colonia con forma circular, borde entero, e
convexa, rugosa, cremosa/membranosa, color ;
amarillo claro. Coco, Gram negativa. ¥ =2

BSOx27 Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, membranosa, color amarillo.
Diplococo, Gram negativa.

Ademas, se obtuvieron y caracterizaron 266 aislados, clasificados en 52 morfotipos,
obtenidos a partir de tejidos foliares con dafio evidente de roya. Dentro de las 52 morfotipos
presentes en areas foliares con dafio evidente, los aislados representantes de los morfotipos
fueron seleccionados al azar. Se encontrd un porcentaje de 73 % de bacterias Gram negativas
y 27 % de bacterias Gram positivas (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Descripcion de morfotipos bacterianos de areas foliares con dafio evidente de
roya, de la zona de muestreo en la comunidad de San Miguel Reyes, Putla Villa de Guerrero,

Oaxaca.

Morfotipo

Descripcion
(Forma de la colonia, borde, elevacion,
superficie, consistencia, color, forma celular y
tincion de Gram)

Foto (100X)

BEOx24

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color amarillo.
Diplococo, Gram positiva.

BEOx2

Colonia con forma circular, con borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color amarillo claro.
Coco, Gram Positiva.

BEOXx3

Colonia con forma circular, borde entero,
elevada, lisa, cremosa, color blanco. Diplococo,
Gram Negativa.

BEOx5

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color amarillo. Coco,
Gram negativa.

BEOXx6

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color blanco,
Diplococo, Gram positiva.

BEOx14

Colonia con forma irregular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color amarillo.
Diplococo, Gram positiva.
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BEOx32

Colonia con forma irregular, borde entero,
elevada, rugosa, membranosa, color amarillo
claro. Diplococo, Gram negativa.

BEOXx33

Colonia con forma irregular, con borde
ondulado, elevada, rugosa, costrosa, color
amarillo. Coco, Gram negativa.

BEOXx58

Colonia con forma circular, borde ondulado,
convexa, lisa, cremosa/membranosa, color
amarillo. Diplococo, Gram positiva.

BEOX75

Colonia con forma circular, borde entero, plana,
lisa, cremosa, color amarillo claro. Coco, Gram
negativo.

BEOXx79

Colonia con forma irregular, borde lobulado,
convexa, rugosa, membranosa, color naranja
claro. Diplococo, Gram negativa.

BEOx81

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, membranosa, color amarillo.
Coco, Gram negativa.

BEOx84

Colonia con forma circular, borde entero,
elevada, lisa, cremosa, color blanco /amarillo.
Diplococo, Gram positiva.

BEOx91

Colonia con forma circular, entero, convexa,
lisa, cremosa/membranosa, color amarillo
claro. Diplococo, Gram negativa.
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BEOx100

Colonia con forma circular, entero, elevada,
rugosa, cremosa, color blanco transparente.
Diplococo, Gram positiva.

BEOx102

Colonia con forma circular, borde entero,
elevada, lisa, cremosa, color amarillo. Coco,
Gram negativa.

BEOx103

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, cremosa/membranosa, color
amarillo. Coco, Gram negativa.

BEOx105

Colonia con forma circular, borde entero,
elevada, lisa, cremosa, color amarillo claro.
Coco, Gram negativa.

BEOx119

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, cremosa/membranosa, color
amarillo, Diplococo, Gram negativa.

BEOx121

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa/membranosa, color
amarillo claro. Coco, Gram negativa.

BEOx122

Colonia con forma circular, borde entero, plana,
rugosa, membranosa, color amarillo claro.
Coco, Gram negativa.

BEOx124

Colonia con forma irregular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color blanco.
Diplococo, Gram positiva.
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BEOx126

Colonia con forma circular, borde entero,
elevada, rugosa, cremosa, color blanco
transparente. Diplococo, Gram positiva.

BEOx131

Colonia con forma irregular, borde ondulado,
elevada, rugosa, cremosa, color amarillo
transparente. Coco, Gram negativa

BEOx134

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, membranosa, color naranja
claro. Coco, Gram negativa.

BEOx142

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color naranja.
Diplococo, Gram negativa.

BEOx146

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, membranosa, color amarillo.
Diplococo, Gram positiva.

BEOx147

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa/membranosa, color
amarillo. Diplococo, Gram negativa.

BEOx153

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, membranosa, color amarillo.
Coco, Gram positiva.

BEOx156

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, cremosa, color amarillo.
Coco, Gram negativa.
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BEOx164

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, membranosa, color amarillo
claro. Coco, Gram negativa.

BEOx178

Colonia con forma irregular, borde entero,
convexa, rugosa, membranosa, color amarillo.
Diplococo, Gram negativa.

BEOx181

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, membranosa, color amarillo.
Coco, Gram negativa.

BEOx186

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, membranosa, amarillo. Coco,
Gram negativa.

BEOx191

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, membranosa, amarillo. Coco,
Gram negativa.

BEOx193

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, colonia naranja.
Vibriones, Gram positiva.

BEOx196

Colonia con forma irregular, borde entero,
elevada, rugosa, membranosa, color blanco
transparente. Cocobacilo, Gram negativa.

BEOx201

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, membranosa, color amarillo.
Diplococo, Gram negativa.
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BEOx203

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, membranosa, color amarillo.
Coco, Gram positiva.

BEOx209

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, plegada, membranosa, color amarillo.
Diplococo, Gram negativa.

BEOx219

Colonia con forma circular, borde ondulado,
plana, rugosa, membranosa, color amarillo.
Diplococo, Gram negativa.

BEOx227

Colonia con forma circular, borde entero, plana,
lisa, membranosa, color amarillo. Diplococo,
Gram negativa.

BEOx239

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, membranosa, color amarillo
claro. Coco, Gram negativa.

BEOx242

Colonia con forma circular, borde ondulado,
convexa, plegada, membranosa, color amarillo.
Coco, Gram negativa.

BEOx259

Colonia con forma circular, borde entero,
elevada, lisa, membranosa, color blanco.
Diplococo, Gram negativa.

BEOx248

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, naranja claro.
Diplococo, Gram negativa.
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BEOx261 Colonia con forma circular, borde entero, plana,
lisa, membranosa, color amarillo claro.
Cocobacilo, Gram negativa.

BEOx263 Colonia con forma circular, borde ondulado,
plana, rugosa, membranosa, color amarillo.
Coco, Gram negativa.

BEOx264 Colonia con forma circular, borde entero, plana,
lisa, membranosa, color amarillo. Coco, Gram
negativa.

BEOx277 Colonia con forma circular, borde entero, R F e,
convexa, lisa, cremosa/membranosa, color
amarillo. Diplococo, Gram negativa. el A

5.2. Identificacion molecular de aislados bacterianos de areas foliares con y sin dafio
evidente de roya, de la zona de muestreo en Huatusco, Veracruz

Se obtuvieron 61 aislados bacterianos, 30 aislados provenientes de area sin dafio evidente y
31 aislados de area con dafio evidente. Como primera parte, se obtuvieron las secuencias de
30 aislados bacterianos de la zona de muestreo de Huatusco, Veracruz, 11 provenientes de
area foliar sin dafio evidente de roya (Cuadro 4) y 19 de area con dafio evidente de roya
(Cuadro 5). Las asignaciones taxondémicas a nivel de género se realizaron utilizando un
porcentaje de similitud mayor o igual al 93% con secuencias de la base de datos NCBI.

De los aislados provenientes de area foliar con dafio evidente de roya, los géneros méas
abundantes fueron Pseudomonas (58%), Frigoribacterium (21%) y Curtobacterium (11%);
ademas, los géneros Pseudomonas, Bacillus (5%) y Xanthomonas (5%) se aislaron
exclusivamente a partir de estas muestras. Por otro lado, en area foliar sin dafio evidente,
Curtobacterium fue el género méas abundante (69%), seguido de Frigoribacterium (27%) y
de Microbacterium (18%), este ultimo género siendo exclusivo de muestras sin dafio evidente
de roya.
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Cuadro 4. Aislados bacterianos obtenidos de area foliar sin dafio evidente de roya y sus
secuencias con mayor similitud, extraidas de la base de datos NCBI “Secuencias de ARN
ribosomico 16S (Bacteria y Archaea)”

Aislado Secuencia con mayor porcentaje de similitud NuUmero de acceso Porcentaje de
similitud (%)
BS6 Curtobacterium flaccumfaciens NR_025467.1 93.73%
BS13 Curtobacterium herbarum NR_025461.1 94.76%
BS14 Microbacterium testaceum NR_026163.1 94.49%
BS15 Frigoribacterium faeni NR_026511.1 96.52%
BS17 Frigoribacterium faeni NR_026511.1 98.71%
BS19 Curtobacterium oceanosedimentum NR_116064.1 99.62%
BS20 Curtobacterium flaccumfaciens NR_025467.1 93.73%
BS22 Frigoribacterium faeni NR_026511.1 97.16%
BS23 Curtobacterium oceanosedimentum NR_116064.1 97.19%
BS25 Microbacterium testaceum NR_026163.1 95.51%
BS26 Curtobacterium oceanosedimentum NR_116064.1 93.73%

Cuadro 5. Aislados bacterianos obtenidos de area foliar con dafio evidente de roya y sus
secuencias con mayor similitud, extraidas de la base de datos NCBI “Secuencias de ARN
ribosdmico 16S (Bacteria y Archaea)”

Aislado Secuencia con mayor porcentaje de similitud Numero de acceso Porcentaje de
similitud (%)
BE1 Bacillus oceanisediminis NR_117285.1 97.06%
BES Frigoribacterium endophyticum NR_134732.1 97.95%
BES Frigoribacterium faeni NR_026511.1 99.1%
BE9 Xanthomonas campestris NR_074936.1 97.7%
BE10 Curtobacterium flaccumfaciens NR_025467.1 100%
BE11 Frigoribacterium faeni NR_026511.1 98.71%
BE13 Pseudomonas bohemica NR_159101.1 98.58%
BE19 Pseudomonas cremoricolorata NR_040860.1 98.98%

44



BE20 Frigoribacterium faeni NR_026511.1 99.1%

BE22 Pseudomonas parafulva NR_040859.1 98.98%
BE23 Curtobacterium flaccumfaciens NR_025467.1 100%

BE24 Pseudomonas paralactis NR_156987.1 99.87%
BE25 Pseudomonas paralactis NR_156987.1 99.87%
BE26 Pseudomonas parafulva NR_040859.1 98.97%
BE27 Pseudomonas paralactis NR_156987.1 99.87%
BE28 Pseudomonas cremoricolorata NR_040860.1 98.85%
BE29 Pseudomonas cremoricolorata NR_040860.1 98.98%
BE30 Pseudomonas paralactis NR_156987.1 100%

BE31 Pseudomonas abietaniphila NR_041952.1 98.47%

5.3. Caracteristicas morfoldgicas de aislados bacterianos que no fueron identificados
molecularmente de area foliar con y sin dafio evidente de roya, de la zona de
muestreo de Huatusco, Veracruz.

Se aislaron 30 bacterias correspondientes a las areas sin dafio evidente de roya, de las cuales
11 fueron identificadas molecularmente y las 19 restantes se caracterizaron
morfolégicamente. Estos 19 aislados bacterianos se clasificaron en 7 morfotipos con base en
los criterios microscopicos y macroscopicos anteriormente mencionados, los aislados
representantes de los morfotipos fueron seleccionados al azar (Cuadro 6).

Cuadro 6. Descripcion de morfotipos bacterianos de areas sin dafio evidente de roya, de la
zona de muestreo en Huatusco, Veracruz.

Morfotipo Descripcion Foto (100X)
(Forma de la colonia, borde, elevacion,
superficie, consistencia, color, forma celular y
tincion de Gram)
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BS3 Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, rugosa, membranosa, color blanco. i R e
Diplococo, Gram positiva. ' ’

BS4 Colonia con forma circular, borde ondulado,
convexa, rugosa, cremosa, color amarillo.
Coco, Gram positiva.

BS5 Colonia con forma circular, borde entero, P i
pulvinada, lisa, membranosa, color blanco AR
transparente. Diplococo, Gram negativa. s I
s RNy e g “ e
BS9 Colonia con forma circular, borde entero,

pulvinada, lisa, membranosa, color blanco.
Diplococo, Gram negativa.

BS12 Colonia con forma circular, borde entero, AR .
convexa, lisa, membranosa, transparente. s v
Cocobacilo, Gram negativa. T ~ ol
BS21 Colonia con forma circular, borde ondulado,

convexa, rugosa, cremosa, color amarillo claro.
Coco, Gram negativa.

BS31 Colonia con forma circular, borde entero, E A
convexa, lisa, cremosa, color blanco. Coco, ‘ i {:';.-"'«'..'-:,
Gram Negativa. R R S
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Para las muestras en areas con dafio evidente de roya se aislaron 31 bacterias, de las cuales
19 fueron identificadas molecularmente. Las 12 bacterias restantes se caracterizaron
morfolégicamente y se agruparon en 7 morfotipos, los aislados representantes de los
morfotipos fueron seleccionados al azar (Cuadro 7).

Cuadro 7. Descripcion de morfotipos bacterianos de &reas con dafio evidente de roya, de la
zona de muestreo en Huatusco, Veracruz.

Morfotipo

Descripcion
(Forma de la colonia, borde, elevacion,
superficie, consistencia, color, forma celular y
tincion de Gram)

Foto (100X)

BE2

Colonia con forma irregular, borde ondulado,
convexa, rugosa, cremosa, color amarillo.
Coco, Gram negativa.

BE3

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color rosa claro. Coco,
Gram positiva.

BE4

Colonia con forma circular, borde ondulado,
convexa, lisa, cremosa, color blanco. Coco,
Gram positiva.

o

?..

BE14

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color amarillo.
Cocobacilo, Gram negativa.

BE15

Colonia con forma circular, borde entero,
convexa, lisa, cremosa, color blanco. Bacilo,
Gram negativa.
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BE16 Colonia con forma irregular, borde entero,
pulvinada, lisa, membranosa, color blanco.
Coco, Gram negativa.

BE18 Colonia con forma irregular, borde ondulado, . LUEETS e
elevada, lisa, cremosa, color amarillo. Coco, - &: Lo
Gram negativa. R -
*o. -

5.4. Evaluacion in vitro de la actividad antagonica de los aislados bacterianos contra H.
vastatrix, de la zona de muestreo en la comunidad de San Miguel Reyes, Putla Villa
de Guerrero, Oaxaca

Se evaluaron 11 aislados bacterianos (representantes de los morfotipos identificados) de area
foliar sin dafio evidente de roya por su capacidad para inhibir la germinacién in vitro de
uredosporas de H. vastatrix. Se realizaron conteos de germinacion de uredosporas a las 6, 12,
24 y 36 h después de la inoculacion (Anexo 1).

En la Figura 7 se observa el indice de inhibicion en la germinacién de uredosporas causados
por los 11 aislados bacterianos a las 6 h. Diez aislados bacterianos causaron de manera
significativa la inhibicion de germinacion (P < 0.05), en comparacion con el control.
Unicamente los aislados BSOx2, BSOx27, BSOx24, BSOx1, BSOx18, BSOx25 inhibieron
mas del 50%. El aislado bacteriano BSOx25 provoco el mayor valor de inhibicion a las 6 h
(87.05%) seguido del aislado BSOx18 (85.53%).
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Figura 7. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas sin dafio evidente de roya, a las 6 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicidn de 3 réplicas * el error estandar.
* Diferencias significativas (P <0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la Figura 8 se observa el indice de inhibicion en la germinacién de uredosporas causados
por los 11 aislados bacterianos a las 12 horas. Diez aislados bacterianos inhibieron
significativamente la germinacién (P < 0.05), en comparacién con el control. Sin embargo,
solo BSOx1 y BSOx18 inhibieron la germinacion de uredosporas por arriba del 50%. El
aislado con mayor porcentaje de inhibicion en este tiempo fue BSOx1 (85.66%) seguido de
BSOx18 (84.57%).
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Figura 8. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con

los aislados bacterianos, provenientes de areas sin dafio evidente de roya, a las 12 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicidn de 3 réplicas + el error estandar.
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* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la Figura 8 se observa el indice de inhibicion en la germinacion de uredosporas causados
por los 11 aislados bacterianos a las 24 horas. Diez aislados bacterianos inhibieron de manera
significativa la germinacion de las uredosporas (P < 0.05), en comparacion con el control.
Nuevamente los aislados BSOx1 (90.75%) y BSOx18 (84.02%) inhibieron la germinacion
de uredosporas por arriba del 50%. Dos aislados, BSOx19 y BSOx24, promovieron la
germinacion de las uredosporas hasta en un 20.55% y 31.54%, respectivamente.
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Figura 9. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas sin dafio evidente de roya, a las 24 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicidn de 3 réplicas * el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la Figura 10 se observa el indice de inhibicion en la germinacion de uredosporas causados
por los 11 aislados bacterianos a las 36 horas. Solo 2 aislados bacterianos inhibieron de
manera significativa la germinacion (P < 0.05). Los demaés aislados perdieron la capacidad
antagénica presentada en los tiempos previos, algunos de ellos incluso promovieron la
germinacion con respecto al control. Los aislados BSOx1 y BSOx18 inhibieron la
germinacion de uredosporas por arriba del 50%. El aislado con mayor porcentaje de
inhibicién fue BSOx1 (87.28%), seguido de BSOx18 (65.67%), ambos aislados inhibieron
mas del 50% de germinacion de uredosporas en los cuatro tiempos de medicion.
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Figura 10. indice de inhibicion de los aislados bacterianos, de areas sin dafio evidente de
roya, con actividad antagdnica contra H. vastatrix a las 36 horas. Los valores representan el
promedio de porcentajes de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar. * Diferencias
significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de Dunnett.

En el caso de los aislados provenientes de area foliar con dafio evidente de roya, se evaluaron
51 aislados (representantes de los morfotipos formados), se realizaron mediciones de
germinacién de uredosporas a las 6, 12, 24 y 36 horas después de la inoculacion (Anexo 2).
Unicamente 27 aislados inhibieron de manera significativa (P <0.05), en comparacion con el
control, el indice de germinacion por lo menos en alguna de las mediciones.

En la figura 11 se muestra el indice de inhibicidn en la germinacion de uredosporas causados
por los 27 aislados bacterianos a las 6 horas. Del total de aislados bacterianos, 19 aislados
inhibieron de manera significativa la germinacion (P<0.05). Los aislados BEOx259,
BEOx264, BEOx191, BEOx24, BEOx33, BEOx131, BEOx209, BEOx81, BEOx4,
BEOx181, BEOx58, inhibieron por arriba del 50% la germinacion. El aislado BEOx58
obtuvo el mayor indice de inhibicion con un 98.88%, seguido de BEOx181 (97.82 %) y
BEOx4 (93.92%).
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Figura 11. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas con dafo evidente de roya, a las 6 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la figura 12 se muestra el indice de inhibicion en la germinacion de uredosporas causados
por los 25 aislados bacterianos a las 12 horas, 19 aislados inhibieron de manera significativa
la germinacion de uredosporas. Los aislados BEOx264, BEOx191, BEOx24, BEOx131,
BEOx209, BEOx81, BEOx181 y BEOX58 inhibieron por arriba del 50% de germinacién de
uredosporas. El aislado con mayor indice de inhibicion fue BEOX58 con 88.22%, seguido de
BEOx209 y BEOx81 con 86.92% y 80.46% respectivamente.
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Figura 12. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas con dafio evidente de roya, a las 12 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicidn de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P <0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.
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En la figura 13 se muestra el indice de inhibicién en la germinacion de uredosporas causados
por los 25 aislados bacterianos a las 24 horas. Nuevamente 19 aislados inhibieron de manera
significativa la germinacidn. Sin embargo, para este tiempo solamente los aislados BEOx264,
BEOx191, BEOx209, BEOx81 y BEOx58 inhibieron por arriba del 50%. El aislado BEOx58
inhibio el 95.59% de la germinacion, seguido de BEOx191, BEOx209 y BEOx81 con un
77.43%, 73.03% y 72.71% respectivamente.
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Figura 13. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas con dafio evidente de roya, a las 24 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la figura 14 se muestra el indice de inhibicion en la germinacion de uredosporas causados
por los 25 aislados bacterianos a las 36 horas. 14 aislados inhibieron de manera significativa
(P<0.05), con respecto al control. Nuevamente los aislados BEOx264, BEOx191, BEOx209,
BEOx81 y BEOx58 inhibieron por arriba del 50%. El aislado con mayor indice de inhibicion
fue BEOX58 (94.24%), seguido de BEOx191 (76.26%), BEOx81 (75.72%) y BEOx209
(71.98%).

Los aislados BEOx191, BEOx81, BEOx209 y BEOx58, inhibieron la germinacion de
uredosporas por arriba del 50% en los cuatro tiempos de medicién. BEOx58 obtuvo los
valores més altos en los diferentes tiempos de medicion.
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Figura 14. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas con dafio evidente de roya, a las 36 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

5.5. Evaluacidn in vitro de la actividad antagonica de los aislados bacterianos contra H.
vastatrix, de la zona de muestreo de Huatusco, Veracruz.

Se probaron 12 aislados bacterianos de areas sin dafio evidente de roya, 5 aislados
representantes de aquellos que fueron identificados molecularmente de las areas sin dafio
evidente, esta seleccion se hizo tomando de referencia el mayor porcentaje de similitud entre
los aislados que coincidieron con el mismo porcentaje de similitud con las secuencias del
GenBank (BS17 con 98.71% de similitud con F. faeni), y 7 aislados representantes de los
morfotipos formados. Se realizaron mediciones de germinacién de uredosporas a las 6, 12,
24 y 36 horas después de la inoculacién (Anexo 3). Solamente siete aislados inhibieron la
germinacion de manera significativa (P < 0.05) con respecto al control, en alguna de las
mediciones. BS4, BS21, BS3, BS31, BS9 y BS12 son aislados correspondientes a los
morfotipos formados y BS17 identificado como perteneciente al género Frigoribacterium.

En la Figura 15 se muestra el indice de inhibicién en la germinacién de uredosporas causados
por los siete aislados bacterianos a las 6 horas. Todos los aislados inhibieron la germinacion
de manera significativa (P<0.05), con respecto al control. Los aislados BS9 y BS12
inhibieron por arriba del 50%, el aislado con mayor indice de inhibicién fue BS12 (100%)
seguido de BS9 (72.81%).
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Figura 15. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas sin dafio evidente de roya, a las 6 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la Figura 16 se muestra el indice de inhibicidn en la germinacion de uredosporas, causados
por los siete aislados bacterianos a las 12 horas. Todos los aislados inhibieron la germinacion
de esporas de manera significativa (P < 0.05), con respecto al control. Los aislados BS9 y
BS12 inhibieron por arriba del 50%. BS12 fue el aislado con mayor indice de inhibicion
(89.66%) seguido de BS9 (59.48%).
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Figura 16. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas sin dafio evidente de roya, a las 12 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA vy una prueba a posteriori de
Dunnett.
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En la Figura 17 se muestra el indice de inhibicidn en la germinacion de uredosporas, causados
por los siete aislados bacterianos a las 24 horas. Todos los aislados inhibieron la germinacion
de manera significativa (P<0.05), con respecto al control. El aislado BS12 presentd el mayor
porcentaje de inhibicidn con un 87.57%, seguido del aislado BS9 con un 47.15%.
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Figura 17. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas sin dafio evidente de roya, a las 24 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la Figura 18 se muestra el porcentaje de inhibicion en la germinacion de uredosporas,
causados por los siete aislados bacterianos a las 24 horas. Solo seis aislados inhibieron de
manera significativa (P < 0.05), con respecto al control. El aislado BS12 inhibio la
germinacion de uredosporas con un 89.71%, seguido de Frigoribacterium sp. BS17 con
40.90%. El aislado BS12 inhibié por arriba del 50% en los diferentes tiempos de medicion,
seguido de BS9 que solo obtuvo valores por arriba del 50% a las 6 y 12 horas.
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Figura 18. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas sin dafio evidente de roya, a las 36 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas * el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En el caso de los aislados de areas con dafio evidente de roya se probaron 17 aislados, 10
aislados representantes de aquellos que fueron identificados molecularmente de las areas con
dafo evidente, tomando de criterio de seleccion el mayor porcentaje de similitud entre los
aislados que coincidieron con el mismo porcentaje de similitud con las secuencias del
GenBank, y 7 aislados representantes de los morfotipos formados. Solamente 14 aislados
inhibieron la germinacion de uredosporas de manera significativa (P < 0.05) con respecto al
control, en alguna de las mediciones (Anexo 4). Diez de estos aislados fueron identificados
molecularmente: BE25, B29, BE22, BE31 y BE13 pertenecientes al género Pseudomonas,
BES5 y BE11 al género Frigoribacterium, BE23 a Curtobacterium, BE9 a Xanthomonas y
BE1 a Bacillus. Los aislados BE16, BE14, BE2 y BE15 son representantes de los morfotipos
formados.

En la Figura 19 se muestra el indice de inhibicién en la germinacién de uredosporas causados
por 14 aislados bacterianos a las 6 horas. Solo 12 aislados inhibieron la germinacién de
uredosporas de manera significativa, (P < 0.05) con respecto al control. Los aislados BE23,
BE14, BE2, BE31, BE15, BE5, BE29, BE1, inhibieron por arriba del 50% la germinacion.
El aislado con mayor indice de inhibicion fue Bacillus sp. BE1 (91.93%), seguido de
Pseudomonas sp. BE29 (82.41%), Frigoribacterium sp. BE5 (72.72%), BE15 (64.87%) y
Pseudomonas sp. BE31 (61.75%). El aislado Pseudomonas sp. BE25 promovié la
germinacion de uredosporas a las 6 horas.
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Figura 19. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas con dafio evidente de roya, a las 6 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la Figura 19 se muestra el indice de inhibicién en la germinacion de uredosporas causados
por 14 aislados bacterianos a las 12 horas. 13 aislados inhibieron la germinacion de
uredosporas de manera significativa, (P<0.05) con respecto al control. Los aislados BE22,
BE23, BE14, BE2, BE5, BE29, BEL, inhibieron por arriba del 50% la germinacién. El aislado
con mayor indice de inhibicion fue Bacillus sp. BE1 (100%), seguido de Pseudomonas sp.
BE29 (82.78%), Frigoribacterium sp. BE5 (60.76%) y Curtobacterium sp. BE23 (60.50%).
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Figura 20. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas con dafio evidente de roya, a las 12 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicidn de 3 réplicas + el error estandar.
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* Diferencias significativas (P <0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

En la Figura 21 se muestra el indice de inhibicién en la germinacién de uredosporas causados
por 14 aislados bacterianos a las 24 horas. Todos los aislados inhibieron de manera
significativa (P < 0.05) con respecto al control, la germinacion de uredosporas. Los aislados
BE9, BE22, BE5, BE29 y BEL, inhibieron por arriba del 50% la germinacién. El aislado con
mayor indice de inhibicion fue Pseudomonas sp. BE29 (93.75%), seguido de Bacillus sp.

BE1 (86.84%), Pseudomonas sp. BE22 (72.90%) y Xanthomonas sp. BE9 (63.85%).
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Figura 21. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de areas con dafio evidente de roya, a las 24 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicidn de 3 réplicas * el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.
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En la Figura 22 se muestra el indice de inhibicién en la germinacién de uredosporas causados
por 14 aislados bacterianos a las 36 horas. 13 aislados inhibieron de manera significativa, (P
< 0.05) con respecto al control, la germinacién de uredosporas. Los aislados BE9, BE23,
BES5, BE29 y BE1, inhibieron por arriba del 50% la germinacion. El aislado con mayor indice
de inhibicién fue Pseudomonas sp. BE29 (93.21%), seguido de Bacillus sp. BE1 (88.48%),
Frigoribacterium sp. BE5 (74.94%), Xanthomonas sp BE9 (60.20%) y Curtobacterium sp.
BE23 (60.16%). Los aislados BE1, BE29 y BE5 inhibieron por arriba del 50% en los cuatro
tiempos de medicion; Bacillus sp. BE1 obtuvo los valores méas altos, seguido de
Pseudomonas sp. BE29 y Frigoribacterium sp. BE5.
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Figura 22. indice de inhibicion de la germinacion de esporas de H. vastatrix en contacto con
los aislados bacterianos, provenientes de &reas con dafio evidente de roya, a las 36 horas. Los
valores representan el promedio de los indices de inhibicion de 3 réplicas + el error estandar.
* Diferencias significativas (P < 0.05), con prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de
Dunnett.

60



6. Discusion

Hemileia vastatrix no solo afecta la salud de las plantas, se ha convertido en uno de los
causantes de enfermedades mas destructivas y de mayor importancia economica para el
sector cafetalero (SAGARPA, 2016) EIl control convencional de esta enfermedad se basa
principalmente en la aplicacion de férmulas quimicas, y recientemente en la sustitucion de
plantas por variedades resistentes. Se ha reportado la generacién de resistencia del patdgeno
a fungicidas y afectando variedades aparentemente resistentes (Zambolim, 2016). Por lo
tanto, la busqueda de enemigos naturales es una alternativa necesaria para el control de la
enfermedad (Yirga, 2020). En este trabajo, se evalud la actividad antagonica de aislados
bacterianos provenientes de hojas de café (C. arabica) con sintomas de roya en la
germinacién de esporas del agente causal H. vastatrix. Para cumplir con el objetivo, se
realizaron experimentos in vitro con aislados bacterianos provenientes de hojas de café de
areas sin y con dafio evidente de roya. La colecta de material biolégico se realizé en dos
sitios, ubicados en la comunidad de San Miguel Reyes, Oaxaca y en el municipio de
Huatusco, Veracruz.

Para identificar un nuevo agente de control biologico con la capacidad de reducir la
incidencia de enfermedades en plantas, es importante realizar escrutinios con la mayor
cantidad posible de aislados bacterianos, entre otras razones, debido a la redundancia que
puede existir al distinguir los morfotipos (Haddad et al., 2009; 2013). En el caso de los
cafetales en Oaxaca, se obtuvieron 297 aislados bacterianos y en los cafetales de Huatusco
un total de 61 aislados. Se han reportado numerosos aislados de bacterias asociados a la
filésfera de plantas en dos diferentes fincas de café, una con manejo organico y otra con
manejo convencional, siendo méas abundantes las colonias bacterianas provenientes de
cultivos organicos (Carcache, 2002; Vidal-Martinez et al., 2019). El patron de
comportamiento de las comunidades microbianas de la fildsfera se ve alterado por efectos
locales como las practicas de cultivo, el grado de infestacion por enfermedades y su manejo,
0 por eventos climaticos, entre otros (Carcache, 2002). Se han identificado bacterias
provenientes de la filosfera de plantas de café que pueden actuar como agentes de control
bioldgico con actividad antifungica y nematicida (Benoit et al., 2021)

En este estudio se identificaron los géneros Pseudomonas, Frigoribacterium,
Curtobacterium, Bacillus, Xanthomonas y Microbacterium como presentes en las areas
foliares con y sin sintomas de roya en muestras de Huatusco, Veracruz (Cuadros 4 y 5). Se
han reportado distintos géneros de bacterias que se desarrollan en el plano filosférico de
diferentes plantas, los resultados de este estudio coinciden con la dominancia de los géneros
Bacillus, Curtobacterium y Pseudomonas reportados en este trabajo (Knief et al., 2012;
Martins et al., 2013; Baez-Vallejo et al., 2020). En el caso del café, se reportan los géneros
Bacillus, Curtobacterium, Pseudomonas y Xanthomonas como habitantes de los distintos
tejidos (Vega et al., 2005), ademés también se reportan los generos bacterianos endoéfitos de
raices y semillas de plantas de C. canephora y C. liberica, los géneros dominantes fueron
Nocardia, Bacillus y Burkholderia y Streptomyces (Benoit et al., 2021). Estos géneros
bacterianos comunmente encontrados en la fildsfera de distintas plantas han desarrollado
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diversas estrategias para poder colonizar exitosamente estas superficies, por ejemplo, la
formacion de endosporas (Bacillus), la produccion de biopeliculas o de toxinas que permiten
la liberacion de metabolitos secundarios por la planta sin causar la necrosis del tejido vegetal
(Lindow y Brandl, 2003).

Los principales resultados de la evaluacion de la actividad antagonica de los aislados
bacterianos seleccionados contra H. vastatrix, mostraron diferente actividad bioldgica sobre
la germinacion de uredosporas en los distintos tiempos de medicion (6,12, 24 y 36 horas). La
eficiencia fue mayor con los aislados BSOx1, BSOx18, BEOx191, BEOx81, BEOx209,
BEOx58, BS12, BE1, BE29 y BES5, que inhibieron la germinacion de uredosporas en mas de
un 50% en los diferentes tiempos (Figuras 6-21). El aislado BE1 fue identificado como
perteneciente al género Bacillus, BE29 como Pseudomonas y BE5 como Frigoribacterium.
Los aislados BSOx1, BSOx81, BSOx191, BEOx209 y BS12 presentaron caracteristicas
microscopicas similares, siendo Gram negativas en forma de cocos. Los aislados BSOx18 y
BEOXx58 con caracteristicas microscépicas Gram positiva en forma de coco y diplococo
respectivamente (Cuadros 2, 3,6y 7).

El aislado BE1 fue identificado como Bacillus y redujo en un 88% la germinacion de
uredosporas. El género Bacillus y otras bacterias Gram positivas ofrecen grandes
expectativas para ser aprovechadas, se han demostrado sus potencialidades para promover el
crecimiento de las plantas y el control biologico de patdgenos (Tejera-Hernandez et al., 2011,
Méndez-Bravo et al., 2018; Baez-Vallejo et al., 2020). Se considera que algunas especies de
este género son buenas candidatas para el desarrollo de formulaciones bioplaguicidas debido
a su capacidad para producir antibioticos y compuestos antifangicos (Ji et al., 2013; Guevara-
Avendafio et al., 2020). En estudios similares, se reporta el uso de bacterias asociadas a
distintos tejidos vegetales de plantas de café con un efecto sobre H. vastatrix; por ejemplo,
Shiomi et al., (2006) reportaron que el uso de aislados identificados como B., lentimorbus y
B. cereus inhiben més del 50% la germinacion de uredosporas, y sugieren que al aplicar los
aislados, éstos pueden actuar por antibiosis, lisis de estructuras patdégenas, competicion o
induccién de resistencia sistémica en el hospedante. Costa et al., (2007) realizaron un
experimento en invernadero y evaluaron la aplicacion de B. subtilis en plantas de café (C.
arabica), los resultados indican que redujo en un 77% la infeccion causada por H. vastatrix.
Por otro lado, Silva et al., (2012) sefialan que el uso de B. megaterium en discos de hoja de
café, tuvo un efecto cuando se aplicaba 72 0 24 horas antes de estar en contacto con H.
vastatrix, reduciendo en un 60% la gravedad de la enfermedad en la planta; ademas sefialan
que el uso de Brevibacillus choshinensis, Pectobacterium carotovorum, Cedacea davisae y
Microbacterium testaceum, disminuyen significativamente la severidad de la roya.
Haddad et al., (2009, 2013, 2014) identificaron ocho posibles aislados bacterianos, siete
aislados fueron reportados como Bacillus spp., y uno como Pseudomonas sp. Estos aislados
redujeron en mas del 70 % la frecuencia de infeccion y el niUmero de uredosporas por hoja,
ademas, sugieren que estos aislados producen compuestos antifingicos o desarrollan una
resistencia sistémica inducida (ISR) a la roya del café.

Los aislados BE29, BE25, BE22 y BE13 fueron identificados como Pseudomonas spp.,
inhibieron en un 94, 22, 73 y 40% la germinacion de uredosporas a las 24 horas. Sin embargo,
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los aislados BE25, BE22 y BE13, aislados de la filosfera de café, de areas con dafio evidente,
redujeron su efectividad a las 36 horas. Pseudomonas es un género de bacterias Gram
negativas, esta compuesto por mas de 100 especies (Mulet et al., 2010). Este género se
caracteriza por su capacidad de producir metabolitos secundarios con actividad antagénica
contra hongos u oomicetes fitopatdgenos, por ejemplo, P. cinnamomi, F. oxysporum, F solani
(Ligon et al., 2000; Martinez y Osorio, 2007; Méndez-Bravo et al., 2018; Béaez-Vallejo et
al., 2020; Benoit et al., 2021). Posee una combinacion de multiples mecanismos a través de
los cuales puede ejercer un control bioldgico efectivo, incluyendo el antagonismo directo, la
emision de compuestos volatiles antimicrobianos y la induccidn de resistencia en la planta
(Mulet et al., 2010; Santoyo et al., 2012; Baez-Vallejo et al., 2020). Costa et al. (2007)
reportaron que el uso de P. putida redujo la gravedad de infeccion ocasionada por la roya de
café en un 90% en plantas de C. arabica en especifico de la variedad de Catuai Vermelho).

El género Microbacterium esta conformado por bacterias Gram positivas, generalmente en
forma de bacilos (Thorel et al., 1990). Pertenece a las actinobacterias, las cuales se conocen
por su amplia gama de compuestos antimicrobianos (Reverchon et al., 2019). Los aislados
B14 y BS25 fueron identificados como pertenecientes a este género, sin embargo, en este
estudio no se obtuvo un efecto de Microbacterium en la germinacion de uredosporas. Estos
resultados contrastan con los reportados por Silva et al., (2012), quienes indican que el uso
de Microbacterium testaceum redujo en un 63% la germinacién de uredosporas.
Microbacterium sp., también ha sido reportado por su actividad inhibidora del hongo
fitopatdgeno Rhizoctonia solani, aislado del interior de las raices de Panax ginseng C.A.
Meyer (Cho et al., 2007). Este género también se ha aislado de la rizosfera de Platanus
mexicana y se reporta con actividad antifingica ante el fitopatdgeno Fusarium solani
(Escudero-Osorio, 2018; Reverchon et al., 2020).

Frigobacterium también pertenece al filo Actinobacteria. Es un género de bacteria Gram
positiva, no formadora de esporas, que se caracteriza por tener un desarrollo 6ptimo a
temperaturas que oscilan entre 4 y 10°C (Kéampfer, 2015). Este género ha sido asociado
principalmente a la rizdsfera, al haber sido aislado a partir de la rizésfera de plantas
medicinales como Echinacea purpurea L. y Echinacea angustifolia (L.) Moench (Chiellin et
al., 2014). Recientemente se aislé Frigobacterium de la rizosfera de arboles de Liquidambar
styraciflua y se ha reportado con actividad antifingica contra Fusarium solani (Escudero-
Osorio, 2018; Reverchon et al., 2020). De manera interesante, los aislados BS17, BE11,
BE25 y BES fueron identificados como pertenecientes a este género y aislados de la fildsfera
de café. Los aislados BS17 y BE11, obtenidos de las éareas foliares sin dafio evidente y con
dafo evidente, respectivamente, de la zona de muestreo en Huatusco, Veracruz, inhibieron
la germinacion de uredosporas en un 41.56 y 43% respectivamente (Figuras 16 y 20, Cuadros
4y 5), en las primeras 24 horas en estar en contacto contra H. vastatrix, mientras que el
aislado BE5, proveniente de la zona de muestreo de Huatusco, Veracruz y del area con dafio
evidente, inhibid la germinacion en un 75% a las 36 horas (Figura 21; Cuadro 5).

Curtobacterium es un género de bacterias Gram positivas, también pertenece al filo
Actinobacteria (Yamada y Komagata, 1972). Este género esta asociado a distintos tejidos
vegetales, y se ha reportado como promotor de crecimiento vegetal y con actividad
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antimicrobiana (Bulgari et al., 2014). El aislado BE23, obtenido de tejidos foliares de area
con dafio evidente, fue identificado como Curtobacterium sp. e inhibié en un 60% la
germinacién de uredosporas a las 36 horas (Figura 21), este género ain no ha sido reportado
por su actividad antagonica contra H. vastatrix. Sin embargo, Curtobacterium flaccumfaciens
(en combinacion con otras cepas de rizobacterias) induce la resistencia sistémica del pepino
(Cucumis sativus) contra Colletotrichum orbiculare, Pseudomonas syringae pv. lachrymans
y Erwina tracheiphila (Raupach y Kloepper, 1998). Aunado a esto, recientemente se aislaron
varios Curtobacterium de la filésfera de Nectandra salicifolia y de Platanus mexicana,
especies caracteristicas del bosque de niebla veracruzano, y se reportd su actividad
antifungica contra Fusarium solani (Baez-Vallejo et al., 2020; Reverchon et al., 2020).

El género Xanthomonas comprende un grupo de bacterias Gram negativas, que son de
tipicamente de morfologia bacilo y crecen a una temperatura 6ptima de 28°C (Saddler y
Bradbury, 2005). EL aislado BE9, obtenido de tejidos foliares de areas con dafio evidente de
las muestras de Huatusco, Veracruz, inhibié la germinacion en un 69% a las 36 horas de estar
en contacto con H. vastatrix (Figura 21), sin embargo, hasta el momento no se ha reportado
su actividad antifungica contra H. vastatrix. Es importante resaltar que este género se asocia
principalmente a bacterias fitopatdgenas, afecta a un amplio rango de hospedantes; la especie
de X. axonopodis ocasiona la enfermedad del tizon comdn bacteriano en el frijol (Phaseolus
vulgaris) (Francisco-Francisco et al., 2013); X. campestris pv. vesicatoria ocasiona la
mancha bacteriana en el chile (Capsicum annuum L) (Robles-Hernandez et al., 2017); y X.
citri causa el cancro de los citricos, produciendo la defoliacion, la caida prematura y
manchado de frutos (Behlau et al., 2011). Debido a que este género se asocia a enfermedades,
existe muy poca investigacion sobre los efectos positivos que el género Xanthomonas pudiera
tener, en especial como atenuante de otros fitopatdgenos. Se ha reportado a Xanthomonas
maltophilia como agente de control bioldgico ante la enfermedad del parche de verano del
césped ocasinada por el hongo Magnaporthe poae, inhibiendo en un 70% la enfermedad en
estudios in vitro (Kobayashi et al., 1995).

Es interesante observar como este género al interactuar Unicamente con las uredosporas de
H. vastratix funge como posible agente de control biol6gico, sin embargo, es necesario
complementar con otros estudios, posiblemente en consorcios bacterianos, para observar su
comportamiento con otros microorganismos de la misma planta. Adicionalmente, la posible
patogenicidad de este aislado se debe descartar.

Los resultados demuestran que las bacterias asociadas a plantas con sintomas de roya y en
especifico de areas con dafio evidente, redujeron significativamente la germinacion de H.
vastatrix. Esto puede ser posible porque al haber una alteracion en las comunidades
bacterianas, que naturalmente se encuentran en la planta, estas empiezan a competir por
recursos y a producir compuestos antifingicos, inhibiendo asi el desarrollo de la enfermedad.
Comunmente los estudios se han enfocado en la busqueda de agentes de control bioldgico en
plantas sanas, sin embargo, recientemente se ha probado el éxito en el control bioldgico de
enfermedades a partir de microorganismos asociados a plantas enfermas (Ellis, 2017;
Guevara-Avendario et al., 2018; Bejarano-Bolivar et al., 2021). Esto ultimo se refuerza con
lo encontrado en este estudio, en el caso de las bacterias aisladas de la zona de muestreo en
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Oaxaca Y de areas con dafio evidente (BEOKX), se obtuvo que el 27.45% tuvo efectividad a
las 36 horas de estar en contacto con la roya, en el caso de las areas sin dafio evidente (BSOXx)
el 18.19% tuvo efectividad en el mismo tiempo. Por otro lado, las bacterias aisladas de la
zona de muestreo en Veracruz y de areas con dafio evidente (BE), el 76.47% tuvieron
efectividad a las 36 horas de estar en contacto con la roya, y del &rea sin dafio evidente (BS)
el 50% demostré ser efectivo en el mismo tiempo. Aunado a esto, los resultados confirman
la hipdtesis planteada al inicio del proyecto, la cual postulaba que “en las hojas de café existen
bacterias, que al interactuar con el hongo biotrofo Hemileia vastatrix tienen la capacidad de
antagonizar su crecimiento y desarrollo”, especificamente en la fase de germinacion.

El manejo de la roya del café representa uno de los retos actuales mas relevantes en la
caficultura, las investigaciones actuales sugieren que es necesario implementar estrategias
integradas en su tratamiento y prevencion. En nuestro pais se han desarrollado variedades de
café resistentes a la enfermedad, la variedad Oro Azteca ha demostrado alta resistencia en
estudios controlados (Couttolenc-Brenis et al., 2020), sin embargo, su éxito en campo
requiere combinar diferentes herramientas, entre ellas el uso de enemigos microbianos
naturales de H. vastatrix.
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7. Conclusién

En este estudio, se evalud in vitro la actividad antagonica de bacterias asociadas a la fildsfera
de café (Coffea arabica) con sintomas de roya. De acuerdo con nuestros resultados, 35
aislados inhibieron de manera significativa la germinacion de la roya a las 36 horas de estar
en contacto con el fitopatdgeno (8 aislados bacterianos provenientes de la zona de muestreo
en San Miguel Reyes, Oaxaca y 27 aislados bacterianos en el municipio de Huatusco,
Veracruz). Adicionalmente, se determind que los aislados bacterianos BSOx1, BSOx18,
BEOx191, BEOx81, BEOx209, BEOx58, BS12, BE1, BE29 y BE5 son prometedores como
agentes de control bioldgico de la roya del café al inhibir en méas del 50% la germinacion de
uredosporas en los diferentes tiempos de medicién. Los aislados que fueron identificados y
que tuvieron un efecto significativo se clasificaron en géneros bacterianos como Bacillus,
Pseudomonas, Curtobacterium, Frigobacterium y Xanthomonas. Es necesario realizar un
mayor nimero de estudios para analizar los mecanismos que utilizan estos antagonistas para
controlar la enfermedad y cOmo estos podrian interactuar cuando se aplican en consorcios,
asi como descartar su potencial patdgeno. En especial, la caracterizacion mas profunda de la
actividad antifungica de los aislados pertenecientes a los géneros Curtobacterium,
Frigobacterium y Xanthomonas permitiria generar informacién valiosa, ya que, hasta el
momento, no existen reportes de su actividad contra H. vastatrix. Adicionalmente, se
demuestra que las bacterias asociadas a plantas con sintomas de roya y en especifico de areas
con dafio evidente, redujeron significativamente la germinacion de H. vastatrix.
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8. Recomendaciones

Identificar molecularmente los aislados que tuvieron un efecto significativo en la
inhibicion de la germinacién de uredosporas.

Investigar cuales son los mecanismos y compuestos antifungicos de los géneros
bacterianos ya reportados contra H. vastatrix.

Identificar el mecanismo de accién de cada aislado bacteriano que tuvo efecto
significativo en la inhibicion de la germinacion de uredosporas.

Mediante microscopia confocal, evaluar si existe un dafio en la estructura de las
uredosporas expuestas a los aislados bacterianos.

Realizar pruebas in planta para verificar la efectividad antifungica de los aislados
obtenidos en este este estudio y descartar un posible efecto fitopatdgeno.

Evaluar los aislados en condiciones de campo en los dos diferentes manejos de cafetales,
manejo convencional y manejo organico.
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10. Anexos

Anexo 1. indice de inhibicion + el error estandar de morfotipos bacterianos obtenidos de
areas foliares sin dafio evidente de roya, de la zona de muestreo en la comunidad de San
Miguel Reyes, Putla Villa de Guerrero, Oaxaca. Los valores resaltados en las siguientes
tablas corresponden al indice de inhibicion de las uredosporas de H. vastatrix. Ademas,
corresponde a los resultados que tuvieron una diferencia significativa (P <0.05) en prueba de
ANOVA y prueba a posteriori de Dunnett.

indicede indicede indicede indicede Error Error Error Error

Morfotipo Inhibiciéon 6 Inhibicion  Inhibicion  Inhibicion Estandar Estandar Estandar Estandar

horas 12 horas 24 horas 36 horas 6 horas 12 horas 24 horas 36 horas
BSOx9 -7.26% 31.69% 37.06% -19.99% +0.011 + 0.002 + 0.003 + 0.009
BSOx3 13.18% 13.90% 24.54% -55.46% + 0.070 +0.011 +0.014 + 0.031
BSOx10 17.77% 27.32% 32.58% -25.53% +0.023 +0.013 + 0.002 +0.179
BSOx26 34.16% 42.03% 20.64% -23.79% +0.022 + 0.004 + 0.007 + 0.027
BSOx19 50.70% 27.38% -31.54% -85.36% +0.014 + 0.009 +0.011 + 0.012
BSOx2 57.19% 40.53% 36.42% -23.56% +0.021 +0.020 +0.013 + 0.015
BSOx27 61.63% 20.80% 21.78% -0.14% + 0.048 +0.037 + 0.010 + 0.010
BSOx24 67.49% 3.34% -20.55% -28.84% +0.042 +0.021 + 0.029 + 0.053
BSOx1 80.55% 85.66% 90.75% 87.28% + 0.032 + 0.008 + 0.036 + 0.018
BSOx18 85.53% 84.57% 84.02% 65.67% + 0.029 +0.019 + 0.024 + 0.061
BSOx25 87.05% 35.69% 23.77% -28.29% +0.023 +0.042 + 0.026 + 0.015

Anexo 2. indice de inhibicion + el error estandar de morfotipos bacterianos obtenidos de
areas foliares con dafio evidente de roya, de la zona de muestreo en la comunidad de San
Miguel Reyes, Putla Villa de Guerrero, Oaxaca.

indicede indicede indicede indice de Error Error Error Error
Morfotipo Inhibicion  Inhibicion  Inhibicion  Inhibicion Estandar Estandar Estandar Estandar

6 horas 12 horas 24 horas 36 horas 6 horas 12 horas 24 horas 36 horas
BEOx122 -326.30% -190.70% -106.17% -134.97% +0.0292 + 0.0043 + 0.0125 + 0.0155
BEOx196 -279.85% -92.41% -81.98% -96.24% +0.0249 + 0.0146 +0.0121 +0.0179
BEOx186 -240.33% -146.63% -92.66% -95.81% +0.0122 + 0.0753 +0.0247 + 0.0158
BEOx227 -146.50% -121.22% -81.34% -4.44% +0.0128 +0.0128 +0.0219 +0.0211
BEOx2 -139.09% -68.50% -26.49% -84.87% + 0.0336 + 0.0069 +0.0134 + 0.0254
BEOx239 -116.03% -74.56% -30.28% -101.32% +0.0236 + 0.0501 + 0.0146 + 0.0083



BEOx153
BEOx146
BEOx14
BEOx164
BEOx100
BEOx263
BEOx201
BEOx261
BEOx124
BEOx79
BEOx277
BEOx126
BEOx242
BEOx102
BEOx193
BEOx75
BEOx6
BEOx178
BEOx156
BEOx119
BEOx94
BEOx219
BEOx103
BEOx84
BEOx32
BEOx121
BEOx248
BEOx142
BEOx203
BEOx105
BEOx91
BEOx5
BEOx147
BEOx134
BEOx259
BEOx264
BEOx191
BEOx24
BEOx33
BEOx131
BEOx209
BEOx81
BEOx4
BEOx181
BEOx58

-101.74% -59.84% -27.49%
-91.47% -47.80% -15.09%
-73.56% -19.55% -30.54%
-63.42% -73.09% -46.44%
-62.70% -60.31% -24.41%
-58.53% -39.15% -2.91%
-55.70% -32.76% -15.89%
-53.92% -80.19% -71.64%
-40.38% -27.49% -18.68%
-39.15% -15.05% -21.36%
-35.10% -12.13% -9.25%
-29.87% -6.72% -4.28%
-23.47% -28.08% -4.64%
-21.68% -21.60% 0.41%
-21.61% 5.47% -2.47%
-15.43% -2.73% -23.25%
-13.70% -11.72% -3.85%
-5.33% 3.58% -6.14%
-3.53% 7.50% -2.34%
0.48% 8.22% 7.91%
0.99% -2.49% 1.10%
3.46% -10.43% -4.71%
4.26% 10.12% 4.30%
5.25% 3.88% -9.17%
18.18% 3.43% 4.92%
20.24% 34.83% 27.63%
20.69% 38.99% 44.39%
24.10% -29.01% -24.38%
31.69% 36.90% 44.46%
31.93% 26.71% 3.89%
35.03% 21.64% 33.39%
37.33% -21.72% -76.60%
38.03% 5.09% 9.47%
45.22% 45.06% 26.61%
53.24% 25.60% 19.57%
54.22% 62.41% 66.85%
61.97% 76.44% 77.43%
66.49% 50.52% 39.07%
67.68% 40.58% 41.83%
75.21% 55.31% 43.67%
79.13% 86.92% 73.03%
89.95% 80.46% 72.71%
93.92% 46.05% 39.42%
97.82% 65.00% 48.73%
98.88% 88.22% 94.59%

-66.89%
-52.58%
-81.78%
-72.77%
-44.76%
4.58%
-6.29%
-29.50%
-56.32%
-84.16%
-37.25%
-28.24%
-41.11%
-4.45%
-9.81%
-3.88%
-12.37%
-51.61%
-36.55%
-23.62%
9.88%
-34.23%
-9.70%
-27.68%
-23.97%
4.84%
30.17%
-57.74%
27.52%
-6.86%
8.17%
-79.89%
-27.98%
14.46%
-4.43%
53.03%
76.78%
16.94%
26.05%
37.75%
71.98%
75.72%
22.38%
35.72%
94.24%

+0.0112
+0.0143
+ 0.0195
+ 0.0821
+ 0.0193
+ 0.0158
+0.0351
+ 0.0545
+ 0.0554
+ 0.0074
+ 0.0466
+0.0351
+ 0.0302
+ 0.0246
+ 0.0481
+ 0.0209
+0.0423
+ 0.0624
+ 0.0280
+ 0.0115
+ 0.0325
+ 0.0449
+ 0.0307
+0.0332
+ 0.0103
+0.0476
+0.0343
+ 0.0074
+0.0511
+0.0341
+0.0442
+0.0323
+0.1225
+ 0.0800
+0.0371
+ 0.0361
+0.0134
+ 0.0145
+ 0.0619
+0.1379
+0.0238
+ 0.1084
+ 0.0105
+ 0.0270
+ 0.0107

+ 0.0137
+ 0.0077
+ 0.0046
+ 0.0508
+ 0.0156
+ 0.0162
+ 0.0258
+0.0230
+ 0.0340
+ 0.0194
+ 0.0498
+ 0.0100
+ 0.0281
+ 0.0186
+ 0.0204
+ 0.0210
+0.0243
+ 0.0189
+ 0.0208
+0.0131
+ 0.0622
+ 0.0490
+ 0.0140
+ 0.0075
+ 0.0180
+ 0.0448
+ 0.0684
+ 0.0180
+ 0.1045
+0.0128
+ 0.0270
+ 0.0160
+ 0.0288
+ 0.0215
+ 0.0306
+ 0.0101
+ 0.0575
+ 0.0163
+0.0117
+0.0111
+0.0714
+ 0.0265
+ 0.0070
+ 0.0249
+ 0.0092

+ 0.0076
+0.0124
+ 0.0235
+ 0.0249
+ 0.0024
+ 0.0270
+ 0.0155
+ 0.0060
+ 0.0201
+0.0138
+ 0.0235
+0.0127
+ 0.0186
+0.0120
+ 0.0275
+ 0.0103
+ 0.0164
+ 0.0040
+ 0.0078
+0.0122
+ 0.0034
+0.0234
+ 0.0206
+0.0228
+0.0127
+ 0.0226
+ 0.0106
+ 0.0037
+ 0.0159
+ 0.0195
+0.0318
+ 0.0506
+0.0174
+ 0.0268
+ 0.0187
+0.0188
+ 0.0249
+0.0134
+ 0.0116
+0.0193
+ 0.0155
+ 0.0263
+ 0.0076
+ 0.0090
+ 0.0132

+0.0120
+0.0313
+ 0.0247
+ 0.0180
+ 0.0067
+0.0233
+ 0.0405
+0.0322
+ 0.0283
+0.0117
+ 0.0255
+ 0.0229
+0.0191
+ 0.0044
+ 0.0261
+ 0.0251
+ 0.0468
+ 0.0349
+ 0.0258
+ 0.0247
+ 0.0709
+ 0.0162
+0.0263
+ 0.0199
+ 0.0749
+ 0.0377
+ 0.0659
+0.0177
+ 0.0499
+0.0133
+ 0.0378
+ 0.0415
+ 0.0209
+0.0412
+ 0.0388
+ 0.0327
+ 0.0340
+ 0.0264
+ 0.0272
+ 0.0207
+0.0372
+ 0.0498
+ 0.0209
+ 0.0516
+ 0.0064



Morfotipo

BS13
BS19
BS25
BS20
BS5
BS4
BS21
BS17
BS3
BS31
BS9
BS12

Morfotipo

BE25
BE18

Anexo 3. indice de inhibicion * el error estandar de morfotipos bacterianos obtenidos de
areas foliares sin dafio evidente de roya, de la zona de muestreo en Huatusco, Veracruz.

indicede  indicede indice de
Inhibicion 6 Inhibicion  Inhibicién
horas 12 horas 24 horas
-269.52% -96.33% -52.60%
-231.36% -223.01% -139.92%
-191.45% -174.94% -134.90%
-180.64% -218.93% -142.64%
-21.77% -3.68% -1.91%
23.59% 22.62% 13.60%
35.59% 36.19% 16.11%
44.06% 31.57% 41.56%
47.32% 39.89% 36.41%
47.84% 31.64% 21.62%
72.81% 59.48% 47.15%
100.00% 89.66% 87.57%

indice de
Inhibicion
36 horas

-95.24%
-117.10%
-98.94%
-116.10%
-37.68%
-10.75%
16.32%
40.90%
29.83%
5.94%
37.88%
89.71%

Error
Estandar
6 horas

+0.019
+0.012
+0.019
+0.023
%+ 0.000
+0.137
+0.041
+0.019
+0.132
+0.019
+ 0.109
+0.033

Error
Estandar
12 horas

+0.017
+ 0.006
+ 0.008
+ 0.008
+0.017
+0.021
+ 0.036
+ 0.087
+0.138
+0.010
+ 0.080
%+ 0.006

Error
Estandar
24 horas

+0.022
+ 0.009
+ 0.007
+0.017
+ 0.006
+0.016
+0.016
+ 0.060
+0.018
+0.011
+0.074
+0.015

Anexo 4. indice de inhibicion + el error estandar de morfotipos bacterianos obtenidos de
areas foliares sin dafio evidente de roya, de la zona de muestreo en Huatusco, Veracruz.

indice de
Inhibicion 6
horas

-37%
-27%

indice de
Inhibicidn
12 horas

-10%
-21%

indice de
Inhibicidn
24 horas

22%
-19%

indice de
Inhibicién
36 horas

26%
-82%

Error
Estandar
6 horas

+ 0.052
+0.031

Error
Estandar
12 horas

+ 0.027
+0.011

Error
Estandar
24 horas

+0.015
+0.011

Error
Estandar
36 horas

+ 0.008
+0.015
+0.012
+0.012
+ 0.006
+0.030
+0.022
+0.043
+0.018
+0.024
+ 0.058
+ 0.009

Error
Estandar
36 horas

+0.017
+ 0.009



BE4
BE11
BE3
BES
BE16
BE13
BE22
BE23
BE14
BE2
BE31
BE15
BES
BE29
BE1

-4%
-2%
1%
8%
9%
23%
45%
54%
55%
56%
62%
65%
3%
81%
92%

0%
26%
0%
41%
9%
30%
57%
60%
56%
58%
29%
32%
61%
83%
100%

-3%
43%
6%
64%
4%
40%
73%
46%
43%
41%
6%
22%
54%
94%
87%

9%

17%
-19%
69%
-31%
17%
47%
60%
26%
22%
12%
13%
75%
93%
88%

+0.016
+0.051
+0.023
+0.033
+0.016
+0.077
+0.024
+0.016
+0.014
+0.015
+0.037
+0.018
+ 0.063
+0.018
+0.081

%+ 0.009
+0.024
%+ 0.009
+0.019
+0.021
+ 0.027
+0.017
+ 0.030
+0.022
+0.011
+0.019
+0.013
+0.018
+0.012
+ 0.000

+0.013
+0.017
+ 0.006
+0.010
+0.020
+0.012
+ 0.009
+0.023
+0.013
+0.012
+0.016
+ 0.006
+0.034
+ 0.004
+0.022

+0.011
+ 0.057
+ 0.026
+ 0.026
+0.019
+ 0.029
+0.017
+0.027
+ 0.008
+0.021
+0.013
+0.011
+0.032
+ 0.007
+ 0.058
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